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Compatibilidad Vegetativa... Resumen

RESUMEN

Se estudid la diversidad genética por medio de la técnica de compatibilidad
vegetativa y la morfologia de cepas de A. flavus y A. parasiticus aisladas de
semillas de mani, provenientes de 17 localidades de la zona manisera de la Provincia.
de Cordoba.

Las cepas habian sido previamente agrupadas en cafegorias segin la
produccidn simultdrea de diferentes toxinas. Una categoria de 4. flaws resultd
inusual por la produccidn simultdnea de aflatoxinas B, G y dcido ciclopiazdnico (ACP)
combinacién de toxinas muy rara para la especie.

Por medio de ensayos de complementacién de mutantes nit-, las cepas se
asignaron c Grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCGs). En las cepas caracterizadas
por ser productoras de esclerocios se midieron los didmetros de los mismos.

De las 29 cepas de A. flaws y 8 de A. parasiticus estudiadas, se
identificaron 7 VCGs forimados por 2 6 mds cepas y 11 formados por 1 cepa cada uno.
Se excluyeron 5 cepas del andlisis dado que no generaron, al menos, dos tipos de
mutantes. Todas las cepas productoras de esclerocios resultaron ser del tipo L.

El andlisis de los resultados indica que A. flavus posee una alta diversidad
genética en la zona manisera de Cérdoba, expresada a través del elevado nimero de
VCGs conformados, no asi A. parasiticus. En ningln caso las cepas de ambas especies
quedaron comprendidas juntas en el mismo VC6. Las cepas integrantes de cada VCG
se correlacionaron con la produccion de toxinas y de esclerocios. No existe
correlacidn entre los VCGs y las localidades de las que las cepas fueron aisladas.

Las cepas atipicas que producen simultdneamente aflatoxinas B, 6 y ACP se
restringieron a un solo VCG. Esto sugiere que pertenecen a un mismo clon, que se
encuentra genéticamente aislado en la poblacidn. Teniendo en cuenta la alta
correlacién encontrada entre VCGs y marcadores genéticos en trabajos similares en

este género, es posible que dichas cepas conformen una especie criptica.

Maria Victoria Novas Pagina - 2 -



Compatibilidad Vegetativa... Introduccidn

INTRODUCCION

a- Importancia del estudio:

Aspergillus Link es un género anamdrfico de la Clase Deuteromycetes.
Cuando presenta reproduccién sexual se lo ubica junto a los Plectomycetes de
la Clase Ascomycetes, dentro de los géneros Eurotium Link, Neosartorya
Malloch & Cain o Emericella Berk.

La capacidad de las especies que !o integran para crecer en diferentes
sustratos y bajo un amplio rango de condiciones ambientales, les ha permitido
ser importantes colonizadores, tanto de tejido vivo como muerto, de plantas
y de qni;naies (Raper & Fennell, 1965; Diener et al, 1987).

Raper & Fennell (1965) clasificaron las numerosas especies
reconocidas del género en grupos. La especies dentro de un mismo grupo
comparien una serie de caracteristicas bdsicas como: esterigma uniseriado o
biseriado, presencia o no de cleistotecio, forma y tamafio de las cabezas
conidiales, color de la colonia, tipo de conidio, etc.

El grupo Aspergillus flavus Raper & Fennell estd integrado por
especies de gran importancia econdmica, que se caracterizan por la ausencia
de estructuras de reproduccion sexual. Entre ellas se pueden reconocer a: 4.
flavus Link, A. parasiticus Speare, A. tamarii Kita, A. nomius Kurtzman
Horn & Hesseltine, A. oryzae (Ahlburg) Cohn y A. sojae Sakaguchi &
Yamada ex Murakami, entre otras.

Las primeras cuatro, en particular A. flaws y A. parasiticus, se
encuentran distribuidas en cultivos agricolas y, por lo general, predominan en

dreas tropicales y subtropicales (Miller et al, 1957; Kokalis-Burelle et al,
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Compatibilidad Vegetativa... Introduccion

1997). En cambio A. sojae y A. oryzae son conocidas casi
exclusivamente como cepas utilizadas para la produccién de alimentos
orientales (Wang & Hesseltine, 1982). En Japdn, por ejemplo, la soja y el
maiz son inoculados con A. oryzae para producir shoyu o salsa de soja
(Moore-Landecker, 1996).

Algunos hongos sinfetizan metabolitos secundarios denominados
micotoxinas. Estas pueden causar sintomas de toxicidad y hasta la muerte,
cuando son ingeridas por animales y/o humanos a través de alimentos.

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por A. Fflaws A.
parasiticus y A. nomius. Entre las numerosas aflatoxinas que se han
identificado, las seis mds comunes que se encuentran en los alimentos son: By,
Bz, G, Gz, My y M. Las cuatro primeras causan toxicidad por ingestidn de
productos contaminados, en cambio las dos Ultimas son secretadas en la leche
de mamiferos que han ingerido alimentos contaminados. La aflatoxina B; es
una de las sustancias naturales cancerigenas mds potentes que se conocen,
causando dafios en el higado en animales domésticos y experimentales, asi
como en el hombre (Pedelini & Bongiovanni, 1994).

En A. flawusy A. tamarii también se detectd la produccién de dcido
ciclopiazénico (ACP) (Kobbe & Townsend, 1976). El ACP, por su parte, causa
degeneracion y necrosis del higado, lesiones en el miocardio y efectos
neurotdxicos (Huang et al, 1994).

Como consecuencia, la presencia de estas toxinas en los alimentos
constituye un serio peligro para la salud humana y animal. Su estabilidad
frente a diversos agentes, tanto fisicos como quimicos, se ha convertido en
una importante dificultad para su eliminacidn de los alimentos (Smith & Moss,

1985).
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Por lo tanto, el control del problema radica en prevenir la
contaminacion. Los alimentos mds frecuentemente contaminados son los de
origen vegetal, entre ellos algunos cereales y oleaginosas, como el maiz y el
mani (Cast, 1989; Diener, 1987; Kokalis-Burelle, 1997).

Es importante destacar que en muchos paises, la cantidad de
aflatoxinas en los alimentos se encuentran reguladas en niveles de parte por
bilién (Egel et al, 1994). Lo que impacta a nivel econdmico en los paises
exportadores, como es el caso de la Argentina, que deben controlar la calidad
de la materia prima.

Los aislamientos de A. flaws y A. parasiticus presentan gran
variabilidad respecto del tipo y cantidad de aflatoxinas producidas (Horn &
Greene, 1995: Vaamonde et a/, 1995).

Las cepas de A. flawus pueden producir aflatoxinas de tipo B, o ACP, o
ambos, o ninguna (Pitt, 1993; Horn & Greene, 1995; Vaamonde et a/, 1995).
Sin embargo se han registrado casos en que también se detectd la produccidn
de aflatoxina 6. Saito et al (1986) describen cepas que producen solo
aflatoxinas B o By G (Cotty, 1989). También Klich y Pitt (1988) mencionan la
existencia de cepas productoras de aflatoxinas B y G. Sin embargo, como
posteriormente una de dichas cepas fue determinada como perteneciente a la
especie A. nomius, esta informacion debe manejarse con cuidado. Blaney et
al. (1989) registraron en seis cepas la sintesis simultdnea de aflatoxina G,y
de ACP.

Las cepas de A. parasiticus, por otro lado, pueden no producir
aflatoxinas o producir del tipo B y G pero nunca ACP.

A. nomius se describioc como una especie nueva, comparando la
complementacién de ADNmit con respecto a A. flawus, asi como pequefias

diferencias morfoldgicas de los esclerocios y en la temperatura de creci-
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miento (Kurtzman et al, 1987). Su registro en la naturaleza es bajo y exhibe
el mismo patrén de toxinas que A. parasiticus, pero morfoldgicamente es
muy similar a 4. flavus (Pitt, 1993).

Ademds de la produccién de toxinas, A. flawus, A. parasiticus y A.
nomius, han mostrado una gran variabilidad en caracteres morfoldgicos, entre
los que se pueden mencionar las dimensiones de las vesiculas, el color de las
colonias y la formacién de esclerocios (Horn & Green, 1995; Egel et a/, 1994).

En A. flavus, se han utilizado las caracteristicas de los esclerocios
para distinguir dos grupos de cepas. Las cepas "S" producen un gran ndmero
de esclerocios pequefios (didmetro menor a 400um) y gran cantidad de
aflatoxinas. En las cepas "L", consideradas como tipicas, los esclerocios
tienen un.didmetro mayor a 400um, los producen en menor cantidad que las

"S",y también es menor la produccion de aflatoxinas (Cotty, 1989; Bayman &

Cotty, 1993; Garber & Cotty, 1997).

Tabla N°1: Comparacion de caracteres morfoldgicos y produccion de toxinas entre
especies del grupo A. flavus.

Especies Color de la colonia | conidios | AFPA | afla B | afla 6| ACP
A. flavus Verde |/pr n ++ --(+?) ++
A. parasiticus Verde oscuro r n ++ ++ -
A. nomius Verde e n ++ ++ -
A. oryzae Castafio |/pr c -- = (+)
A. tamarii Marrdn oscuro r mo = - ++
A. sojae Marron pdlido r n - - -

Abreviaturas: Conidios: |/pr= pared lisa a poco rugosa; r= definidamente rugosa; e:
equinulada. AFPA: color del reverso de la colonia en agar de Aspergillus flavus y A.
parasiticus (Pitt et al, 1983), n= anaranjada, c= crémea, mo= marron oscuro; afla B=
aflatoxina B, y B, afla 6= aflatoxina G; y G, ; ACP: produccidn de dcido ciclopiazdnico. (+):
en un estudio 8 cepas de 16 dieron resultado positivo (Orth, 1977, en Pitt & Hocking,
1985). Tabla modificada de Samson & Frisval, 1991, en Samson et al., 1996. (+?): Son
escasas las citas de produccidn de aflatoxinas G en A. flavus (Saito et al. 1986: Klich &
Pitt, 1988; Bianey et al. 1989).
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Compatibilidad Vegetativa... Introduccidn

b- Variabilidad y compatibilidad vegetativa:

La variabilidad intraespecifica en los hongos, no estd restringida a la
reproduccién sexual. La heterocariosis y la parasexualidad (recombinacion
mitotica) son dos procesos importantes en la variabilidad de la especie, en
particular en las formas anamdrficas, que carecen de reproduccion sexual
(Esser & Kuenen, 1967, en Vaillancourt & Hanau, 1994).

Los organismos incluidos en la actualidad en el Reino Fungi son
haploides. Durante la reproduccion sexual, en la mayoria de los Ascomycetes
se produce la fusion de protoplastos (plasmogamia). Con excepcion de las
levaduras y algunos pocos filamentosos, esta tiene lugar entre el ascogonio y
el anteridio o espermacio, lo que permite el acercamiento de los nicleos. Una
vez realizado este paso, se llevan a cabo la cariogamia y meiosis.

Lc fusion tambiér puede ocurrir entre estructuras no relacionadas con
la reproduccidén sexual. Esto permite la migracién de nicleos de un micelio al
otro. En este caso, la fusidn de las hifas se denomina anastomosis vy,
dependiendo de la especie, da lugar o no a los procesos de reproduccidn
sexual.

La presencia de dos o mds tipos de nicleos dentro del mismo micelio se
conoce como heterocariosis. Si dos micelios genéticamente compatibles se
ponen en contacto y ocurre anastomosis, la migracién de nicleos de un micelio
al otro, y su posterior mitosis y migracion, dan origen al heterocarionte
(Beadle & Coonradt, 1944; Fincham & Day, 1963; Puhalla & Mayfield, 1974;
Burnett, 1975, en Vaillancourt & Hanau, 1994). Los heterocariontes pueden
ser estables o fransitorios. En los estables pueden o no tener lugar los
eventos conocidos como parasexualidad que dan como resultado cepas

haploides recombinantes. Aldn cuando este proceso no ocurra, el heteroca-
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rionte tiene ventajas adaptativas similares a la de un diploide, pero donde
todos los genes de ambos nicleos pueden expresarse (Alexopoulus et al
1996).

Tanto la plasmogamia como la anastomosis estdn controladas por un
sistema génico complejo.

La reproduccién sexual, en Ascomycetes heterotdlicos, requiere de la
participacion de cepas genéticamente diferentes. El factor de compatibilidad
sexual ("mating-type") estd controlado por un locus (MAT) que especifica
para dos "mating types" alternativos. El heterotalismo se denomina entonces
bipolar. Dado que se impide la plasmogamia entre cepas que presentan el
mismo clelo del "mating-type", es un proceso que favorece la reproduccion
cruzada (Alexopoulos ef al., 1996).

La compatibilidad vegetativa o somdtica estd controlada por una serie
de genes bi o multialélicos en los loci denominados het, vic, o VC. Este
proceso impide la fusion de micelios genéticamente diferentes, es decir de
aquellos que difieran en los alelos de los genes antes mencionados (Fincham &
Day, 1963; Burnett, 1975; Mylyk, 1976, en Vaillancourt & Hanau, 1994). En
algunas especies, como en Neurospora crassa Shear & Dodge, los genes del
"mating-type" también controlarian, en parte, la compatibilidad vegetativa.

La incompatibilidad es una barrera, no sélo a la libre fusidon de hifas,
sino a la divisién y/o a la migracion nuclear en el interior de las hifas
(Fincham & Day, 1963; Burnett, 1975; Mylyk, 1976: Jacobson & Gordon, 1988;
Correll et al, 1987, Brooker et al., 1991, en Vaillancourt & Hanau, 1994).

Nauta & Hoekstra (1994) usaron un modelo con el fin de estudiar la
evolucidn de la incompatibilidad vegetativa en hongos asexuales. Proponen que
la seleccién estaria actuando a través de mecanismos que protegerian la

integridad génica del organismo, como ser la prevencién de un conflicto entre
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dos genomas nucleares diferentes, y contra la invasion de elementos
citoplasmdticos como pldsmidos, virus o mitocondrias.

Ademds de su significativa importancia genética en la naturaleza, la
heterocariosis puede ser utilizada como herramienta en el laboratorio. En
teoria, la observacidn de la formacién o no del heterocarionte y sus
caracteristicas, puede ser utilizada en "tests” de complementacion (Beadle &
Coonradt, 1944, en Vaillancourt & Hanau, 1994).

Las cepas que son capaces de formar un heterocarionte se denominan
"vegetativamente compatibles”. Las cepas vegetativamente compatibles con
otras se describen como miembros de un mismo grupo de compatibilidad
vegetativa o VCG (Vaillancourt & Hanau, 1994).

En_especies asexuales o en especies sexuales que se reproducen
principalmente de forma asexual, los genes que gobiernan la compatibilidad
vegetativa y los que determinan caracteres de tipo fenotipicos pueden
quedar ligados entre si a través del tiempo evolutivo. Esto resultaria en VCGs
genéticamente aislados con fenotipos especificos (Correll, 1991; Croft &
Jinks, 1977; Horn et a/., 1996).

El agrupamiento de cepas en VCGs ha sido utilizado por los
fitopatdlogos para identificar razas, formas especiales, rango de
hospedantes y grupos de patogenicidad. Esto se basa en la hipdtesis de que
las cepas dentro de alguna de estas categorias se correlacionan con uno o
pocos VCGs. De esta manera se puede caracterizar al patdgeno ubicdndolo en
un determinado VCG (Puhalla 1985; Correll et a/,1987; Katan & Katan, 1988;
Katan et a/, 1989).

La mayor parte de los estudios de poblaciones de Fusarium Link fueron
realizados para poner a prueba este concepto (Puhalla, 1984; Katan & Katan,

1988; Jacabson & Gordon, 1988, 1991; Fiely et a/, 1995; Ahn, 1998).
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Los VCGs constituyen una herramienta Gtil para determinar si los
aislamientos de un determinado sitio son clones de un progenitor comin, o por
cudntos grupos genéticamente diferentes estd compuesta la poblacién.
También se utilizan para determinar si las cepas que presentan variaciones
morfoldgicas y/o fisioldgicas inusuales tienen un origen clonal.

En un estudio sobre la estructura de la poblacién de Aspergillus
flavus en un campo de algeddn, se utilizé la técnica de VCG como irdicador
de diversidad genética. Se identifico un gran nidmero de VCGs dentro del
campo, y éstos resultaron ser distintos a otros identificados en un campo
cercano. También se registrd que la distribucion de los VCGs cambia afio a
afo sugiriendo un alto flujo genético dentro de la poblacion (Glass & Kuldauy,
1992). .

Bayman & Cotty (1993) caracterizaron cepas de A. flavus
pertenecientes a 12 VCGs, aislados de diferentes hospedantes, segin la
produccion de aflatoxinas in vitro, morfologia y polimerfismos de ADN. La
produccidn de aflatoxina B difirid significativamente entre los VCGs. Los
grupos de especies formados mediante andlisis cladisticos de polimorfismos
de ADN coincidieron con los VCGs. La diferenciacidn entre cepas L y S, se
relaciono tanto con los VCGs como con los polimorfismos de ADN. Todas las
cepas S formaron un grupo simple, aparentemente derivado del L.

Sin embargo en un estudio para identificar VCGs en una poblacidn de
A. flaws de maiz, en Georgia (EE.UU.), se examiné su relacién con la
morfologia, produccion de aflatoxinas y de esclerocios, y no se encontré un
patrén de asociacién. Por otra parte, tampoco las cepas del mismo VCG

estaban restringidas a una misma drea geogrdfica (Papa, 1986).
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Compatibilidad Vegetativa... Introduccidn

Horn & Greene en 1995 aislaron, tanto de muestras de suelo como de
semillas, cepas de A. flawus , A. parasiticusy A. tamarii de una plantacién
de mani. Mediante un estudio de compatibilidad vegetativa determinaron que
la distribucidn de los VCGs de A. parasiticus'y de A. tamarii no era al azar,
probablemente como consecuencia del tipo de dispersidn. Sugiriendo que cada
grupo representa, en algin grado, un dnico clon. Posteriormente trataron de
encortrar una asociacién entre caracteres morfoldgicos y la produccién de
aflatoxinas con respecto a los VCGs hallados. Determinaron, en 4. flavus,
una correlacidn positiva entre la produccidn total de aflatoxinas y ACP con
respecto a los VCGs (Horn et al, 1996). Es decir, dentro de cada grupo se
mantiene una correlacidn positiva en las cantidades de aflatoxinas y ACP
producidas por las cepas que lo integran. Esto contrastaba con estudios
previos que indicaban que no habia correiacion (Blaney et a/, 1989), o una
correlacién negativa (Huang et a/, 1994). También se determind que, si bien
todas las cepas producian esclerocios del tipo L, las diferencias de tamario de

los esclerocios entre los VCGs eran evidentes (Horn et a/, 1996).

c- Control biolégico asociado a la compatibilidad vegetativa:

Uno de los aspectos del control bioldgico de patdgenos es la utilizacidn
de especies competidoras diferentes a la del patdgeno, o cepas
hipovirulentas del mismo patdgeno. En el dltimo caso se requiere el
reconocimiento de la variabilidad genética de las poblaciones del patdgeno y
la capacidad de la cepa hipovirulenta para diseminar el factor de

hipovirulencia en la poblacién, por medio de la anastomosis de hifas. Esta
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capacidad de anastomosis va a estar regulada por las caracteristicas de
compatibilidad vegetativa de las cepas intervinientes El ejemplo cldsico es el
de Endothia parasitica (Murr.) And. también conocida como Cryphonectria
parasitica (Murr.) Barr, agente etioldgico del marchitamiento del castafio
(Chesnut Blight) (Anagnostakis & Kranz, 1987; Causin et al., 1995).

Si se pretende utilizar técnicas de control bioldgico de micotoxinas, se
debe plantear un andlisis bioldgico similar. Estos estudios requieren de la
caracterizacién rdpida y eficiente, tanto en la seleccidén de las cepas a ser
usadas como controladores, como de las caracteristicas genéticas de la

poblacién en estudio (Cotty & Bayman, 1993; Garber & Cotty, 1997).

d- Técnica de andiisis de compatibilidad vegetativa:

En Aspergillus, la reaccion de compatibilidad, que da como resultado un
heterocarionte estable, se determina mediante el enfrentamiento de las
cepas en placas de Petri. Debido a que la reaccién es de dificil deteccidn
visual, se utilizan mutantes deficientes en la asimilacion de diferentes
fuentes de nitrédgeno (nit-). Estos mutantes son seleccionados en un medio
con clorato como agente selectivo donde se desarrollardn sectores de
crecimiento rdpido que podrdn ser identificados y aislados (Papa, 1986;
Bayman & Cotty, 1991b).

Se ha propuesto que el clorato es transformado por la nitrato reductasa
en un compuesto toxico para la célula: clorito (Aberg, 1947, en Cove, 1976a). Sin
embargo, a través de estudios llevados a cabo en A. nidulans (Eidam) Wint, se
determind que la actividad catalitica de la nitrato reductasa no estaria

involucrada en este proceso. Probablemente jugaria algin papel en la mediacion
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de la toxicidad del clorato, dado que algunos, pero no todos los mutantes
deficientes en la mencionada enzima, son resistentes al clorato. En definitiva, el
mecanismo preciso es todavia incierto y puede diferir de organismo a organismo
(Correll et al, 1987). Cove (1976a) y Bayman & Cotty (1991b) han considerado
que:

» Las células capaces de reducir nitrato a nitrito generalmente reducen clorato
a clorito, el cual es téxico y las envenena.

» Las células incapaces de reducir o asimilar nitrato, no serdn envenenadas por

el clorito.

Sin embargo, existen otfros criterios con respecto a la accion del
clorato. Klittich & Leslie (1988) en un estudio sobre F. moniliforme (Sheld.)
emend. Snyd. & Hans., afirman que el medio no tiene por qué ser el causante
de las mutaciones por si mismo. Postulan que deben existir mecanismos
genéticos que generen variabilidad, brindando a la poblacidn del patégeno la
capacidad de adaptarse a presiones de seieccion. Tal vez, el estrés
ambiental, como el crecimiento en un medio tdxico, induzca el movimiento de
elementos transponibles, que causarian la elevada frecuencia de mutaciones
espontdneas observadas en F. moniliforme.

En Aspergillus los tres tipos de mutantes nit- mds comunes que se
pueden identificar son: niaD, nirA y cnx. Los mutantes del tipo niaD carecen
del gen estructural de la nitrato reductasa. Los mutantes del tipo nirA
carecen de una proteina necesaria para la sintesis de la nitrato y la nitrito
reductasa. Los mutantes en alguno de los varios loci cnx carecen de la
produccidén de un cofactor portador de molibdeno, necesario para la nitrato
reductasa y la xantina dehidrogenasa (Bayman & Cotty, 1991b).

Las caracteristicas de los tres tipos de mutantes se encuentran resumidas en

la tabla N°2:
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Tabla N°2: Tipos de mutantes nit-, sus funciones y su caracterizacidn.

Crecimiento en :

Locus Funcidn N4, NO; NO:; HX

niaD Gen estructural de la nitrato + - + +
reductasa

nirA Gen de via reguladora + - - +

Cnx

ABC

cnxE |Genes que controlan la produccidn

cnxF de un cofactor que contiene + - + -
molibdenc

cnxG

cnxH

Modificado de Kiittich & Leslie (1988).
Referencias: en todos los casos el medio de cultivo es Czapek-Dox con distintas fuentes de
nitrogeno. HX: hipoxantina, NH.: amonio, NOs: nitrato, NO;: nitrito.

Los fres tipos de mutantes crecen con caracteristicas morfoldgicas de
tipo salvaje en NHi: micelio aéreo profuso, de crecimiento rdpido, color
caracteristico de la especie y produccion de conidios. En NOs los mutantes
desarrollan con caracteristicas particulares: micelio sumergido en el medio de
cultivo, crecimiento lento, hialino y con escasa o nula produccidn de conidios.

Al confrontarse los mutantes de dos cepas incdgnitas en medio de cultivo
que contiene NOs; como fuente de nitrdgeno, las cepas compatibles formardn una
zona de crecimiento de tipo salvaje, capaz de asimilar el nitrato, en la
interseccién de las dos colonias, donde ocurre la complementacidn debido a la
anastomosis de hifas (Horn & Greene, 1995). Sin embargo, en el caso de ser
cepas incompatibles, la fusion de hifas genera la muerte de la célula
heterocaridtica (Leslie, 1993), lo que se observa como una linea de rechazo en la

region de interseccion.
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Dado que las plantas de mani (Arachis hypogaea L.) producen sus
frutos bajo tierra, éstos estdn en contacto con poblaciones de A. flavusy A.
parasiticus. Bajo ciertas condiciones ambientales la semilla del mani es
susceptible a ser invadida por estas especies (Horn & Greene, 1995). Dichos
hongos pueden colonizar las vainas y semillas y producir aflatoxinas antes o
después de la cosecha, durante el periodo de secado, transporte vy
almacenaje (Pedelini & Bongiovanni, 1994).

El mani es la cuarta semilla oleaginosa (su produccién es prdcticamente
igual a la del girasol) en orden de importancia en cuanto a la produccidn
mundial (Karvez, 1996).

El 99% de la produccién argentina de mani se obtiene en la zona
central de la Provincia de Cdrdoba donde se concentra su cultivo,
comercializacion, seleccion como mani confiteria e industrializacién. El
porcentaje restante proviene de las Provincias de Corrientes y Salta. La
superficie sembrada y el volumen cosechado muestran una significativa
variacion anual, debido a la inestable rentabilidad del cultivo frente a otros
cultivos alternativos y a la elevada incidencia del clima en el rendimiento
(Pedelini & Casini, 1998).

A partir de 1975 con la introduccion de cambios tecnoldgicos se originé
un rdpido crecimiento en la productividad, con una tasa de crecimiento anual
de 30,5 Kg./ha/afio y un rendimiento promedio de 1479 Kg/ha obtenido en los
Ultimos 16 afios (Pedelini & Casini, 1998).

Las exportaciones tipo confiteria rondaron en 1996 las 150.000
toneladas convirtiendo a la Argentina en el tercer exportador mundial detrds

de China y EE.UU. (Harvez, 1996).
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Es importante destacar la tfrascendencia que tienen los destinos fuera
del Mercosur, ya que el recurso comercial utilizado para tratar de bajar los
precios del "pellet" del mani argentino por parte de los compradores
europeos es la presencia de aflatoxinas (Pedelini & Casini, 1998).

Actualmente la Comunidad Econémica Europea (CEE) quiere establecer
limites mds bajos de tolerancia en cuanto a la concentracién de aflatoxinas.

Para consumo humano en productos alimenticios, los niveles méximos
admisibles de aflatoxinas propuestos (1g/Kg.) son:

Para la CEE 10 ug/Kg de aflatoxinas totales sin procesar y 4 1g/Kg de
aflatoxinas totales en productos listos para el consumo. Mientras que para la
Argentina (Mercosur) el mdximo de aflatoxinas totales es de 20 ng/Kg
(Andnimo,1996).

En un trabajo previo, en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos,
FCEyN, UBA, se obtuvieron aislamientos de Aspergillus spp. a partir de
semillas de mani. Estas muestras provenian de diferentes campos de la zona
manisera de la provincia de Cdrdoba. Un 25% de las cepas fueron
identificadas como A. parasiticusy un 75% como A. flavus.

Posteriormente se determind que las cepas de A. flawus diferian en
cuanto a la produccion de toxinas. Esta variacion abarcaba desde no
productoras a productoras de alguna, varias o todas las toxinas registradas
para la especie (Vaamonde et a/, 1995).

Dentro de las cepas de A. flawus, cuatro con caracferisticas
morfoldgicas consideradas dentro de la variabilidad de la especie (J. Pitt,
com. per.), presentaron un patrén atipico produciendo simultdneamente
aflatoxinas de tipo B, G y ACP. Este patron es distinto al que presenta A.
flawus y también difiere del que presentan las especies A. parasiticusy A.

nomius.
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Seglin la capacidad de cada cepa de A. flaws y A. parasiticus de

producir determinadas toxinas, se definieron 4 categorias (Vaamonde, com.

per.):

Tabla N°3: Caracterizacidn de las cepas de A. flawusy A. parasiticus segun la
produccidn simultdnea de diferentes toxinas.

Categoria Aflatoxina(B/6) ACP
I + +
it + -
IIT - +
IV - -
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OBJETIVOS

e Realizar un estudio preliminar, mediante la identificacién de VCGs, de la
variabilidad genética de las cepas aisladas de muestras de mani, de diferentes
localidades de la zona manisera de la provincia de Cérdoba. En particular de

A. flavus, la de mayor incidencia en el muestreo.

e Corroborar que las cepas correspondientes a las dos especies aisladas: A.
flavus y A. parasiticus, pertenecen a distintos VCGs, con el objeto de
asegurar la eficacia de la técnica.

e Comprobar si existe correlacién entre VCGs y el patrén de micotoxinas
producidas en A. flaws y/o caracteristicas morfoldgicas particulares
(produccidon y tamaho de los escierocios). En particular de las cuatro cepas

atipicas, productoras en forma simultdnea de aflatoxinas By Gy ACP.

e Comprobar si existen diferencias genéticas entre las cepas provenientes de

diferentes sitios de muestreo.

» TIdentificar el origen clonal o no de las diferentes cepas aisladas, y

particularmente de aquellas con patrones diferentes.
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HIPOTESIS

» Existe correlacién entre los VCGs y las especies ( cepas de diferentes

especies ho son compatibles).

» Existe correlacion entre los VCGs y el patrdn de micotoxinas producidas por
A. flavus de la region manisera Argentina. En particular, las cepas atipicas
que producen simultdneamente aflatoxinas B, G, y ACP, pertenecen a un mismo

VCG diferente a los que integran el resto de las cepas.

e No existen diferencias genéticas enfre las cepas provenientes de diferentes

sitios de muestreo, en particular en la especie A. flavus.
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MATERIALES Y METODOS

A. CEPAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO:

Se trabajo con 29 cepas de A. flaws y 8 de A. parasiticus
previamente aisladas de 32 muestras de mani (Tabla N°5), procedentes de 19
localidades ubicadas en la zona manisera de la provincia de Cérdoba (Figura
N°1).

El muestreo fue realizado por personal de la Estacidn Experimental
Regional Agropecuaria Manfredi (INTA). Las muestras corresponden a la
cosecha 1993 y los aislamientos se realizaron durante los dos meses
posteriores a su recoleccion. Las cepas aisladas fueron estudiadas
taxondmicamente y en su capacidad toxicogénica (Veamonde et a/ 1995).

Dado que la combinacidn de aflatoxinas dentro de 4. flavus presenta
mds variaciones que las estipuladas en la tabla N°3, la modificamos de tal
manera que todos las categorias quedaran representadas, segin se indica en
la tabla N°4. Las categorias IIb y IV estdn conformadas exclusivamente por
cepas de A. parasiticus. E| resto de las categorias corresponden a A.
flavus. Se destaca la categoria Ib con un patrdn de produccién simultdnea de

aflatoxinas B, Gy ACP.

Tabla N°4: Caracterizacion de las cepas de A. flaws y de A. parasiticus seqin ka produccion
simuttdnea de diferentes toxinas.

Cafegor'fa Aflatoxina B Aflatoxina G ACP
Ia + - +
o e
ITa + - -
IIb + + -
50 05 = - +
IV - - o
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Tabla N°5: Datos de las cepas

Muestra | Especie | AFLA ACP Esclerocios | Categoria Localidad
MINZ2 A.p - - - IV Baigorria
M2N1 A.f + + + Ia Holmberg
M2N2 ‘Af + +(poco) - Ia Holmberg
M3N1 A.p + - + ITb Gigena
M3N1X Af + + + Ia Gigena
M4N1 A.f + - + IIa Las Perdices
M6ENL A.f + + + Ia Rio IV

10A A.f + + + Ia Manfredi

MION3 A.f - + + Ia Charras
M1IN1 A.f - + - III Villa del Rosario

MIINIX A.f - + - III Villa del Rosario
M1IN3 A.f + + + Ia Villa del Rosario
MI12N1 Af + + - Ia Gral. Cabrera
M12N3 A.p + - + ITb Gral. Cabrera
M14N1 A.f + + - Ia Las Perdices
M14N2 A.f + + - Ia Las Perdices
M15N1 A.p + - + IIb Carnerillo
M15N2 A.p + - + ITb Carnerillo
MI15N3 A.f + + - Ia Carnerillo
M21IN3 A.p + - ITb Oliva
M22N3 A.f - + + IIT Manfredi
M25N1 A.p + # + IIb Pampayagasta
M25N3 Ap + - + ITb Pampayagasta
M29N1 A.f + + + Ia Villa Ascasubi
M29N3 A.f + - - Ila Villa Ascasubi
M32N1 Af + + + Ia Alejandro
M34N2 A:f - + - ITI La Carlota

M35NI1A A.f - % - LEL Ticino

M35N1B A.f - + + ITI Ticino
M36N1 A.f + + + Ia Matorrales
M36N2 A.f - + + III Matorrales
M38N1 A.f + + + Ia Colazo

A.f - + III Oncativo

Vilka def Rosario

ACP: produccidn de dcido ciclopiazénico. (Vaamonde com. per.).
Categoria: clasificacién realizada en la tabla N°4
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Figura N°1: Sitios de muestreo de la zona manisera de la prov. de Cérdoba.
Modificado de Vaamonde et al.,1995
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B. ANALISIS DE COMPATIRILIDAD VEGETATIVA

1. Aislamiento de los posibles mutantes:

Obtuvimos los mutantes en cajas de Petri con medio de cultivo Czapek-
Dox (Cz-Dox) a las que se afiadié 259 de clorato de potasio, con pH no
ajustado (Bayman & Cotty, 1991a). Este medio permite obtener la mayor
proporcidn de los distintos tipos de mutantes (Bayman & Cotty, 1991aq).

Para este paso y todos los posteriores, utilizamos cajas descartables
de 6 cm de didmetro.

Cove (1976b) demostro que la fuente de nitrdgeno usada en el medio
con clorato, afecta la frecuencia de los distintos tipos de mutantes en A.
nidulans. Es por esto que, en los casos en que no pudimos obtener al menos
dos tipos de mutantes para cada cepa, cambiamos la fuente de nitrédgeno del
medio de cultivo. Usamos glutamato en lugar del NOs el cual proporciona, en
alta frecuencia, mutantes del tipo nirA (Bayman & Cotty, 1991a), que es,
junto con los mutantes cnx los que se obtienen en menor frecuencia,
utilizando el medio original.

Incubamos los cultivos a 30°C en estufa y oscuridad durante 10 a 15
dias. Transcurrido dicho periodo, examinamos los mdrgenes de la colonia en
buisqueda de sectores de crecimiento rdpido que consistieran en micelio

conformado por hifas separadas entre si.

2. Seleccion de los posibles mutantes:

Con la ayuda de una lupa y con una aguja tomamos la menor cantidad
posible de puntas de hifas de los sectores de crecimiento rdpido. De este

modo se traté de aislar un Unico mutante y de evitar interferencias por cre-
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cimiento de un micelio ocultando otro. Por ejemplo que un mutante del tipo
niaD ocultara la presencia de un nirA o un cnx.

Sembramos los aislamientos que provenian directamente del medio
selectivo en Cz-Dox con NHs., el que afiadimos como tartrato de amonio en
una concentracién de 0,9g/l, para asegurarnos un buen desarrollo de micelio.

Las cajas se incubaron en estufa a 30°C y oscuridad hasta observar

desarrollo de micelio. Posteriormente las guardamos a 4°C en la heladera.

3. Clasificacion de los mutantes:

A partir de colonias desarrolladas en cajas en medio de NHs,
transferimos pequefios fragmentos de micelio a cajas con medio Cz-Dox, que
conTenion-difer‘enTes fuentes de nitrdgeno: nitrato, nitrito e hipoxantina.
Afiadimos el nitrato y el nitrito como sales de sodio en una concentracién de
0,3g/1y 0,79/l respectivamente, y la hipoxantina en 0,1 g/l (Papa, 1986).

Las cajas se cultivaron por siete dias de 25°C a 30°C en oscuridad.
Clasificamos las colonias, segin su capacidad para crecer en los distintos
medios, como mutantes nirA, niaD y cnx (Tabla N°2).

Los mutantes nit- fueron conservadas en heladera a 4°C en cajas de

Petri con medio Cz-Dox cuya fuente de nitrégeno era amonio.

4. Reconocimiento de los heterocariontes:
I. Estudio de autocompatibilidad:
Realizamos confrontaciones entre las diferentes clases de mutantes

de la misma cepa con la finalidad de establecer si existe autocompatibilidad.

Este procedimiento es esencial para corroborar la calidad de los mutantes
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obtenidos para cada cepa. Los mutantes de una misma cepa deben producir el
heterocarionte cuando son enfrentados.

Una vez que obteniamos un nirA, el tipo de mutante que aparecia en
menor frecuencia, para una cepa determinada, lo confrontamos con todos los
niaD que habiamos seleccionado hasta ése momento. De esfa manera
elegfamos el par de mutante, para cada cepa, que mostrara mds claramente la
formacion del heterocarionte.

Para esto, sembramos los pares mutantes a 1cm de distancia, en cajas
con Cz-Dox, con NO3 como fuente de nitrogeno, y las incubamos a 30°C. A
partir de una semana de incubacién, y por un periodo de 10 dias
aproximadamente, efectuamos observaciones del tipo de crecimiento. La
compatibijidad se establecié como una franja de crecimiento de tipo salvaje
en la zona de contacto, mientras que la incompatibilidad como una franja de

rechazo en la que no prospera ninglin micelio en la misma zona.

II. Estudio de la compatibilidad vegetativa entre las distintas cepas y

establecimiento de los VCGs:

Se realizaron confrontaciones inter e intraespecificas para establecer
los VCGs. Las confrontaciones se efectuaron en todas las combinaciones
posibles mediante el procedimiento mencionado en el punto anterior.

Confrontamos el par de mutantes elegido para cada cepa contra el par
de todas las restantes. Las confrontaciones siempre se realizaron entre dos
tipos de mutantes distintos en bilsqueda de la complementacidn. Es decir,
confrontamos el niaD de una cepa contra el nirA de la otra y el nirA de la

primera con el niaD de la segunda.
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Obtuvimos los resultados por duplicado. Las reacciones positivas, asi
como las confusas fueron repetidas, por lo que en esos casos realizamos
triplicados y cuadriplicados.

En funcidn de los resultados obtenidos se establecieron los grupos de
cepas pertenecientes a cada VCG.

En las cepas donde obtuvimos mutantes cnx, estos se utilizaron para

corroborar los resultados anteriores.

C. MEDICION DE LOS ESCLEROCIOS

Las cepas productoras de esclerocios las sembramos en cajas de Petri
con medio de cultivo Czapek-Dox (3 réplicas por cepa). La incubacidén se
realizé en oscuridad, durante 14 dias a 30°.

Separamos los esclerocios de! micelio mediante el raspado de la
superficie del cultivo con una espdtula y Tween 20 (100 ulL/L).

Luego los filtramos con papel y lavamos los esclerocios repetidas veces
con agua de la canilla, finalmente los secamos al aire sobre el papel de filtro.

Medimos el didmetro de 30 esclerocios por cepa con la ayuda de una
lupa.

Para determinar si se frataban del tipo S o L seguimos el criterio
adoptado por Cotty (1989), seqgin el cual, las cepas que presentaron algin

esclerocio mayor a los 400 um fueron identificada como L.
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RESULTADOS

a- Obtencion de los marcadores

1. Aislamiento de los posibles mutantes:

El desarrollo del micelio en el medio selectivo es lento, sumergido y
hialino.

A partir de 10 dias de incubacion en estufa a 30°C, observamos en los
bordes de la colonia, sectores de crecimiento mds rdpido consistentes de
micelio sumergido formado por hifas separadas entre si, con bajo grado de
esporulacién. Esto indica el posible desarrollo de un mutante nit.

La aparicién de este tipo de crecimiento fue muy variable entre las
distintas cepas. Algunas necesitaron mds tiempo de incubacién, (v.g. M1IN2 y
MINZ2).

La utilizacion del glutamato como fuente de nitrégeno alternativa en el

medio selectivo no mostré resultados positivos.

2. Clasificacion de los mutantes:

Dado que heterocariontes con mutaciones en el mismo locus no
muestran crecimiento de tipo salvaje, por lo menos se necesitan dos
mutantes complementarios entre si para cada cepa. De las 37 cepas que
utilizamos, entre las dos especies, en 5 (MIN2, M2N2, M4N1, MI1IN2,
MZ2IN3) no se obtuvieron al menos dos fipos de mutantes con el medio

utilizado. En todos los casos el mutante que no se obtuvo fue el nirA.
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De todas las cepas obtuvimos numerosos mutantes niaD, en tanto que
solo en 32 obtuvimos nirA. En 13 logramos aislar mutantes cnx, los que
resultaron ser muy buenos testigos en las confrontaciones debido a su bajo
grado de esporulacién y a la formacién de heterocariontes de clara
visualizacidn.

Para que la observacién del heterocarionte sea lo mds clara posible, un
buen mutante prdcticamente no deberia formar conidios. Sin embargo, en los
casos en que la obtencion de alguno de los tipos de mutantes era muy dificil,
se usaron los mutantes con los que contdbamos, como ocurrid, por ejemplo,

con el mutante nirA de la cepa M12N3, que esporula mas de lo deseado.

-

b- Reconocimiento de los heterocariontes

1. Estudio de autocompatibilidad

La formacion del heterocarionte se observa como una franja de
crecimiento de tipo salvaje. Esta franja produce micelio aéreo, una gran
cantidad de conidios y, en ocasiones esclerocios, cuando se trata de una
caracteristica de las especies confrontadas (Figura N°2 -A-). La
incompatibilidad como una zona de contacto sin crecimiento de micelio
(Figura N°2 -B-).

En la mayoria de las cepas, no todos los mutantes aislados fueron
capaces de formar un heterocarionte cuando se los confronté con otros nit
derivados de la misma cepa.

Todas las cepas de las que se pudo obtener como minimo dos tipos de

mutantes resultaron autocompatibles, al menos entre dos de los pares de
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FI6. N°2: Visualizacidn de la compatibilidad y la incompatibilidad.

Referencias: A: Cepas compatibles, se observa una franja de crecimiento tipo salvaje

en la zona de contacto. B: Cepas incompatibles, se observa una zona de contacto sin
desarrollo de micelio.
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mutantes confrontados, que fueron los seleccionados para las
confrontaciones posteriores entre cepas.

En algunos casos, cuando se reiteré la experiencia para corroborar los
resultados, algunas de las confrontaciones resultaron negativas. Esto coincidié
con cambios fenotipicos en alguno de los dos mutantes, expresados como
aumento de la esporulacion y del micelio aéreo. No obstante, consideramos el

primer resultado como positivo.

2. Estudio de la compatibilidad vegetativa enire distintas cepas:

La formacidn o no del heterocarionte se determiné del mismo modo que
se indica en el punto anterior.

Los resultados de las confrontaciones se muestran en la tabla N°6. En
esta se indica el resultado final y no los tipos y nimeros de mutantes que se
mane jaron.

De las 26 cepas de A. flawus utilizadas, 9 no mostraron compatibilidad
con otras cepas y 17 se agruparon con una o mds.

De las 6 cepas de A. parasiticus, 2 no mostraron compatibilidad con
las cepas restantes y 4 se agruparon de a pares.

Estudiando las cepas MI12N1, M6NI1, M38N3, M3NIX, M34N2 y
M15N1, observamos que dependiendo del par de mutantes utilizados, los
resultados fueron distintos. Por ejemplo, los mutantes niaD de las cepas
M6N1 y M12N1 al confrontarlos con los nirA de las cepas M38N1, M2SN1 y
M32N1 dan resultados positivos, mientras que los nirA de las cepas M6N1 y
M12 N1 confrontados con los niaD de las tres cepas restantes dan resultados
negativos (Tabla N°8). Resultados similares entre otras cepas se observan en

las tablas 7,9, 10y 11.
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Tabla N° 6: Resultados de las confrontaciones entre las cepas utilizadas en el estudio

MI11IN3

MIINIX

MI11N3

M36N1

M36N2

10A

M22N3

M38N1

M38N3

M40p

M36N]1

M36N2

10A

M22N3 i

M38N1

M38N3

M40N |

M29N1

M29N3 - 5
M25N3
M3N1X i i —
M14N]1 - =
M14N2
M35N1B
M12N3 =
MI5N1 o -
M15N2 0
M10N3 e -
M6N1 i

M2N1 2 R

M32N4

M34N2 2

(+)Corresponde a la formacion del heterocarionte entre las cepas confrontadas.
(---) Corresponde a la no formacion del heterocarionte entre las cepas confrontadas.



M29N1

M29N3

M25N1

M25N3

M3N1

M3N1X

MI4N1

MI4N2

35N2

35N1A

35NI1B

MI2NI




M29N1

M29N3

M25N1

M25N3

M3NI1

M3NIX

MI14N1

M14N2

35N2

35N1A

35N1B

MI12N1
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Tabla N°7: Resultados de las confrontaciones entre las cepas M34N2, M35N1A,
MI15N3, M1IN1y M1INIX.

VCG IIAII

M34N2 niaD

M35N1A niaD

MI15N3 niaD

M11IN1 niaD

MI1IN1IX niaD

M34N2 nirA

R

-

M35NI1A nirA

-+

+

+

+

+

M15N3 nirA

-+

+

+

+

+

MI1IN1 nirA

MI1IN1X nirA

Tabla N°8: Resultados de las confrontaciones entre las cepas M6N1, M12N1,
M38N1, M29N1 y M32N1.

VCG IIBII

M6N1 niaD

M12N1 niaD

M38N1 niaD

M29N1 niaD

M32N1 niaD

M6NL1 nirA

+

+

M12N1 nirA

+

+

M38N1 nirA

+

+

MZ29N1 nirA

M32N1 nirA
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Tabla N°9: Resultados de las confrontaciones entre las cepas
M36N1 y M3NIX.

vee "C"

M36N1 niaD

M36N1 niaD2

M3N1X niaD

M36N1 nirA

+

+

*

M3N1X nirA

+

Tabla N°10: Resultados de las confrontaciones entre las

cepas M38N3, M32N4 y M35N2.

VCG "E" | M38BN3 niaD | M32N4 niaD | M35N2 niaD
M38N3 nirA + s .
M32N4 nirA + + +
M35N2 nirA + + +

Tabla N°11: Resultados de las confrontaciones entre las
cepas M15N1 y M15N2.

vCe "F" MI15N1 niaD | M15NIlcnx | M15N2 niaD
M15N1 nirA + + -

M15N2 nirA + + +
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Tomamos el resultado positivo como criterio de inclusién dentro del
grupo.

Cuando pudimos seleccionar un tercer tipo de mutante, como un cnx u
otro niaD, lo utilizamos para verificar los resultados de las confrontaciones
previas. De esta manera confirmames la inclusién de las cepas M6N1, M12N1,
M3N1X, y M15N1 dentro de los grupos previamente asignados.

Entre las dos especies se reconocieron 18 VCGs (Tabla N°12).

En ningln caso las cepas de las dos especies estudiadas (4. flawsy A.
parasiticus) quedaron comprendidas juntas en el mismo VCG.

Todas las cepas integrantes de un mismo VCG pertenecen a la misma
categoria, en cuanto a la combinacién de toxinas que producen, y/o en cuanto
a la produccidn o no de esclerocios. La tnica excepcién se observé en el VCG
A.

De las 4 cepas identificadas con caracteristicas atipicas, 1 no generd,
al menos, 2 tipos de mutantes por lo que fue descartada del andlisis. Las 3
restantes conformaron un VCG aislado (E).

El VCG A quedé compuesto por 5 cepas. De estas 4 corresponden a la
categoria ITI (produccion de aflatoxina B), y una (M15N3) a la Ta (produccidn
de aflatoxina B y de ACP). Las 5 son no formadoras de esclerocios y a
excepcion de dos que provienen de Villa del Rosario, las restantes provienen
de diferentes localidades.

El VCG D quedd conformado por 2 cepas correspondientes a la
categoria ITI. Estas cepas son productoras de esclerocios y provienen de
diferentes sitios de muestreo.

Los VCGs B y C quedaron integrados por 5 y 2 cepas respectivamente.
Las cepas de ambos grupos pertenecen a la categoria Iay son productoras de

esclerocios. En ambos casos las cepas provenian de diferentes localidades.
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Tabla N°12: Grupos de Compatibilidad Vegetativay caracteristicas de las cepas que los integran.

vee ESPECIE | CEPA N° | CATEGORIA |ESCLEROCIOS| LOCALIDAD
M35N1A III no Ticino
M34N2 LT no La Carlota
A A. flavus MI15N3 Ia no Carnerillo
M1INI ITI no Villa del Rosario
MIINIX IIT no Villa del Rosario
MI12N1 Ia si Gral. Cabrera
M6N1 Ia si Rio IV
B A. flavus M32N1 Ta Si Alejandro
M38N1 Ta si Colazo
MZ29N1 Ia si Villa Ascasubi
C A. flavus M36N1 Ia si Matorrales
M3NI1X Ia Si Gigena
D A. flavus M22N3 III si Manfredi
M36N2 IIT si Matorrales
M32N4 Ib si Alejandro
E A. flavus M38N3 Ib si Colazo
M35N2 Ib si Ticino
F A parasiticus M15N1 ITb si Carnerillo
M15N2 ITb si Carnerillo
G A.parasiticus M3N1 ITb Si Gigena
M12N3 ITb si Gral. Cabrera
H A. flavus M2N1 Ia si Holmberg
I A. flavus MI10A Ia si Manfredi
J A. flavus MION3 Ia si Charras
K A. flavus MIIN3 Ia si Villa del Rosario
L A. flavus M14N1 Ia no Las Perdices
M A. flavus M14N2 Ia no Las Perdices
N A.parasiticus| M25N1 ITb Si Pampayagasta
o A.parasiticus| M25N3 ITb Si Pampayagasta
P A. flavus M29N3 ITa no Villa Ascasubi
Q A. flavus M35N1B ITI si Ticino
R A. flavus M40N1 IIT si Oncativo

Referencias: la categoria corresponde a la clasificacién dada en la tabla N°3.
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Los VCGs F y G, conformados por cepas de A. parasiticus, se integran
con dos cepas de la categoria IIb (no produccién de ACP) cada uno. Las 4
cepas son productoras de esclerocios. En este caso, las dos cepas del VCG F
provenian de la localidad de Carnerillo, mientras que las del VC6 G
corresponden a dos localidades distintas, pero muy cercanas entre si y a la
localidad de Carnerillo (Figura N°1).

Los 12 VCGs restantes estdn compuestos por una cepa cada uno.
Corresponden a los grupos Ia, ITb y III.

Estudiamos la diversidad genética de las cepas de cada especie como el
cociente entre el nimero de VCGs dividido el nimero de cepas totales (Horn &
Greene, 1995). Las 26 cepas de A. flavus se agruparon en 13 VCGs presentando
una diversidad de 0,5. Las 6 cepas de A. parasiticus se agruparon en 4 VCGs
exhibiendo una diversidad de 0,66.

Por lo general las cepas de A. flawus, comprendidas dentro de un
mismo VCG, procedieron de diferentes localidades y, en la mayoria de los
casos, dichas localidades fueron distantes entre si (Figura N°1).

Los resultados obtenidos de las mediciones de esclerocios indican que
todas las cepas con las que contamos corresponden al tipo L (Figuras 3 y 4).
Siete de las cepas consideradas como productoras de esclerocios en los
estudios previos, no los produjeron bajo las condiciones de incubacion que
utilizamos, por consiguiente fueron descartadas del andlisis. Los datos se

presentan en la Tabla N°13.
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de las cepas de A. flavus *.

Tabla N°13: Mediciones, rango y porcentaje sobre 400um de los esclerocios

CEPA N° MEDICION (um)| RANGO (um) PORCENTAJE
+ SD SOBRE 400 um
M2ZN1 h94 + 124,38 360-880 96,7
M3N1X 606 + 125 98 320-880 96,7
M6N1 388 + 85,26 240-600 63,3
10A 618 + 129.96 400-800 100
MI0N3 627,3 + 138 8 360-880 96,6
M11IN3 454 + 117 66 280-800 66,6
M11IN2 261,3 £ 90,76 100-520 10
M12N1 398 + 97,48 240-760 60
M22N3 266 +77 48 120-440 13,3
M29N1 394 67 + 84,37 280-640 56,67
M32N1 693,33 +172,38 320-1000 93,3
M32N4 372,67 £ 51,76 280-480 40
M35N18 6406 +1315 360-840 100
M35N2 338,6 + 59,98 240-480 26,7
M36N1 6653+ 139.32 280-760 100
M36N2 322 + 68,38 200-480 20
M38N1 545 3 + 106 54 280-680 96,67
M38N3 284 + 71,07 120-440 13,3
M40NI1 269,33 + 69,95 160-400 10

Como criterio se considera que la presencia, en una cepa, de un esclerocio de
400um o mas indica su pertenencia al grupo del tipo L.
() 7 de las cepas consideradas como productoras en estudios previos fueron
descartadas porque no los formaron en las condiciones de incubacion que

utilizamos.
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Figura N°3

Morfologia de los esclerocios de la cepa M12N1
Escala: ——I 10 mm = 234um.

: ‘ LY W wiy

1‘ .»‘t . g 4 * P _'._ . ; ..“ s &
Morfologia de los es clerocios de la cepa M2N1
Escala: ——I 10mm = 152,3um.
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Figura N°4

Morfologia de los esclerocios de la cepa M32N1
Escala: [——I 10mm = 222,2 um

Morfologia de los es clerocios de la ce'.'pa'Mh3'2-N4
Escala: I——I 10mm = 1242 3um
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DISCUSION

En ninguno de los VCGs conformados durante el estudio, las cepas de
A. flaws y de A. parasiticus quedaron comprendidas en el mismo grupo.
Esto concuerda con los resultados presentados por Horn & Greene (1995).
Estos autores plantean que, aunque las especies A. flawsy A. parasiticus
estarian estrechamente relacionadas con base en su complementariedad de
ADN (Kurtzman et a/, 1986, 1987), la ausencia de CV entre ellas sugeriria
aislamiento genético.

Los resultados de este trabajo verifican la eficacia de la técnica de CV
y apoyan la hipdtesis de mantener a estos organismos como especies
independientes.

A lo largo del periodo en el que se desarrollé el trabajo, observamos
que algunos mutantes, elegidos como testigos para representar una cepa
determinada, readquirian los caracteres de la cepa salvaje. Consideramos que
estos cambios se deben a una reversién en la mutacidn.

La falta de complementacion entre algunos mutantes derivados de la
misma cepa podria deberse a una mutacién doble. Un argumento alternativo
es que la resistencia al clorato resultara de la inactivacién general del
metabolismo del nitrégeno mds que de una inactivacién del mecanismo de la
asimilacién del nitrato (Cove, 1976a; Cove, 1979).

Los resultados obtenidos con los mutantes nirA de las cepas M38N3
(Tabla N°10), M3N1X (Tabla N°9), M15N1 (Tabla N°t1) y M34N2 (Tabla N°7)
sugieren que se trata de marcadores con deficiencias en la capacidad de

formar heterocariontes.
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Los resultados obtenidos con los mutantes del tipo nirA de las cepas
M6N1 y M12N1 (Tabla N°8), pertenecientes al VCG B, al ser confrontadas
con los niaD de las 3 cepas restantes, nos sugieren que probablemente estos
no sean nirA y correspondan a otro tipo de mutantes. Es por esto que, de
alguna manera no complementan con los niaD de las cepas restantes. Otra
explicacion seria que dichos mutantes portaran una doble mutacién. Esto
concuerda con Katan & Katan (1988), quienes obtuvieron resultados similares
en F. oxysporum Schlechtend.:Fr.

Gordon & Okamoto (1991) observaron incompatibilidad entre cepas de
F. oxysporum pertenecientes al mismo VCG. Segin estos autores, la
necesidad del uso de mutantes, que nos permita la visualizacién del
heterocarionte, introduce la posibilidad de que resulten interacciones
negativas entre los marcadores utilizados, como consecuencia de mutaciones
que no complementan, ain cuando dichas cepas en su estado salvaje pudieran
ser compatibles. Concluyen que una reaccidén negativa en una combinacién de
nit no es suficiente para decidir si dos cepas son o no compatibles. La forma
de evitar los falsos negativos es realizando todas las combinaciones posibles
con los nit.

Brooker et al. (1991) obtuvieron cepas de Colletotrichum Corda cuyos
mutantes eran incapaces de complementar con ninguno de los otros nit
derivados de la misma cepa. Algunos mutantes formaban heterocariontes con
solo algunas de las cepas compatibles. Ante las dificultades que estos
resultados representan para un estudio poblacional, estos autores postulan
los siguientes efectos prdcticos. Primero la necesidad de desarrollar un "set"
de testigos para cada cepa, los cuales deben presentar un rango amplio de
compatibilidad. Segundo, se deberian realizar confrontaciones con varios

mutantes derivados de cada cepa.
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Como en nuestro trabajo realizamos la mayor cantidad de
confrontaciones posibles entre todas las cepas, y en numerosos casos
utilizamos mds de un mutante disponible, consideramos que disminuimos la
posibilidad de falsos negativos.

En varios trabajos se observé la existencia de cepas auto-
incompatibles (Correll et al, 1987; Jacobson & Gordon, 1988). Estas cepas
dificultan el andlisis de una poblacién dado que no pueden ser asignadas a
ningln VCG. Sin embargo, dichas cepas podrian ser potencialmente Utiles en
técnicas de ADN recombinante o en trabajos de control bioldgico, cuando se
necesite que la cepa liberada sea incapaz de formar un heterocarionte con
otra de la poblacién (Brooker et al, 1991).

Si bjen contamos con, al menos, dos tipos de mutantes en la mayoria de
las cepas, y en algunos casos tres, 3 cepas de A. flawsy 2 de A. parasiticus
debieron ser descartadas del andlisis por no cumplir dicho requisito. De las
mencionadas cepas, solo obtuvimos mutantes niaD y por lo tanto no pudimos
determinar si son o no auto-compatibles. Los resultados obtenidos son
acordes con los registrados en otros estudios. Horn & Greene (1995) aislaron
al menos dos tipos de mutantes de todas las cepas a excepcién de dos de A.
tamarii. Bayman & Cotty (1991b) descartaron 15 cepas de un total de 105.
Fiely et al. (1995) reconocieron 157 cepas a las que no pudieron asignar a
ningln VCG por la carencia de mutantes complementarios.

Segun Correll et al (1987), los mutantes que presentan un escaso
crecimiento en hipoxantina, denominados cnx para las especies de
Aspergillus, son los testigos mds confiables en estudios de CV y sugieren el
aislamiento de uno de estos mutantes para cada cepa como medio para evitar
falsos negativos. Sin embargo, como ya sefialamos anteriormente, son

dificiles de obtener por esta técnica (Klittich & Leslie, 1988; Horn & Greene,
1995).
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Estas observaciones coinciden con lo que concluimos sobre este tipo de
mutante. Por un lado, el mutante cnx es el que mejor se detecta visualmente
ya que es el que presenta menor grado de esporulacidn. Por otro, es el que
aislamos en menor proporcion.

Horn & Greene (1995) obtuvieron las siguientes frecuencias de cepas
que generaron mutantes del tipo cnx: A. flavus 60% (n=83) y A. parasiticus
67% (n=79). Realizando comparaciones de todos los nit identificados dentro
de cada especie, reconocieron que las frecuencias de los tres tipos de
mutantes fueron significativamente diferentes y resumieron sus
observaciones como que el nimero de mutantes de cada tipo obtenidos por
esta técnica es el siguiente: niaD > nirA > cnx.

Sin-embargo, como el nimero de cepas utilizadas por estos autores es
muy superior al que contamos en nuestro estudio, consideramos que a pesar
de que concuerden, nuestros resultados no pueden compararse
adecuadamente con ios suyos.

Las 26 cepas de A. flavus analizadas se agruparon en 13 VCGs. Estos
valores dan una diversidad de 05, la que concuerda con los siguientes
estudios realizados.

Horn & Greene (1995) obtienen un valor de 0,56 para A. flavusy Papa
(1986) identificé una diversidad de 0,69.

En un trabajo realizado durante los ahos 1987, 1988 y 1989, en un
campo de algodén Arizona (EE.UU.), se detectd que la diversidad de los VCGs,
durante el periodo en el cual se llevé a cabo el estudio, oscild entre 0,15 y
0,54 Bayman & Cotty (1991b). De esta manera la diversidad también es
variable en una escala temporal.

La elevada diversidad presentada por A. flaws, puede ser

consecuencia de la gran dispersién aérea que presenta dicha especie. Esto se
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sustenta sobre la consideracién de A. flavwus como la especie dominante en la
infeccidn de cultivos de frutos sobre tierra como el algodén y el maiz (Papa,
1986; Diener, 1987; Horn & Green, 1995).

Horn et al. (1996) postulan que la alta diversidad de VCGs encontrada
en poblaciones de A4. flawus es similar a la diversidad identificada en cepas
no patogénicas del suelo correspondientes a F. oxysporum (Gordon &
Okemoto, 1991).

Por el contrario, muchas poblaciones de F. oxysporum, patogénicas de
plantas, presentan una diversidad de VCGs relativamente baja. Esto podria
ser el resultado de la ventaja selectiva de algunos VCGs en su especificidad
de hospedante (Bosland & Williams, 1987; Larkin et al, 1990), o con respecto
de alguna cepa particular introducida de otra regién (Katan et a/, 1989; Pegg
et al, 1995).

Horn et al (1996) postulan a través de la elevada diversidad
encontrada en A. flaws, que ninguno de los VC&s estaria adaptado
selectivamente para invadir los cultivos bajo condiciones de campo. La mayor
presién de seleccion sobre esta especie podria ocurrir en respuesta a un gran
nimero de pardmetros asociados con el saprofitismo en el suelo, mds que en
respuesta a los requerimientos necesarios para una invasion al hospedante. El
alto grado de produccidn de esclerocios y de aflatoxinas, entre las cepas de
A. flaws y A. parasiticus, sugeriria que estos caracteres podrian ser
selectivamente ventajosos bajo las condiciones del sudoeste de Georgia
(EE.VV.).

La diversidad de 0,66 para A. parasiticus puede considerarse como
elevada en comparacién con la detectada por otros autores. Horn & Greene
(1995) obtuvieron 0,22 como valor de diversidad, siendo la nuestra muy

superior a la suya, sin embargo cabe destacar que estos autores utilizaron un
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mayor nimero de cepas que nosotros y por lo tanto, los resultados no son
comparables.

Por otra parte, no fue objetivo de este trabajo estudiar la diversidad
genética de A. parasiticus, sino que dichas cepas fueron introducidas en el
estudio con el objeto de corroborar la eficiencia de la técnica de CV.

La baja diversidad de la especie en cuestidn, se podria explicar como
consecuencia de su tipo de dispersion. A. parasiticus es considerada como
una especie mds adaptada al ambiente terrestre que 4. flavus , dado que se
lo encuentra preferentemente en semillas de mani, mds que en cultivos sobre
tierra (Diener et al 1987).

Algo para tener en cuenta es que los valores de diversidad no son
consistentemente superiores para hongos que presentan reproduccidén sexual
en comparacién con aquellos que no la presentan (Croft & Jinks, 1977: Correll
et al, 1986; Lamondia & Elmer, 1989). Aunque este hecho, en parte pudiera
ser consecuencia de diferentes tipos de muestreos entre los estudios,
sugeriria que las especies asexuales de hongos son sorprendentemente
diversas (Bayman & Cotty, 1991b).

La frecuencia de anastomosis de hifas entre cepas dependerd de la
diversidad de los VCGs en una regién en particular (Horn & Greene, 1995).
Estos autores proponen que el gran nimero de VCGs correspondientes a A.
flaws, limitaria notablemente dicha anastomosis. En contraste, dada la
menor diversidad identificada en A. parasiticus, seria mds frecuente su
contacto.

La parasexualidad (recombinacién mitdtica), que requiere como
prerequisito la anastomosis de hifas seguida de la heterocariosis, ha sido
demostrada en A. flaws y A. parasiticus (Papa, 1973, 1978) sélo en
condiciones de laboratorio. El papel de estos procesos en la naturaleza

merece mds investigacién (Horn & Greene, 1995).
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Como surge de los resultados, todas las cepas integrantes de un mismo
VCG pertenecen a la misma categoria en cuanto a la combinacién de
micotoxinas que producen y se correlaciona también con la produccién o no de
esclerocios. La Unica excepcidén es la cepa M15N3 en el VCG A. Sin embargo,
la produccién de una combinacién de toxinas en particular, no siempre se
correlaciona con la produccién de esclerocios, como ocurre entre los VCGs A
y D y las cepas M15N3, M14N1 y M14N2. Asi también como cepas que se
encuentran en VCGs comprendidos por una sola cepa (Tabla N°12). Papa
(1986), no encuentra aparente relacién entre la produccion de aflatoxinas y
de esclerocios.

Es decir que, nuestros resultados indican que la pertenencia de una
cepa a un-determinado VCG, garantiza que todos sus integrantes produzcan
una combinacidn igual de micotoxinas y produzcan o no esclerocios. Sin
embargo, no existe la correspondencia inversa. Una cepa, por producir una
determinada toxina y producir o no esclerocios en concordancia, no implica
que deba pertenecer a un determinado VCG. Con excepcion del VCG E
conformado por las cepas atipicas.

Horn et al (1996) encontraron que A. flaws y A. parasiticus
mostraban diferencias significativas entre los VC6s con respecto a
morfologia y produccién de toxinas. La produccién de aflatoxina total y el
ACP se correlacionaron positivamente en A. flaws También en A.
parasiticus, la produccién total de aflatoxinas y el dcido kdjico se
correlacionaron positivamente. Estos autores plantean que las diferentes
asociaciones entre dichas micotoxinas presentadas en otros trabajos, pueden
deberse al nimero de cepas analizadas, las condiciones de cultivo, o a

caracteristicas de una poblacidn en particular,
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En nuestro estudio no cuantificamos la produccién de las distintas
toxinas. Es por esto que no podemos establecer una relacién directa entre
nuestros resultados y los de Horn et a/ (1996). Sin embargo, consideramos
interesante que en ambos, de alguna forma, se correlacionan la produccién de
toxinas, la de esclerocios y los VC6s.

Con respecto a la presencia de cepas que se diferencien en alguna
caracteristica de las cepas restantes comprendidas en el mismo VCG, como
es el caso de la M15N3 en el VC6 A, Correll (1991) plantea que estas cepas
pudieron haber acumulado diferencias fenotipicas, por medio de mutaciones,
mientras mantenian la afiliacién al mismo VCG.

A. flavus comparte con A. parasiticusy A. nomius la capacidad de
producir .aflatoxinas (Kurtzman et al, 1987). La descripcién de las
diferencias entre estas especies con respecto a la produccién de toxinas,
estd detallada en la introduccion,

La comprensién de las relaciones entre las especies del grupo A.
flawus es muy problemdtica debido a la considerable variacién, tanto
morfoldgica como fisioldgica, que exhiben los taxones que lo componen
(Kurtzman et a/, 1987).

Se han utilizado técnicas moleculares para clarificar las relaciones
entre las especies del grupo. Kurtzman et a/ (1986), basdndose en la
complementariedad del ADN, separaron A. oryzae, A. parasiticus y A.
sojae como variedades de A. flavus.

En la descripcidn de la nueva especie A. nomius sefialan que existe una
complementacién del ADN entre A. nomius, A. flawsy A. tamarii mayor
que la encontrada habitualmente entre especies . Esto sugeriria que los tres

taxones han evolucionado recientemente de un ancestro comun (Kurtzman et

al. 1987).
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Sin embargo, los estudios enzimdticos llevados a cabo por Yamatoya et
al. (en Egel et al. 1994), como los de Moody & Tyler (1990) sobre restriccién
de ADN mitocondrial y gendmico, no apoyan esta propuesta y estdn a favor
de la separacion de A. parasiticus, A. flaws 'y A. nomius como taxones
independientes.

Dentro de las poblaciones de Aspergillus, los VCGs pueden ser
considerados como series de clones derivados de un ancestro comin que
luego se han dispersado y diferenciado (Croft & Jinks, 1977, en Horn et al.
1996). Esta nocién de clonalidad es sustentada por la asociacién de
caracteres morfoldgicos y produccién de toxinas en VCGs de A. flawus, A.
parasiticusy A. tamarii encontrada por Horn et a/. (1996). Bayman & Cotty
(1993) usando la técnica de RAPD confirmaron la estrecha relacién entre
cepas de A. flawus dentro de VCGs. Jacobson & Gordon (1991) obtuvieron
resultados similares en F. oxysporum.

El tamafo y nimero de los esclerocios ha sido utilizado para distinguir
entre dos grupos de cepas dentro de la especie A. flaws, pudiéndose
diferenciar las cepas Sy L (Cotty, 1989). Esta division fue luego sustentada
por un estudio genético de la CV y la aplicacién de la técnica RAPD (Bayman &
Cotty, 1993).

Las cepas L pueden producir sélo aflatoxinas B o, en su defecto no
producir aflatoxina. Las cepas S producen aflatoxinas en gran cantidad,
algunas sélo del tipo B y otras B y 6 (Cotty, 1989. Hesseltine et a/, 1970;
Saito et a/, 1986).

En 1970, tres cepas caracterizadas como S fueron colocadas en un
taxén sin nombre por Hesseltine et al (1970) (en Egel et a/ 1994). Dos de
estas cepas fueron incorporadas en un andlisis sobre las relaciones entre las

cepas del grupo A. flaws. Estas fueron inferidas a partir de la variabilidad
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de los sitios de restriccidn en una porcién del gen Taka-amilasa A. Los
resultados de un estudio fenético indicarian que las cepas S mencionadas
estarian tan estrechamente relacionadas tanto con A. flawus como con A.
parasiticus. Los andlisis de parsimonia de los sitios de restriccion, sugirieron
que A. flaws y A. parasiticus habrian surgido de un ancestro comun
compartido con A. nomius, via un intermediario S de A. flawus (Egel et af
1994).

Cotty (1989) obtuvo resultados que concuerdan con los de Saito et af.
(1986), seguin los cuales las cepas S producen las aflatoxinas en mayor
cantidad que las L.

Bayman & Cotty (1993) estudiaron la distribucién de los dos tipos de
cepas entre los VCGs. Todos los VCGs quedaron conformados por cepas del
mismo tipo con la excepcién de uno solo. Por otro lado, Horn et al (1996)
identificaron a todas las cepas de su muestra como L. Sin embargo,
existieron diferencias entre los esclerocios, que se correlacionaron con los
VCGs.

Nuestros resultados indican que las cepas con las que trabajamos
corresponden al tipo L (Tabla N°13), al igual que Horn et a/ (1996). Si bien se
observa, cualitativamente, una cierta relacién del tamafio de los esclerocios
entre las cepas dentro del mismo VCG, debido a que el nimero de cepas
productoras es escaso para un andlisis estadistico, no podemos establecer si
existe correlacion o no entre estos caracteres. Ademds, a diferencia de lo
postulado por Cotty (1989), Hesseltine et a/ (1970) y Saito et al. (1986) las
cepas atipicas, que segun lo establecido (Cotty, 1989; Bayman & Cotty, 1993;
Garber & Cotty, 1997) corresponderian al grupo L, producen aflatoxinas B Y
G.
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La variabilidad geogrdfica observada entre las cepas integrantes de los
VCGs de A. flawus, puede deberse a la capacidad de dispersién aérea que
presentan las especies consideradas. Bayman & Cotty (1991b) encontraron
diferencias significativas en la distribucién de los VC6s de afio a afio en un
campo de algoddn en Arizona (EE. UU.) Postularon que dichos cambios podrian
ser consecuencia del influjo de los conidios dispersos por el aire.

Las cepas de A. parasiticus, que conformaron dos VCGs, corresponden
a la misma localidad o a localidades muy cercanas. Esto concuerda con la idea
preponderante de que esta especie se encuentra mds adaptada a la dispersién
terrestre que 4. flaws (Diener et a/, 1987,en Horn & Greene, 1995).

La inclusion de las tres cepas atipicas (M32N4, M35N2 y M38N3)
dentro det mismo VCG, nos sugiere que estarian estrechamente relacionadas
y se trataria de un mismo clon, a pesar de que fueron aisladas de sitios
alejados (cfr. Figura N°1).

Si tomamos en cuenta los criterios adoptados por Kurtzman et af
(1987) para describir como especie nueva a A. nomius , y la gran
correspondencia que se ha encontrado entre VCGs y ADN, podriamos
postular que las cepas atipicas de nuestro estudio conforman, o una variedad

dentro de A. flavus o una nueva especie del grupo A. flavus.
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CONCLUSIONES

= Existe correlacién entre VCGs y las cepas correspondientes a cada especie.
Esto apoya la hipétesis de mantener a estos dos taxones como especies

diferentes.

* Se comprueba una alta variabilidad genética en la poblacion de cepas aisladas,
sobre todo en A. flaws. Esta variabilidad se expresd tanto en el gran

nimero de VCGs, como en la produccion de toxinas y esclerocios.

*= Se comprueba una estrecha correlacion entre los VCGs identificados, la
produccidn de aflatoxinas y de ACP, asi como con la produccién de

esclerocios.

* Los VCGs de A. flawvus no estdn necesariamente restringidos a ciertos sitios

geogrdficos o parcelas de cultivos.

* Las cuatro cepas atipicas por la produccion simultdnea de aflatoxinas B, G y

ACP, conformaron un grupo aislado.

* Si bien todavia es necesario estudiar un mayor nimero de cepas Yy
complementar los resultados obtenidos con otras técnicas, estos apoyan la
hipétesis de que las cepas atipicas podrian conformar, como en el caso de A.

nomius, una variedad o especie diferente dentro del grupo 4. flavus.
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Objetivos a alcanzar en la continuacién del estudio:

* Aumentar el nimero de cepas utilizadas en el estudio.

* Realizar comparaciones con cepas aisladas de los otros dos centros de

cultivo en Argentina: Saltay Corrientes.

* Cuantificar la produccién de tfoxinas para establecer si existe alguna

relacion entre ésta y el tamafo de los esclerocios, o algin otro cardcter.

* Utilizar alguna técnica molecular para corroborar las hipétesis planteadas.
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ANEXO

Solucién Czapek-Dox. La siguiente férmula fue adaptada por Dox (1910) de la
de Czapek (1902-1903).

LTSS 1000 ml
NaNO; 3gr
KeHPOs o Lgr
MgSOs 7 HO 05gr
< ¢ A — 5gr
FESOa ... 001 gr
5QCArOSA 30gr
AGAT | oeeeeeeressenese s 15gr

Los restantes medios utilizados en este estudio fueron variantes del
medio Czapek-Dox en los que se modificé la fuente de nitrdgeno.

En cada uno de ellos NaNos fue reemplazado por:

NaNO; 0,7g9/!
Tartrato de amonio 0,9g/1
Hipoxantina . . 0,1g/!
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