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CompaTibilidad VegeTaTiva... Resumen

RESUMEN

Se esTudió la diversidad gene'Tica por medio de la Técnica de compaTibilidad

vegeTaTiva y la morfología de cepas de A. f/avus y A. paras/ricas aisladas de

semillas de maní, provenienTes de 17 localidades de la zona manisera de la Provincia.

de Córdoba.

Las cepas habían sido previamenTe agrupadas en caTegorías según la

producción simulTánea de diferenTes Toxinas. Una caTegoría de A. f/avus resulTó

inusual por la producción simulTánea de aflaToxinas B, G y ácido ciclopiazónico (ACP)

combinación de Toxinas muy rara para la especie.

Por medio de ensayos de complemenTación de muTanTes niT-, las cepas se

asignaron o.Grupos de CompaTibilidad VegeTaTiva(VCGs). En las cepas caracTerizadas

por ser pPOdLLCTOFGSde esclerocios se midieron los diómeTros de los miSmos.

De las 29 cepas de A. f/avus y 8 de A. paras/ricas esTudiadas, se

idenTiTicaron 7 VCGsformados por 2 ó más cepas y 11 formados por 1 cepa cada uno.

Se excluyeron 5 cepas del análisis dado que no generaron, al menos, dos Tipos de

muTanTes.Todas las cepas producToras de esclerocios resulTaron ser del TipoL.

El análisis de los resulTados indica que A. f/avus posee una alTa diversidad

genéTica en la zona manisera de Córdoba, expresada a Través del elevado número de

VCGsconformados, no asi A. paras/ricas. En ningún caso las cepas de ambas especies

quedaron comprendidas JunTas en el mismo VCG.Las cepas inTegranTes de cada VCG

se correlacionaron con la producción de Toxinas y de esclerocios. No exisTe

correlación enTre los VCGsy las localidades de las que las cepas fueron aisladas.

Las cepas aTípicas que producen simulTáneamenTe aflaToxinas B, G y ACP se

resTringieron a un solo VCG.EsTo sugiere que perTenecen a un mismo clon, que se

encuenTra genéTicamenTe aislado en la población. Teniendo en cuenTa la aITa

correlación enconTrada enTre VCGsy marcadores genéTicos en Trabajos similares en

esTe género, es posible que dichas cepas conformen una especie crípTica.

María VicToria Novas Página - 2



CompaTibiIidad VegeTaTiva... InTroducción

INTRODUCCIÓN

a- ImporTancia del esTudío:

Aspergillus Link es un género anamórfico de Ia Clase DeuTeromyceTes.

Cuando presenTa reproducción sexual se lo ubica JunTo a los PlecTomyceTes de

Ia Clase AscomyceTes, denTro de los géneros Eurafium Link, Neosarforya

Malloch (SiCain o Emen'ce/la Berk.

La capacidad de las especies que lo inTegran para crecer en diferenTes

susTraTos y bajo un amplio rango de condiciones ambienTales, les ha permiTido

ser imporTanTes colonizadores, TanTode Tejido vivo como muerTo, de planTas

y de animales (Raper ¿i Fennell, 1965,"Diener ef a/,, 1987).

Raper (Si Fennell (1965) clasificaron las numerosas especies

reconocidas del género en grupos. La especies denTro de un mismo grupo

comparten una serie de caracTerísTicas básicas como: esTerigma uniseriado o

biseriado, presencia o no de cleisToTecio, forma y Tamaño de las cabezas

conidiales, color dela colonia, Tipode conidio, eTc.

El grupo Asperyí/Ius f/avus Raper ¿i Fennell esTá inTegrado por

especies de gran imporTancia económica, que se caracTerizan por la ausencia

de esTrucTuras de reproducción sexual. EnTreellas se pueden reconocer a: A.

f/avus Link, A. parasif/cus Speare, A. famar'íí KiTa,A. nom/us Kurszan

Horn (SiHesseITine, A. aryzae (Ahlburg) Cohn y A. sojae Sakaguchi á

Yamada ex Murakami, enTre oTras.

Las primeras cuaTro, en parTicular A. f/avus y A. paras/ficus, se

encuenTran disTribuidas en culTivosagrícolas y, por lo general, predominan en

áreas Tropicales y subTropicales (Miller ef a/., 1957; Kokalis-Burelle ef a/.,

Maria VicToria Novas Página - 3 —



Compatibilidad Vegei’afiva... Iniroducción

1997). En cambio A. sojae y A. oryzae son conocidas casi

exclusivamenTe como cepas utilizadas para la producción de alimenTos

orienTales (Wang á Hesselfine, 1982). En Japón, por ejemplo, la soja y el

maíz son inoculados con A. oryzae para producir shoyu o salsa de soja

(Moore-Landecker, 1996).

Algunos hongos sinTeTizan meTaboliTos secundarios denominados

micoToxinas. EsTas pueden causar sínTomas de Toxicidad y hasTa Ia muerTe,

cuando son ingeridas por animales y/o humanos a irave’s de alimenTos.

Las aflaToxinas son micoToxinas producidas por A. f/avus, A.

paras/fica: y A. nom/us. EnTre las numerosas aflaToxinas que se han

¡denTificado, las seis más comunes que se encuenTran en los alimenTos son: 81,

82, 61, Ga, M1 y M2. Las cuaTro primeras causan Toxicidad por ingesTión de

producTos conTaminados, en cambio las dos úlTimas son secre‘i'adas en la leche

de mamíferos que han ingerido alimenTos conTaminados. La afIaToxina 81 es

una de las susTancias naturales cancerígenas más po‘ren‘resque se conocen,

causando daños en el hígado en animales domésticos y experimenTaIes, así

como en el hombre (Pedelini (SiBongiovanni, 1994).

En A. f/avusy A. fama/v7"También se deTecTó la producción de ácido

ciclopiazónico (ACP) (Kobbe á Townsend, 1976). El ACP, por su parTe, causa

degeneración y necrosis del hígado, lesiones en el miocardio y efecTos

neuroTóxicos (Huang ef a/., 1994).

Como consecuencia, la presencia de estas Toxinas en los alimem‘os

cons‘riTuye un serio peligro para Ia salud humana y animal. Su esTabiIidad

frenTe a diversos agen‘res, TanTofísicos como químicos, se ha converTido en

una imporTanTe dificuITad para su eliminación de los alimenTos (SmiTh ¿l Moss,

1985).



Compatibilidad Vegelafiva... Introducción

Por lo TanTo, el conTrol del problema radica en prevenir la

con‘raminación. Los alimentos más frecuenTemenTe conTaminados son los de

origen vegeTal, enTre ellos algunos cereales y oleaginosas, como el maiz y el

maní (Cast, 1989; Diener, 1987; Kokalis-Burelle, 1997).

Es ¡mporTanTe desTacar que en muchos países, la canTidad de

afIaToxinas en los alimen‘rosse encuentran reguladas en niveles de parte por

billón (Egel ef a/., 1994). Lo que impac‘ra a nivel económico en los países

exporTadores, como es el caso de Ia ArgenTina, que deben con‘rrolar Ia calidad

de la maTeria prima.

Los aislamienTos de A. f/avus y A. parasiflcus presenTan gran

variabilidad respec‘ro del fipo y canTidad de aflaToxinas producidas (Horn &

Greenenl995; Vaamondeef a/,, 1995).

Las cepas de A. f/avus pueden producir aflaToxinas de Tipo 8,0 ACP,o

ambos, o ninguna (Pifi, 1993; Horn ¿l Greene, 1995; Vaamonde ef a/., 1995).

Sin embargo se han regisTrado casos en que También se deTecTó la producción

de aflaToxina G. SaiTo ef 0/. (1986) describen cepas que producen solo

afIaToxinas B o B y G (CoTTy,1989). También Klich y Pifi (1988) mencionan la

exisTencia de cepas producToras de aflaToxinas B y G. Sin embargo, como

posTeriormenTe una de dichas cepas fue de‘rerminada como perTenecien‘re a la

especie A. nom/us, esta información debe manejarse con cuidado. Blaney ef

a/. (1989) regisTraron en seis cepas la sínTesis simuITánea de aflaToxina 61 y

de ACP.

Las cepas de A. paras/f/cus, por o‘rro lado, pueden no producir

afIaToxinas o producir del Tipo B y G pero nunca ACP.

A. nOIn/l/s se describió como una especie nueva, comparando la

complementación de ADNmiT con respecTo a A. f/avus, así como pequeñas

diferencias morfológicas de los esclerocios y en la TemperaTurade

María Victoria Novas Página - 5



Compatibilidad VegeTa’riva...

mien‘ro(Kurszan ef a/., 1987). Su regis‘rro en Ia naTuraIeza es bajo y exhibe

el mismo paTrón de Toxinas que A. paras/ricas, pero morfológicamen're es

muy similar a A. f/avus (PiTT,1993).

Además de la producción de Toxinas, A. f/avus, A. paras/ficus y A.

nom/"us,han mosTrado una gran variabilidad en carac‘reres morfológicos, en‘rre

los que se pueden mencionar las dimensiones de las vesículas, el color de las

colonias y la formación de esclerocios (Horn ¿SiGreen, 1995; Egel ef a/., 1994).

En A. f/avus, se han uTiIizado las caracTerisTicas de los esclerocios

para disTinguir dos grupos de cepas. Las cepas “S” producen un gran número

de esclerocios pequeños (diámeTro menor a 400um) y gran canTidad de

afla‘roxinas. En las cepas consideradas como Típicas, los esclerocios

Tienen un,diáme‘rro mayor a 400um, los producen en menor canTidad que las

"S", y También es menor Ia producción de aflafoxinas (CoTTy,1989; Bayman á

InTroducción

CoTTy,1993; Garber á CoTTy,1997).

Tabla N°1: Comparación de caracTeres morfológicos y producción de Toxinas enTre
especies del grupo A. f/avusr
Especies Color de la colonia conidios AFPA afla B afla G ACP
A. f/avus Verde l/pr n ++ --(+?) ++

A. paras/ficus Verde oscuro r n ++ ++ __
A. nom/us Verde e n ++ ++ __

A. or'yzae CasTaño l/pr c -— -- (+)
A. fama/'17 Marrón oscuro r mo -— -_ ++

A, sojae Marrón pálido r n -- ——

Abrevia‘ruras: Conidios: l/pr: pared lisa a poco rugosa; r: definidamen‘re rugosa; e:
equinulada. AFPA: color del reverso de la colonia en agar de AspergI'l/US f/avus y A.
parasíf/‘cus (Pifi ef a/., 1983), n: anaranjado, c: crémea, mo: marrón oscuro; afla B:
afla‘roxina 81y BZ,afla G: aflafoxina 61 y 62; ACP: producción de ácido ciclopiazónico. (+):
en un esfudio 8 cepas de 16 dieron resul‘i‘ado positivo (OrTh, 1977, en Pifi’ á Hocking,
1985). Tabla modificada de Samson di Fri5val, 1991, en Samson ef a/., 1996. (+?): Son

25c05as las ci‘ras de producción de afla'roxinas G en A. f/avus(Sai1'o ef a/. 1986; Klich dz
Pifi', 1988; Blaney ef al. 1989).

Maria Vic‘roria Novas Página —6



Compatibilidad Vege‘rafiva... Introducción

b- Variabilidad y compatibilidad vegetativo:

La variabilidad infraespecífica en los hongos, no está resTringida a la

reproducción sexual. La heTerocariosis y Ia parasexualidad (recombinación

miTóTica)son dos procesos importantes en la variabilidad de la especie, en

parTicular en las formas anamórficas, que carecen de reproducción sexual

(Esser ¿i Kuenen, 1967, en VailIancourT ¿i Hanau, 1994).

Los organismos incluidos en la acTualidad en el Reino Fungi son

haploides. DuranTe la reproducción sexual, en la mayoría de los AscomyceTes

se produce la fusión de proTopIasTos (plasmogamia). Con excepción de las

levaduras y algunos pocos filamenTosos, es‘ra Tiene lugar enTre el ascogonio y

el aniericfio o espermacio, Io que permiTe el acercamienTo de los núcleos. Una

vez realizado esTe paso, se llevan a cabo la cariogamia y meiosis.

La fusión También puede ocurrir enTre esTrucTuras no relacionadas con

la reproducción sexual. Esto permiTe la migración de núcleos de un micelio a|

oTro. En esTe caso, Ia fusión de las hifas se denomina anasTomosis y,

dependiendo de la especie, da lugar o no a los procesos de reproducción

sexual

La presencia de dos o más Tipos de núcleos den‘rro del mismo micelio se

conoce como heTerocariosis. Si dos micelios genéTicamenTe compaTibles se

ponen en conTacToy ocurre anasTomosis, la migración de núcleos de un micelio

al otro, y su posTerior miTosis y migración, dan origen al heTerocarionTe

(Beadle á CoonradT, 1944; Fincham á Day, 1963; Puhalla ¿l Mayfield, 1974;

BurneTT, 1975, en Vaillancour‘r ¿i Hanau, 1994). Los heTerocarion‘res pueden

ser esTabIes o TransiTorios. En los esTables pueden o no Tener lugar los

evenTos conocidos como parasexualidad que dan como resulTado cepas

haploides recombinanTes. Aún cuando esTe proceso no ocurra, el

María Vic‘l'oriaNovas Página - 7



Compatibilidad Vegefcn‘iva... Introducción

rionTe Tiene venTajas adapTaTivas similares a la de un diploide, pero donde

Todos los genes de ambos núcleos pueden expresarse (Alexopoulus ef al.

1996).

TanTo Ia plasmogamia como Ia anasTomosis esTán conTroIadas por un

sisTema ge'nico complejo.

La reproducción sexual, en AscomyceTes heTeroTálicos, requiere de la

parTicipación de cepas genéTicamenTe diferenTes. El facTor de compaTibilidad

sexual ("maTing-Type") esTa' conTrolado por un locus (MAT) que especifica

para dos “ma‘ringTypes" alTernaTivos. El heTeroTalismo se denomina enTonces

bipolar. Dado que se impide la plasmogamia enTre cepas que presenTan el

mismo alelo del “maTing-Type", es un proceso que favorece la reproducción

cruzada (Alexopoulos ef a/., 1996).

La compaTibiIidad vegeTaTiva o somáTica esTá confrolada por una serie

de genes bi o mulTiale’licos en los loci denominados he‘r, vic, o VC. EsTe

proceso impide la fusión de micelios genéTicamenTe diferenTes, es decir de

aquellos que difieran en los alelos de los genes anTes mencionados (Fincham ¿t

Day, 1963; BurneTT, 1975; Mylyk, 1976, en VaillancourT á Hanau, 1994). En

algunas especies, como en Neuraspor'a crassa Shear á Dodge, los genes del

"maTing-‘rype" También confrolarían, en parTe, la compaTibilidad vegeTaTiva.

La incompaTibilidad es una barrera, no sólo a la libre fusión de hifas,

sino a Ia división y/o a la migración nuclear en el inferior de las hifas

(Fincham á Day, 1963; BurneTT,1975; Mylyk, 1976; Jacobson &Gordon, 1988;

Correll ef a/., 1987, Brooker ef a/., 1991, en Vaillancour‘l’á Hanau, 1994).

Nau‘ra ¿i HoeksTra (1994) usaron un modelo con el fin de esTudiar la

evolución de Ia incompaTibilidad vegeTaTiva en hongos asexuales. Proponen que

la selección esTaría acTuando a Través de mecanismos que proTegerían la

¡nTegridad génica del organismo, como ser la prevención de un conflicTo enTre

María Vici’oria Novas Página - 8



Compafibilidad Vegefafiva... Inlroducción

dos genomas nucleares diferenTes, y conTra la invasión de elemen‘ros

ciToplasmáficos como plasmidos, virus o miTocondrias.

Además de su significafiva imporTancia gene'Tica en la naTuraIeza, la

heTerocariosis puede ser uTilizada como herramienTa en el laboraTorio. En

Teoría, la observación de la formación o no del heTerocarionTe y sus

carac‘rerísTicas, puede ser uTilizada en “Tes‘rs”de complemenTación (Beadle &

CoonradT, 1944, en VaillancourT ¿i 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 mÍSmo grupo de compatibilidad

vegeTa‘riva o VCG(VaillancourT & Hanau, 1994).

En,especies asexuales o en especies sexuales que se reproducen

principalmenfe de forma asexual, los genes que gobiernan la compa‘ribilidad

vegeTaTiva y los que deTerminan caracTeres de Tipo fenoTipicos pueden

quedar ligados enTre si a Través del Tiempo evoluTivo. EsTo resul‘raría en VCGs

genéTicamenTe aislados con fenoTipos específicos (Correll, 1991; Croft á

Jinks,1977; Horn ef a/,, 1996).

El agrupamienTo de cepas en VCGs ha sido uTilizado por los

fifopaTólogos para idenTificar razas, formas especiales, rango de

hospedanfes y grupos de pa‘l'ogenicidad. Es‘ro se basa en la hipóTesis de que

las cepas denTro de alguna de esTas caTegorías se correlacionan con uno o

pocos VCGs.De esTa manera se puede caraci'erizar al paTógeno ubicóndolo en

un deTerminado VCG(Puhalla 1985; Correll ef a/.,1987; Ka‘raná KaTan, 1988;

KaTan ef a/., 1989).

La mayor parTe de los estudios de poblaciones de Pasa/"¡umLink fueron

realizados para poner a prueba esTe concep’ro (Puhalla, 1984; KaTan¿t KaTan,

1988; Jacabson á Gordon, 1988,1991: Fier ef a/., 1995; Ahn, 1998).
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Compatibilidad Vege'ia'liva... Infroducción

Los VCGs consTiTuyen una herramiem‘a úTil para determinar si los

aislamienTos de un deTerminado siTio son clones de un progeniTor común, o por

cuánTos grupos genéticamenTe diferenTes esTá compues’ra Ia población.

También se utilizan para deTerminar si las cepas que presenTan variaciones

morfológicas y/o fisiológicas inusuales Tienen un origen clonal.

En un esTudio sobre la esTruc‘rura de la población de Aspergillus

f/avus en un campo de algodón, se uTilizó la Técnica de VCGcomo indicador

de diversidad genéTica. Se idenTificó un gran número de VCGSdenTro del

campo, y e'sTos resul‘raron ser disTinTos a oTros idenTificados en un campo

cercano. También se regisTró que la disTribución de los VCGs cambia año a

año sugiriendo un Gl‘l’Oflujo gene’Tico denTro de la población (Glass (SiKuldau,

1992). _

Bayman (Si Cofiy (1993) caracTerizaron cepas de A. f/avus

perTenecienTes a 12 VCGs, aislados de diferenTes hOSpedanTes, según la

producción de aflafoxinas in viTro, morfología y polimorfismos de ADN. La

producción de aflaToxina B difirió significa‘rivamen‘re entre los VCGs. Los

grupos de especies formados medianTe análisis cladís‘ricos de polimorfismos

de ADN coincidieron con los VCGs.La diferenciación enTre cepas L y S, se

relacionó 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 iden‘rificar VCGs en una población de

A. f/avus de maíz, en Georgia (EEUU), se examinó su relación con Ia

morfología, producción de afla‘roxinas y de esclerocios, y no se enconTró un

paTrón de asociación. Por oTra parTe, Tampoco las cepas del mismo VCG

esTaban resTringidas a una misma área geográfica (Papa, 1986).
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Horn á Greene en 1995 aislaron, tanto de muestras de suelo como de

semillas, cepas de A. f/avus , A. parasíf/cusy A. fumar/1'de una plantación

de maní. Mediante un estudio de compatibilidad vegetativo determinaron que

la distribución de los VCGsde A. paras/f/cusy de A. fama/'17no era al azar,

probablemente como consecuencia del tipo de dispersión. Sugiriendo que cada

grupo representa, en algún grado, un único clon. Posteriormente trataron de

encontrar una asociación entre caracteres morfológicos y la producción de

aflatoxinas con respecto a los VCGShallados. Determinaron, en A. f/avus,

una correlación positiva entre la producción total de aflatoxinas y ACPcon

respecto a los VCGs(Horn ef a/., 1996). Es decir, dentro de cada grupo se

mantiene una correlación positiva en las cantidades de aflatoxinas y ACP

producidas por las cepas que lo integran. Esto contrastaba con estudios

previos que indicaban que no había correlación (Blaney ef a/., 1989), o una

correlación negativa (Huang e?“a/., 1994). También Se determinó que, si bien

todas las cepas producían esclerocios del tipo L, las diferencias de tamaño de

los esclerocios entre los VCGseran evidentes (Horn ef a/., 1996).

c- Control biológico asociado a la compatibilidad vegetativo:

Uno de los aspectos del control biológico de patógenos es la utilización

de especies competidoras diferentes a, la del patógeno, o cepas

hipovirulentas del mismo patógeno. En el último caso se requiere el

reconocimiento de la variabilidad genética de las poblaciones del patógeno y

la capacidad de la cepa hipovirulenta para diseminar el factor de

hipovirulencia en la población, por medio de la anastomosis de hifas. Esta

Maria Victoria Novas Página - 11



Compatibilidad Vege‘rafiva... Introducción

capacidad de anasTomosis va a esTar regulada por las caracTerisTicas de

compaTibilidad vege‘ra‘rivade las cepas inTervinienTes El ejemplo clásico es el

de Endafhia paras/fica (Murr.) And. También conocida como Cryphonecfr/b

paras/fica (Murr.) Barr, agenTe eTiológico del marchi’ramienTo del casTaño

(ChesnuT BlighT) (AnagnosTakis (SiKranz, 1987; Causin ef a/., 1995).

Si se preTende uTiIizar Técnicas de conTrol biológico de micoToxinas, se

debe planTear un análisis biológico similar. EsTos esTudios requieren de la

caracTerización rápida y eficien‘re, TanToen Ia selección de las cepas a ser

usadas como conTroIadores, como de las caracTerísTicas genéTicas de la

población en esTudio (Cofiy (SiBayman, 1993; Garber á CoTTy,1997).

a

d- Técnica de análisis de compatibilidad vegetativo:

En Aspergillus, la reacción de compaTibiIidad, que da como resulTado un

heTerocarionTe esTable, se deTermina medianTe el enfrenTamienTo de las

cepas en placas de PeTri. Debido a que la reacción es de difícil deTección

visual, se uTilizan muTanTes deficienTes en la asimilación de diferen‘res

fuenTes de niTrógeno (niT-). Es'ros muTanTes son seleccionados en un medio

con cloraTo como agente selecTivo donde se desarrollarán secTores de

crecimien‘ro rápido que podrán ser idenTificados y aislados (Papa, 1986;

Bayman ¿i Cofi'y, 1991b).

Se ha propuesTo que el cloraTo es Transformado por la niTraTo reducTasa

en un compuesTo Tóxico para la célula: cloriTo (Aberg, 1947, en Cove, 197óa). Sin

embargo, a Través de esTudios llevados a cabo en A. m'du/ans (Eidam) WinT, se

deTerminó que la acTividad caTalí’rica de la niTraTo reducTasa no esTari'a

involucrada en es’re proceso. ProbablemenTe Jugaria algún papel en la mediación
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de Ia 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 Todavía incierTo y puede diferir de organismo a organismo

(Correll ef a/., 1987). Cove (1976a) y Bayman ¿i CoTTy(1991b) han considerado

que:

o Las ce'luias capaces de reducir niTraToa niTriTogeneralmenTe reducen cioraTo

a cloriTo, el cual es Tóxico y las envenena.

o Las ce'iuias incapaces de reducir o asimilar niTraTo, no seran envenenadas por

el cloriTo.

Sin embargo, exisTen oTros criTerios con respecTo a la acción del

cloraTo. KIiTTich¿i Leslie (1988) en un esTudio sobre F. mon/'ll'far'me (Sheld)

emend. Snyd. á Hans, afirman que el medio no Tiene por qué ser el causanTe

de las muTaciones por sí mismo. PosTuIan que deben exisTir mecanismos

genéTicos que generen variabilidad, brindando a la población del paTógeno Ia

capacidad de adapTarse a presiones de seiección. Tal vez, el esTre's

ambienTaI, como el crecimienTo en un medio Tóxico, induzca ei movimienTo de

eiemenTos Transponibles, que causarían Ia elevada frecuencia de muTaciones

esponTáneas observadas en F. mom’lífor'me.

En Aspergillus los Tres Tipos de muTanTes niT- más 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 proTeína necesaria para la sínTesis de la niTraTo y la niTriTo

reducTasa. Los muTanTes en alguno de los varios loci cnx carecen de la

producción de un cofacTor porTador de molibdeno, necesario para Ia niTraTo

reducTasa y la xanTina dehidrogenasa (Bayman (SiCoTTy,1991b).

Las caracTerísTicas de los Tres Tipos de muTanTesse encuenTran resumidas en

la Tabia N°21
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Tabla N°2: Tipos de muTanTesniT-, sus funciones y su caracTerización.
Crecimiento en :

Locus Función NH4 N03 N02 HX

níaD Gen esTrucTuraI de Ia niTraTo + — + +
reducTasa

nirA Gen de via reguladora + - - +

Cnx
ABC

can Genes que conTrolan la producción
can de un cofacTor que conTiene + — +

molibdeno
cnxG

can

Modificado de KliTTichá Leslie (1988).
Referencias: en Todos los casos el medio de culTivoes Czapek-Dox con disTinTas fuenTes de
niTrógeno. HX: hipoxanTina, NH4: amonio, N03: niTraTo, N02: niTriTo.

Los Tres Tipos de muTanTes crecen con caracTerísTicas morfológicas de

Tipo salvaJ'e en NH4: micelio aéreo profuso, de crecimienTo rápido, color

caracTerísTico de la especie y producción de conidios. En N03 los muTanTes

desarrollan con caracTerísTicas parTiculares: micelio sumergido en el medio de

cuITivo, crecimienTo lenTo, hialino y con escasa o nula producción de conidios.

Al confronTarse los muTanTes de dos cepas incógniTas en medio de culTivo

que conTiene N03 como fuenTe de niTrógeno, las cepas compaTibIes formarán una

zona de crecimienTo de Tipo salvaje, capaz de asimilar el niTraTo, en la

inTersección de las dos colonias, donde ocurre la complemenTación debido a la

anasTomosis de hifas (Horn á Greene, 1995). Sin embargo, en el caso de ser

cepas incompaTibles, la fusión de hifas genera la muerTe de la célula

heTerocarióTica (Leslie, 1993), lo que se observa como una línea de rechazo en la

región de inTersección.
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Dado que las plantas de maní (Arach/s hypogaea L.) producen sus

frutos bajo tierra, e'stos estan en contacto con poblacionesde A. f/avusy A.

parasíficus. Bajo ciertas condiciones ambientales la semilla del maní es

susceptible a ser invadida por estas especies (Horn ¿i Greene, 1995). Dichos

hongos pueden colonizar las vainas y semillas y producir atlatoxinas antes o

después de la cosecha, durante el período de secado, transporte y

almacenaje (Pedelini ¿i Bongiovanni, 1994).

El maní es Ia cuarta semilla oleaginosa (su producción es prácticamente

igual a la del girasol) en orden de importancia en cuanto a la producción

mundial (Harvez, 1996).

El 99% de la producción argentina de maní se obtiene en Ia zona

central de la Provincia de Córdoba donde se concentra su cultivo,

comercialización, selección como maní confitería e industrialización. El

porcentaje restante proviene de las Provincias de Corrientes y Salta. La

superficie sembrada y el volumen cosechado muestran una significativa

variación anual, debido a la inestable rentabilidad del cultivo frente a otros

cultivos alternativos y a la elevada incidencia del clima en el rendimiento

(Pedelini á Casini, 1998).

A partir de 1975 con la introducción de cambios tecnológicos se originó

un rápido crecimiento en la productividad, con una tasa de crecimiento anual

de 30,5 Kg./ha/año y un rendimiento promedio de 1479 Kg/ha obtenido en los

últimos 16 años (Pedelini á Casini, 1998).

Las exportaciones tipo confitería rondaron en 1996 las 150.000

toneladas convirtiendo a la Argentina en el tercer exportador mundialdetrás

de China y EEUU. (Harvez, 1996).
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Es imporTanTedesTacar la Trascendencia que Tienen los desTinos fuera

del Mercosur, ya que el recurso comercial uTilizado para Tra'rar de bajar los

precios del "pelleT" del maní argentino por parTe de los compradores

europeos es la presencia de afIaToxinas (Pedelini á Casini, 1998).

AcTualmenTe la Comunidad Económica Europea (CEE) quiere esTablecer

límiTes ma's bajos de Tolerancia en cuanTo a la concenTración de aflaToxinas.

Para consumo humano en productos alimen‘ricios, los niveles máximos

admisibles de aflaToxinas propues‘ros (ug/Kg.) son:

Para la CEE 10 ug/Kg de aflaToxinas ToTales sin procesar y 4 ug/Kg de

aflaToxinas ToTales en producTos lisTos para el consumo. MienTras que para Ia

ArgenTina (Mercosur) el máximo de aflaToxinas ToTales es de 20 ug/Kg

(Anónimo,199ó).

En un Trabajo previo, en el laboraTorio de Microbiología de AlimenTos,

FCEyN, UBA, se obTuvieron aislamienTos de Asperg/Ylus spp. a parTir de

semillas de maní. EsTas muesTras provenían de diferenTes campos de la zona

manisera de la provincia de Córdoba. Un 25% de las cepas fueron

idenTificadas como A. paras/fl'cusy un 75‘70como A. f/avus.

PosTeriormenTe se deTerminó que las cepas de A. f/avus diferían en

cuanTo a la producción de Toxinas. EsTa variación abarcaba desde no

producToras a producToras de alguna, varias o Todas las Toxinas regisTradas

para la especie (Vaamonde ef a/., 1995).

DenTro de las cepas de A. f/avus, cuaTro con caracterís‘ricas

morfológicas consideradas denTro de Ia variabilidad de la especie (J. PiTT,

com. per.), presen‘raron un paTrón aTípico produciendo simulTáneamenTe

aflaToxinas de Tipo B, G y ACP. Este paTrón es dis‘rim‘o al que presenTa A.

f/avusy Tambiéndifiere del que presentan las especies A. paras/ficusy A.

nom/us.
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Según la capacidad de cada cepa de A. f/avus y A. parasifícus de

producir determinadas Toxinas, se definieron 4 caTegorías (Vaamonde, com.

pen):

Tabla N°3= CaracTerización de las cepas de A. f/avusy A. paras/ficus según la
producción simulTánea de diferem‘es Toxinas.

A



Compafibilidad Vegei'afiva... ObJeTivos

OBJETIVOS

o Realizar un estudio preliminar, medianTe la idenTificación de VCGs, de la

variabilidad genéTicade las cepas aisladas de muesTras de mani, de diferem‘es

localidades de la zona manisera de Ia provincia de Córdoba. En particular de

A. f/avus, la de mayor incidencia en el muesTreo.

o Corroborar que las cepas correspondienTes a las dos especies aisladas: A.

f/avus y A. paras/ricas, per‘renecen a dis‘rin‘ros VCGs, con el obJeTo de

asegurar Ia eficacia de la Técnica.

o Comprobar si exisTe correlación enTre VCGs y el paTrón de micoToxinas

producidas en A. f/avus y/o caracTerísTicas morfológicas parTiculares

(producción y Tamaño de los esclerocios). En parTicular de las cuaTro cepas

aTípicas, producToras en forma simulTanea de aflaToxinas By G y ACP.

o Comprobar si exisTen diferencias genéTicas enTre las cepas provenienTes de

diferen‘res sitios de muesTreo.

o Identificar el origen clonal o no de las diferenTes cepas aisladas, y

parTicularmen‘re de aquellas con paTrones diferenTes.
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HIPÓTESIS

o ExisTe correlación enTre los VCGs y las especies ( cepas de diferenTes

especies no son compatibles).

o ExisTe correlación enTre los VCGsy el paTrón de micoToxinas producidas por

A. f/avus de la región manisera Argen‘rina. En parTicular, las cepas aTípicas

que producen simulTáneamenTe afla‘roxinas B, G, y ACP,perTenecen a un mismo

VCGdiferenTe a los que ¡nTegran el resTo de ias cepas.

o No exisTen diferencias gene’Ticas en‘rre las cepas provenienTes de diferenTes

siTios de muestreo, en parTicuIar‘en la especie A. f/avus.
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MATERIALES y MÉTODOS

A. CEPAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO:

Se Trabajó con 29 cepas de A. f/avus y 8 de A. paras/ricm:

previamenTe aisladas de 32 muesTras de maní (Tabla N°5), proceden‘res de 19

localidades ubicadas en la zona manisera de la provincia de Córdoba (Figura

N°1).

El muesTreo fue realizado por personal de la EsTación Experimenfal

Regional Agropecuaria Manfredi (INTA). Las muesTras corresponden a la

cosecha 1993 y los aislamienTos se realizaron duranTe los dos meses

posTeriores a su recolección. Las cepas alsladas fueron esTudiadas

TaxonómicamenTe y en su capacidad Toxicoge’nica (Vaamonde ef a/. 1995).

Dado que la combinación de afIaToxinas denTro de A. f/avus presenTa

más variaciones que las es‘ripuladas en Ia Tabla N°3, la modificamos de Tal

manera que Todos las caTegorías quedaran represenTadas, según se indica en

la Tabla N°4. Las ca‘regorías IIb y IV esTán conformadas exclusivamenTe por

cepas de A. paras/fltus. El resTo de las cafegorías corresponden a A.

f/avus. Se desTaca la caTegoría Ib con un patrón de producción simulenea de

afIaToxinas B, G y ACP.

Tabla N°4:Camderizaciónde lascepasdeA. fiaus ydeA. müssean lapmducción
simufránea de diferenTes Toxinas.

Categoría Afla‘roxína B Aflafoxina G ACP
Ia +

IIb + +

III - - +

IV — -
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Tabla N°5: DaTosde las
Muestra AFLA ACP Esclerocios Localidad
M1N2

MZNI

MZNZ

M3N1

M3N1X

M4N1 . Las Perdices

MóNl . Río IV

10A . Manfredi
M10N3 . Charras

M11N1 . Villa del Rosario

M11le . lfilladeJRosa‘io

M11N3 . VilladelRosrrio

MIZN‘. Gral. Cabrera

M12N3 Gral. Cabrera
M14N1 . Las Perdices

M14N2 . Las Perdlces

M15N1 Carnerillo

M15N2 Carnerillo
M15N3 . Carnerillo

M21N3 -' Oliva

M22N3 . Manfredi
M25N1

M25N3
M29N1 . Villa A5casubi

M29N3 . Villa A5caSUbi

M32N1 . Ale

M34N2 . La Carlota

M35N1A . Ticino

M35NIB . Ticino

M36N1 . Mafor‘r‘ales

M36N2 . Mafor‘r‘ales

M38N1 . Colazo

M4ON1 . Oncafivo

Referencias: especies: A.f= A. f/avus, A.p: A. parasíficus. AFLA:producción de aflafoxinas.
ACP: producción de ácido ciclopiazónico. (Vaamonde com. pen).
Cafegor'ía: clasificación realizada en la Tabla N°4
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Figura N°1= Sitios de muestreo de la zona maníser‘ade Ia prov. de Córdoba.
Modificado de Vaamondeet a|.,1995
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B. ANÁLISIS DE COMPATIBILIDAD VEGETATIVA

1. AislamienTo de los posibles muTanTes:

ObTuvimos los muTanTes en cajas de PeTri con medio de culTivo

Dox (Cz-Dox) a las que se añadió 25g de cloraTo de poTasio, con pH no

ajusTado (Bayman ¿t CoTTy, 1991a). EsTe medio permiTe obTener la mayor

proporción de los disTinTos Tipos de muTanTes (Bayman á CoTTy,1991a).

Para esTe paso y Todos los posTeriores, uTilizamos cajas descarTables

de ó cm de diámeTro.

Cove (197ób) demosTró que la fuenTe de niTrógeno usada en el medio

con cloraTo, afecTa la frecuencia de los disTinTos Tipos de muTanTes en A,

"¡du/ans. 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 niTrógeno del

medio de culTivo. Usamos gluTamaTo en lugar del N03, el cual proporciona, en

aITa frecuencia, muTanTes del Tipo nirA (Bayman ¿1 CoTTy, 19910), que es,

JunTo con los muTanTes cnx los que se obTienen en menor frecuencia,

uTilizando el medio original.

Incubamos los cuITivos a 30°C en esTufa y oscuridad duranTe 10 a 15

días. Transcurrido dicho periodo, examinamos los márgenes de Ia colonia en

búsqueda de secTores de crecimienTo ra’pido que consisTieran en micelio

conformado por hifas separadas enTre si.

2. Selección 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 rápido. De esTe

modo se TraTóde aislar un único muTanTey de eviTar inTerferencias por
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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 provenían directamente del medio

selectivo en Cz-Dox con NH4., el que añadimos como tartrato de amonio en

una concentración 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. Clasificación de los mutantes:

A partir de colonias desarrolladas en cajas en medio de NH4,

transferimos pequeños fragmentos de micelio a cajas con medio Cz-Dox, que

contenían‘diferentes fuentes de nitrógeno nitrato, nitrito e hipoxantina.

Añadimos el nitrato y el nitrito como sales de sodio en una concentración de

0,3g/l y 0,7g/I respectivamente, y Ia hipoxantina en 0,1 g/I (Papa, 1986).

Las cajas se cultivaron por siete días de 25°C a 30:6 en oscuridad.

Clasificamos las colonias, según 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 nitrógeno era amonio.

4. Reconocimiento de los heterocariontes:

I. Estudio de autocompatibilidad:

Realizamos confrontaciones entre las diferentes clases de mutantes

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

Este procedimiento es esencial para corroborar la calidad de losmutantes
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obTenidos para cada cepa. Los muTanTesde una misma cepa deben producir el

heTerocarionTe cuando son enfrenTados.

Una vez que obTeníamos un nirA, el Tipo de muTanTe que aparecía en

menor frecuencia, para una cepa deTerminada, Io confronTamos con Todos los

niaD que habíamos seleccionado hasTa e'se momenTo. De esTa manera

elegiamos el par de muTanTe,para cada cepa, que mosTrara más claramenTe la

formación dei heTerocarionTe.

Para esTo, sembramos los pares muTanTesa Icm de disTancia, en cajas

con Cz-Dox, con N03 como fuenTe de niTrógeno, y las incubamos a 30°C. A

parTir de una semana de incubación, y por un periodo de 10 dias

aproximadamenTe, efecTuamos observaciones del Tipo de crecimienTo. La

compaTibiJidad se esTableció como una franja de crecimienTo de Tipo salvaje

en la zona de conTacTo, mienTras que la ¡ncompaTibiIidad como una franja de

rechazo en ia que no prospera ningún micelio en la misma zona.

II. EsTudio de la compaTibiiidad vegeTaTiva enTre ias disTinTas cepas y

esTabIecimienTo de los VCGs:

Se realizaron confronTaciones inTer e ¡nTraespecíficas para esTabIecer

los VCGs. Las confronTaciones se efecTuaron en Todas las combinaciones

posibles medianTe el procedimienTo mencionado en el punToanTerior.

ConfronTamos el par de muTanTeselegido para cada cepa conTra el par

de Todas las resTanTes. Las confronTaciones siempre se realizaron enTre dos

Tipos de muTanTes disTinTos en búsqueda de la complemenTación. Es decir,

confronTamos el niaD de una cepa conTra el nirA de ia oTra y el nirA de Ia

primera con el niaD de la segunda.
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Obtuvimos los resultados por duplicado. Las reacciones positivas, así

como las confusas fueron repetidas, por lo que en esos casos realizamos

Triplicados y cuadriplicados.

En función de los resul‘rados 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. MEDICIÓN DE LOS ESCLEROCIOS

Las cepas produc‘roras de esclerocios las sembramos en cajas de PeTri

con medio de culTivo Czapek-Dox (3 réplicas por cepa). La incubación se

realizó en oscuridad, duranTe 14 dias a 30°.

Separamos los esclerocios de! micelio mediani’e el raspado de la

superficie del culTivocon una espáTula y Tween 20 (100 uL/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 diámeTro de 30 esclerocios por cepa con Ia ayuda de una

lupa.

Para deTerminar si se TraTaban del Tipo S o L seguimos el criTerio

adopTado por CoTTy(1989), según el cual, las cepas que presenTaron algún

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

a- Obtención de los marcadores

1. Aislamiento de los posibles mutantes:

El desarrollo del micelio en el medio selecTivo es lento, sumergido y

hialino.

A parfir de 10 días de incubación en es‘rufa a 30°C, observamos en los

bordes de la colonia, secTores de crecimienio más rápido consisTenTes de

micelio sumergido formado por hifas separadas en‘rre si, con bajo grado de

esporulación. EsTo indica el posible desarrollo de un muTanTeniT.

La aparición de esTe Tipo de crecimienTo fue muy variable entre las

disTinTas cepas. Algunas necesiTaran más Tiempo de incubación, (vg. M11N2 y

MINZ).

La uTilización del gluTamaTo como fuenTe de niTrógeno al‘rernafiva en el

medio selectivo no mosTró resulTados positivos.

2. Clasificación de los mutantes:

Dado que he’rerocarionTes con mutaciones en el mismo locus no

muesTran crecimiento de Tipo salvaje, por lo menos se necesitan dos

muiani'es complemen‘rarios enfre si para cada cepa. De las 37 cepas que

u‘rilizamos, enTre las dos especies, en 5 (MINZ, M2N2, M4N1, M11N2,

M21N3) no se ob‘ruvíeron al menos dos Tipos de muTan‘res con el medio

uTiIizado. En Todos los casos el muTanTeque no se ob‘ruvo 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 eSporulación y a la formación de heterocariontes de clara

visualización.

Para que la observación del heterocarionte sea lo más clara posible, un

buen mutante prácticamente no debería formar conidios. Sin embargo, en los

casos en que la obtención de alguno de los tipos de mutantes era muydificil,

se usaron los mutantes con los que contábamos, como ocurrió, por ejemplo,

con el mutante nirA de la cepa M12N3, que esporula más de lo deSeado.

"o

b- Reconocimientode los heterocariontes

1. Estudio de autocompatibilidad

La formación del heterocarionte se observa como una franja de

crecimiento de tipo salvaje. Esta franja produce micelío aéreo, una gran

cantidad de conidios y, en ocasiones esderocios, cuando se trata de una

característica de las especies confrontadas (Figura N°2 -A—). La

incompatibilidad como una zona de contacto sin crecimiento de micelío

(Figura N°2 -B-).

En la mayoría de las cepas, no todos los mutantes aislados fueron

capaces de formar un heterocarionte cuando se los confrontó con otros nit

derivados de la misma cepa.

Todas las cepas de las que se pudo obtener como minimodos tipos de

mutantes resultaron autocompatibles, al menos entre dos de los pares de
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A B

F16. N°Z: Visualizacióndela compatibilidady Ia incompatibilidad.

Referencias: A: Cepas compatibles, se observa una franja de crecimiento Tiposalvaje
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 reiteró la experiencia para corroborar los

resultados, algunas de las confrontaciones resultaron negativas. Esto coincidió

con cambios fenotipicos en alguno de los dos mutantes, expresados como

aumento de la esporulación y del mícelio aéreo. No obstante, consideramos el

primer resultado como positivo.

2. Estudio de la compatibilidad vegetativo entre distintas cepas:

La formación o no del heterocarionte se determinó del mismomodo que

Se indica en el punto anterior.

Los resultados de las confrontaciones se muestran en la tabla N°ó. En

esta se indica el resultado final y no los tipos y números de mutantes que se

manejaron.

De las 26 cepas de A. f/avus utilizadas, 9 no mostraron compatibilidad

con otras cepas y 17 se agruparon con una o más.

De las ó cepas de A. parasíficus, 2 no mostraron compatibilidad con

las cepas restantes y 4 se agruparon de a pares.

Estudiando las cepas M12N1, MóNI, M38N3, M3N1X, M34N2 y

M15N1, observamos que dependiendo del par de mutantes utilizados, los

resultados fueron distintos. Por ejemplo, los mutantes níaD de las cepas

MóNl y M12N1 al confrontarlos con los nirA de las cepas M38N1, M29N1 y

M32N1 dan resultados positivos, mientras que los nirA de las cepas MóNl y

M12N1 confrontados con los níaDde las tres cepas restantes dan resultados

negativos (Tabla N°8). Resultados similares entre otras cepas se observan en

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

(+)Corr'esponde a la formación del he‘rer‘ocar‘ionTezn‘rr'e las cepas confrontadas.
(—--)Corresponde a la no formación del heterocar‘ion’re en‘rre las cepas confronfadas.



M29N1 | M29N3 | M25N1 | M25N3 | M3N]1 | M3NIX | MI4N1 | M14N2 35N2 35NIA | 35NIB | MI2NI 

 



M29N1 | M29N3 | M25N1 | M25N3 | M3N1 | M3NIX | MI4N1 | MI14N2 35N2 35NIA | 35NIB | MI2N1 
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Tabla N°7: Resulfodos de los confrontaciones entre las cepas M34N2, M35N1A,
M15N3 M11N1

"A"
MIINIX.

nír' + -—

nir + +

M15N3 nir'A + Y +

M11N1 nír'A

M11N1X nirA

.4.

+

Tabla N°82 ResuITodos de los confrom‘ocíones entre

M38N1, M29N1 y M32N1.

+

+

M34N2 níaD M35N1A "¡GD M15N3 níaD MIINI nioD M11N1XníuD

+

+

los cepas MóNl, M12N1,

VCG "B" MóNl nioD MIZNI níaD M38N1 nioD M29N1 nioD M32N1 nioD

MóNl nírA + + ——— ---

MIZNI nírA + + --— _--

M38N1 nirA + + + + +

M29N1 nirA . + + + + +

M32N1 nírA + + + + +
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Tabla N°9= Resultados de las confron'raciones enTr'e los cepas
M36N1y M3N1X.

VCG "C" M36N1 níoD M36N1 níoD2 M3N1X níaD

M36N1nírA + + V ‘+ .¿ Y,

M3N1X nírA --- -'.-

Tabla N°10= ResuHados de las confrontaciones entre las

ce as M38N3, M32N4 y M35N2.
VCG "E" M38N3 níoD M32N4 níaD M35N2 nioD

‘ M38N3 nírA + --

M32N4 nírA + + +

M35N2 nír‘A + + +

Tabla N°11= Resul‘rodos de los confron'rocíones enTre los

ce os M15N1y M15N2.
VCG "F" M15N1 níaD M15N1cnx M15N2 nioD

M15N1 nírA + +

M15N2 nírA + I + +
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Tomamos el resultado positivo como criterio de inclusión 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 confirmamos la inclusión de las cepas MóNI, M12N1,

M3N1X,y M15N1dentro de los grupos previamente asignados.

Entre las dos e5pecies se reconocieron 18 VCGs(Tabla N°12).

En ningúncaso las cepas de las dos especies estudiadas (A. f/avusy .4.

parasír/cus) quedaron comprendidas juntas en el mismoVCG.

Todas las cepas integrantes de un mismo VCGpertenecen a la misma

categoría, en cuanto a la combinación de toxinas que producen, y/o en cuanto

a la producción o no de esclerocios. La única excepción se observó en el VCG

A.

De las 4 cepas identificadas con características atipicas, 1 no generó,

al menos, 2 tipos de mutantes por lo que fue descartada del análisis. Las 3

restantes conformaron un VCGaislado (E).

El VCGA quedó compuesto por 5 cepas. De estas 4 correSponden a la

categoria III (producción de aflatoxina B),y una (M15N3)a la Ia (producción

de aflatoxina B y de ACP). Las 5 son no formadores de esclerocios y a

excepción de dos que provienen de Villadel Rosario, las restantes provienen

de diferentes localidades.

El VCG D quedó conformado por 2 cepas correspondientes a la

categoria III. Estas cepas son productoras de esclerocios y provienen de

diferentes sitios de muestreo.

Los VCGsB y C quedaron integrados por 5 y 2 cepas reSpectivamente.

Las cepas de ambos grupos pertenecen a la categoría Ia y son productoras de

esclerocios. Enambos casos las cepas provenían de diferentes localidades.
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Tabla N°12= Grupos de Corrpa‘hbilídadVegefafimy caracterísficas de las cepas que los integran.

vco ESPECIE CEPA N° CATEGORÍA IESCLEROCIOS LOCALIDAD

M35N1A III no Tlcino

M34N2 III no La Corlo‘l’a

A A. f/avus M15N3 Ia no Corneríllo

M11N1 III no Villadel Rosario

M11N1X III no Villa del Rosario

M12N1 Io si Gral. Cabrera

MÓNI Io si Río IV

B A. f/avus M32N1 Ia si Alejandro

M38N1 Ia sl Colazo

M29N1 Ia si Villa Ascasubi

C A. f/avus M36N1 Ia si MoTorr‘ales

M3N1X Ia si Gigena

D A. f/avus M22N3 III si Manfredi

M36N2 III si Maforrales

M32N4 Ib si Alejandro

E A. flan/s M38N3 Ib sl Colazo

' M35N2 Ib si nano

F Aparasíficus M15N1 IIb si Carneríllo

M15N2 IIb si Carnerillo

G A.pamsi‘l'ícus M3N1 IIb si Gigena

M12N3 IIb si Gral. Cabrera

H A. f/avus M2N1 Ia si Holmberg

I A. f/avus MIOA Ia si Manfredí

J A. f/avus M10N3 Ia si Chorras

K A. f/avus M11N3 Io si Villa del Rosario

L A. f/avus M14N1 Ia no Las Perdíces

M A. f/avus M14N2 Ia no Las Perdices

N ¿paras/fica: M25N1 IIb si Pampayagas‘ra

O A.paras/ricas M25N3 IIb si Pampayogasfc

P A. f/avus M29N3 IIa no VillaAscasubi

Q A. f/avus M35NIB III si Tlclno

R A. f/avus M4ON1 III si Oncal’ivo

Referencias: la cofegoría corresponde a la clasificación dada en la Tabla N°3.
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Los VCGsF y G, conformados por cepas de A. parasificus, se integran

con dos cepas de la categoría IIb (no producción de ACP)cada uno. Las 4

cepas son productoras de esclerocios. En este caso, las dos cepas del VCGF

provenían de la localidad de Carnerillo, mientras que las del VCG G

corresponden a dos localidades distintas, pero muy cercanas entre si y a la

localidad de Carnerillo (Figura N°1).

Los 12 VCGs restantes están compuestos por una cepa cada uno.

Corresponden a los grupos Ia, IIb y III.

Estudiamos la diversidad genética de las cepas de cada especie como el

cociente entre el número de VCGsdividido el número de cepas totales (Horn (Si

Greene, 1995). Las 26 cepas de A. f/avus se agruparon en 13 VCGspresentando

una diversidad de 0,5. Las ó cepas de A. paras/ricas se agruparon en 4 VCGs

exhibiendo una diversidad de 0,66.

Por lo general las cepas de A. f/avus, 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 incubación que

utilizamos, por consiguiente fueron descartadas del análisis. Los datos se

presentan en la Tabla N°13.
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Tabla N°13: Mediciones, rango y porceni’aje sobre 400pm de ios esclerocios

de ias cepas de A. f/avu5*.

CEPA N° MEDICIÓN (11m) RANGO (11m) PORCENTAJE
i 50 SOBRE 400 11m

M2N1 594 i 124,38 360-880 98,7
M3N1X 808 ¿r125,98 320-880 98,7

M8N1 388 ¿r85,28 240-600 83,3
104 818 i 129.98 400-800 100

M10N3 827,3 ¿r138,8 380-880 98,8

M11N3 454 ¿r117,88 280-800 88,8

M11N2 281,3 i 90,78 100-520 10

M12N1 398 1 97,48 240-760 80

M22N3 288 :77,48 120-440 13,3
M29N1 394,87 i 84,37 280-640 58,87
M32N1 893,33 i 172,38 320-1000 93,3
M32N4 372,87 i 51,78 280-480 40
M35NIB 840,8 i 131,5 360-840 100
M35N2 338,8 i 59,98 240-480 28,7
M36N1 885,3 ¿r139,32 280-760 100

M36N2 322 i 88,38 200-480 20
M38N1 545,3 1 108,54 280-680 98,87
M38N3 284 i 71, 07 120-440 13,3
M4ON1 289,33 i 89,95 160-400 10

Como criTerio se considera que la presencia, en una cepa, de un esclerocio de
400pm o más indica su perTenencía al grupo dei TipoL.
(*) 7 de las cepas consideradas como produc‘roras en esTudíos previos fueron
descarTadas porque no los formaron en las condiciones de incubación que
uTilízamos.
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Figura N°3

Morfología de los esclerocios de la cepa M12N1
Escola: I—I 10 mm= 234um.

Morfo|ogío de los es clerocios de la.¿epo MZNI
Escola: I—I 10mm= 152,3um.
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Figura N°4

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

Morfología de los es cIeÉociosdé la cepa M32N4
Escola: I—I 10mm= 1242,3um
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DISCUSIÓN

En ninguno de los VCGsconformados durante el estudio, las cepas de

A. f/avus y de A. parasificus quedaron comprendidas en el mismo grupo.

Esto concuerda con los resultados presentados por Horn á Greene (1995).

Estos autores plantean que, aunque las especies A. f/avus y A. paras/flaus

estarían estrechamente relacionadas con base en su complementariedad de

ADN (Kurtzman ef a/., 1986, 1987), la ausencia de CV entre ellas sugeriría

aislamiento genético.

Los resultados de este trabajo verifican la eficacia de la técnica de CV

y apoyan‘ la hipótesis de mantener a estos organismos como especies

independientes.

A Io largo del período en el que se desarrolló el trabajo, observamos

que algunos mutantes, elegidos como testigos para representar una cepa

determinada, readquirían los caracteres de la cepa salvaje. Consideramos que

estos cambios se deben a una reversión en la mutación.

La falta de complementación entre algunos mutantes derivados de la

misma cepa podría deberse a una mutación doble. Un argumento alternativo

es que la resistencia al clorato resultara de la inactivación general del

metabolismo del nitrógeno ma's que de una inactivación del mecanismo de la

asimilación del nitrato (Cove, 197óa; Cove, 1979).

Los resultados obtenidos con los mutantes nirA de las cepas M38N3

(Tabla N°10), M3N1X (Tabla N°9), M15N1(Tabla N°11) 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

MóNl y M12N1 (Tabla N°8), pertenecientes al VCGB, al ser confrontadas

con los niaDde 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

explicación sería que dichos mutantes portaran una doble mutación. Esto

concuerda con Katan ¿i Katan (1988), quienes obtuvieron resultados similares

en F. oxyspor'um Schlechtend.:Fr_

Gordon ¿i Okamoto (1991) observaron incompatibilidad entre cepas de

F. axyspor'um pertenecientes al mismo VCG. Según estos autores, Ia

necesidad del uso de mutantes, que nos permita Ia visualización del

heterocarionte, introduce Ia posibilidad de que resulten interacciones

negativas entre los marcadores utilizados, como consecuencia de mutaciones

que no complementan, aún cuando dichas cepas en su estado salvaje pudieran

ser compatibles Concluyen que una reacción negativa en una combinación 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 ef a/. (1991) obtuvieron cepas de Co/lefafm’chumCorda cuyos

mutantes eran incapaces de complementar con ninguno de los otros nit

derivados de la misma cepa. Algunosmutantes 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 prácticos. Primero la necesidad de desarrollar un "set"

de testigos para cada cepa, los cuales deben presentar un rango amplio de

compatibilidad. Segundo, se deberían 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 más de un muTanTe disponible, consideramos que disminuimos la

posibilidad de falsos negaTivos.

En varios Trabajos se observó la exisTencia de cepas

incompaTibles (Correll ef a/., 1987; Jacobson ¿l Gordon, 1988). EsTas cepas

dificulTan el análisis de una población dado que no pueden ser asignadas a

ningún VCG.Sin embargo, dichas cepas podrían 5er poTencialmenTe úTiles en

Técnicas de ADN recombinanTe o en Trabajos de conTrol biológico, cuando se

necesiTe que la cepa liberada sea incapaz de formar un heTerocarionTe con

oTra de la población (Brooker ef a/., 1991).

Si bJen conTamos con, al menos, dos Tipos de muTanTes en Ia mayoría de

las cepas, y en algunos casos Tres, 3 cepas de A. f/avusy 2 de A.

debieron ser descarTadas del análisis 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 ¿l Greene (1995) aislaron

al menos dos Tipos de muTanTesde Todas las cepas a excepción de dos de A.

fama/'17. Bayman & CoTTy (1991b) descarTaron 15 cepas de un ToTal de 105.

Fier ef a/. (1995) reconocieron 157 cepas a las que no pudieron asignar a

ningún VCGpor la carencia de muTanTes complemenTarios.

Según Correll ef 0/. (1987), los muTanTes que presenTan un escaso

crecimienTo en hipoxanTina, denominados cnx para las especies de

Aspergillus, son los TesTigos más confiables en esTudios de CVy sugieren el

aislamienTo de uno de esTos muTanTespara cada cepa como medio para eviTar

falsos negaTivos. Sin embargo, como ya señalamos anTeriormenTe, son

difíciles de obTener por esTa Técnica (KIiTTich¿i Leslie, 1988; Horn ¿i Greene,

1995).
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Estas observaciones coinciden con lo que concluimossobre 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 esporulación. Por otro, es el que

aislamos en menor proporción.

Horn ¿i Greene (1995) obtuvieron las siguientes frecuencias de cepas

que generaron mutantes del tipo cnx: A. f/avus óO°/o(n:83) y A. parasíf/cus

ó7°/o(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 número de mutantes de cada tipo obtenidos por

esta técnica es el siguiente: niaD >nirA >cnx.

Sin embargo, como el número 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 ¡os suyos.

Las 26 cepas de A. f/avus analizadas se agruparon en 13 VCGs.Estos

valores dan una diversidad de 0,5, la que concuerda con los siguientes

estudios realizados.

Horn ¿i Greene (1995) obtienen un valor de 0,56 para A. f/avusy Papa

(1986) identificó una diversidad de 0,69.

En un trabajo realizado durante los años 1987, 1988 y 1989, en un

campo de algodón Arizona (EE.UU.),se detectó que la diversidad de los VCGs,

durante el período en el cual se llevó a cabo el estudio, osciló entre 0,15 y

0,54 Bayman ¿i Cotty (1991b). De esta manera la diversidad también es

variable en una escala temporal.

La elevada diversidad presentada por A. f/avus, puede ser

consecuencia de la gran dispersión aérea que presenta dicha especie. Esto se
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sustenta sobre la consideración de A. f/avus como la especie dominante en la

infección de cultivos de frutos sobre tierra como el algodón y el maíz (Papa,

1986; Diener, 1987; Horn ¿i Green, 1995).

Horn ef a/. (1996) postulan que la alta diversidad de VCGsencontrada

en poblaciones de A. f/avus es similar a la diversidad identificada en cepas

no patogénicas del suelo correspondientes a F. oxysporum (Gordon ¿i

Okcmoto, 1991).

Por el contrario, muchas poblaciones de F. axysporum, patoge’nicas de

plantas, presentan una diversidad de VCGsrelativamente baja. Esto podría

ser el resultado de la ventaja selectiva de algunos VCGsen su especificidad

de hospedante (Bosland ¿SiWilliams, 1987; Larkin er a/., 1990), o con respecto

de algunacepa particular introducida de otra región (Katan ef a/., 1989; Pegg

ef a/., 1995).

Horn ef a/. (1996) postulan a través de la elevada diversidad

encontrada en A. f/avus, que ninguno de los VCGs estaría adaptado

selectivamente para invadir los cultivos bajo condiciones de campo. La mayor

presión de selección sobre esta especie podría ocurrir en respuesta a un gran

número de parámetros asociados con el saprofitismo en el suelo, más que en

respuesta a los requerimientos necesarios para una invasión al hospedante. El

alto grado de producción de esclerocios y de aflatoxinas, entre las cepas de

A. f/avus y A. parasíficus, sugeriría que estos caracteres podrían ser

selectivamente ventajosos bajo las condiciones del sudoeste de Georgia

(EEUU).

La diversidad de 0,66 para A. paras/ricm: puede considerarse como

elevada en comparación con la detectada por otros autores. Horn ¿i 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 número de cepas que nosotros y por Io tanto, los resultados no son

comparables.

Por otra parte, no fue objetivo de este traba Jo estudiar la diversidad

genética de A. paraSI'r/cus, 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 cuestión, se podría explicar como

consecuencia de su tipo de dispersión. A. parasiflcus es considerada como

una especie más adaptada al ambiente terrestre que A. f/avus , dado que se

lo encuentra preferentemente en semillas de mani, más que en cultivos sobre

tierra (Diener efa/. 1987).

Algo para tener en cuenta es que los valores de diversidad no son

consistentemente superiores para hongosque presentan reproducción sexual

en comparación con aquellos que no la presentan (Croft ¿i Jinks, 1977; Correll

ef a/_, 1986; Lamondia & Elmer, 1989). Aunque este hecho, en parte pudiera

ser consecuencia de diferentes tipos de muestreos entre los estudios,

sugeriría que las especies asexuales de hongos son sorprendentemente

diversas (Bayman &Cotty, 1991b).

La frecuencia de anastomosis de hifas entre cepas dependerá de la

diversidad de los VCGs en una región en particular (Horn di Greene, 1995).

Estos autores proponen que el gran número de VCGscorrespondientes a A.

flan/s, limitaría notablemente dicha anastomosis. En contraste, dada la

menor diversidad identificada en A. paras/ficus, sería más frecuente su

contacto.

La parasexualidad (recombinación mitótica), que requiere como

prerequisito la anastomosis de hifas seguida de la heterocariosis, ha sido

demostrada en A. f/avus y A. paras/ricas (Papa, 1973, 1978) sólo en

condiciones de laboratorio. El papel de estos procesos en la naturaleza

merece más investigación (Horn ¿iGreene, 1995).
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Comosurge de los resultados, todas las cepas integrantes de un mismo

VCG pertenecen a la misma categoria en cuanto a la combinación de

micotoxinas que producen y se correlaciona también con la producción o no de

esclerocios. La única excepción es la cepa M15N3 en el VCGA. Sin embargo,

la producción de una combinación de toxinas en particular, no siempre se

correlaciona con la producción de esclerocios, como ocurre entre los VCC-‘¡sA

y D y las cepas M15N3, M14N1 y M14N2. Así también como cepas que se

encuentran en VCGs comprendidos por una sola cepa (Tabla N°12). Papa

(1986), no encuentra aparente relación entre Ia producción 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 combinación 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 excepción del VCG E

conformado por las cepas atipicas.

Horn ef al. (1996) encontraron que A. f/avus y A. parasificus

mostraban diferencias significativas entre los VCGs con respecto a

morfología y producción de toxinas. La producción de aflatoxina total y el

ACP se correlacionaron positivamente en A. f/avus. También en A.

paras/ricas, Ia producción total de aflatoxinas y el ácido kójico se

correlacionaron positivamente. Estos autores plantean que las diferentes

asociaciones entre dichas micotoxinas presentadas en otros trabajos, pueden

deberse al número de cepas analizadas, las condiciones de cultivo, o a

caracteristicas de una poblaciónen particular.
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En nuestro estudio no cuantificamos la producción de las distintas

toxinas. Es por esto que no podemos establecer una relación directa entre

nuestros resultados y los de Horn er a/. (1996). Sin embargo, consideramos

interesante que en ambos, de alguna forma, se correlacionan la producción de

toxinas, la de esclerocios y los VCGs.

Con respecto a la presencia de cepas que se diferencien en alguna

característica de las cepas restantes comprendidas en el mismo VCG,como

es el caso de Ia M15N3 en el VCGA, Correll (1991) plantea que estas cepas

pudieron haber acumulado diferencias fenotípicas, por medio de mutaciones,

mientras mantenían la afiliación al mismo VCG.

A. f/avus comparte con A. paras/ficus y A. nomius la capacidad de

producir oflatoxinas (Kurtzman ef a/., 1987). La descripción de las

diferencias entre estas especies con reSpecto a la producción de toxinas,

está detallada en Ia introducción.

La comprensión de las relaciones entre las especies del grupo A.

f/avus es muy problemática debido a Ia considerable variación, tanto

morfológica como fisiológica, que exhiben los taxones que lo componen

(Kurtzman er a/., 1987).

Se han utilizado técnicas moleculares para clarificar las relaciones

entre las especies del grupo. Kurtzman ef a/. (1986), basándose en la

complementariedad del ADN, separaron A. oryzae, A. paras/ficus y A.

sojae comovariedades de A. f/avus.

En Ia descripción de la nueva especie A. nomius señalan que existe una

complementación del ADN entre A. ria/711215,A. f/avus y A. fama/'17 mayor

que la encontrada habitualmente entre especies . Esto sugeriría que los tres

taxones han evolucionado recientemente de un ancestro común(Kurtzman ef

a/. 1987).
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Sin embargo, los estudios enzimáticos llevados a cabo por Yamatoya ef

al. (en Egel ef al. 1994), como los de Moody (SiTyler (1990) sobre restricción

de ADN mitocondrial y genómico, no apoyan esta propuesta y están a favor

de la separación de A. parasificus, A. f/avus y A. nom/us como taxones

independientes.

Dentro de las poblaciones de Aspergillus, los VCGs pueden ser

considerados como series de clones derivados de un ancestro común que

luego se han dispersado y diferenciado (Croft di Jinks, 1977, en Horn er a/.

1996). Esta noción de clonalidad es sustentada por Ia asociación de

caracteres morfológicos y producción de toxinas en VCGsde A. f/avus, A.

parasíficus y A. fama/'17encontrada por Horn ef a/. (1996). Bayman¿t Cotty

(1993) usando la técnica de RAPDconfirmaron la estrecha relación entre

cepas de A. f/avus dentro de VCGS.Jacobson (SiGordon (1991) obtuvieron

resultados similares en F. oxysporum.

El tamaño y número de los esclerocios ha sido utilizado para distinguir

entre dos grupos de cepas dentro de la eSpecie A. f/avus, pudiéndose

diferenciar las cepas S y L (Cotty, 1989). Esta división fue luego sustentada

por un estudio genético de la CVy la aplicación de Ia técnica RAPD(Bayman ¿i

Cotty, 1993).

Las cepas L pueden producir sólo aflatoxinas B o, en su defecto no

producir aflatoxina. Las cepas S producen aflatoxinas en gran cantidad,

algunas sólo del tipo B y otras B y G (Cotty, 1989; Hesseltine ef a/., 1970:

Saito ef a/., 1986).

En 1970, tres cepas caracterizadas como S fueron colocadas en un

taxón sin nombre por Hesseltine ef al. (1970) (en Egel ef a/. 1994). Dos de

estas cepas fueron incorporadas en un análisis sobre las relaciones entre las

cepas del grupo A. f/avus. Estas fueron inferidas a partir de la variabilidad
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de los sitios de restricción en una porción del gen Taka-amilasa A. Los

resultados de un estudio fene'tico indicarian que las cepas S mencionadas

estarían tan estrechamente relacionadas tanto con A. f/avus como con A.

parasírícus. Los análisis de parsimonia de los sitios de restricción, sugirieron

que A. f/avus y A. paras/ricus habrían surgido de un ancestro común

compartido con A. norm’us,vía un intermediario S de A. f/avus (Egel er a/.

1994).

Cotty (1989) obtuvo resultados que concuerdan con los de Saito ef al.

(1986), según los cuales las cepas S producen las aflatoxinas en mayor

cantidad que las L.

Bayman ¿i Cotty (1993) estudiaron la distribución de los dos tipos de

cepas entre los VCGs.Todos los VCGsquedaron conformados por cepas del

mismo tipo con la excepción de uno solo. Por otro lado, Horn ef a/. (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 ef a/. (1996). Si bien se

observa, cualitativamente, una cierta relación del tamaño de los esclerocios

entre las cepas dentro del mismo VCG,debido a que el número de cepas

productoras es escaso para un análisis estadístico, no podemos establecer si

existe correlación o no entre estos caracteres. Además, a diferencia de lo

postulado por Cotty (1989), Hesseltine ef a/. (1970) y Saito ef a/. (1986) las

cepas atípicas, que según lo establecido (Cotty, 1989; Baymaná Cotty, 1993:

Garber (SiCotty, 1997) corresponderian al grupo L, producen aflatoxinas B Y

G.
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Lavariabilidadgeográfica observada entre las cepas integrantes de los

VCGsde A. f/avus, puede deberse a la capacidad de dispersión aérea que

presentan las especies consideradas. Bayman ¿i Cotty (1991b) encontraron

diferencias significativas en la distribución de los VCGsde año a año en un

campo de algodón en Arizona (EE. UU.) Postularon que dichos cambios podrían

ser consecuencia del influjo de los conidios dispersos por el aire.

Las cepas de A. paras/ricas, 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 más adaptada a Ia dispersión

terrestre que A. f/avus (Diener ef a/., 1987,en Horn ¿iGreene, 1995).

La inclusión de las tres cepas atípicas (M32N4, M35N2 y M38N3)

dentro del mismoVCG,nos sugiere que estarían estrechamente relacionadas

y se trataría 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 ef a/.

(1987) para describir como especie nueva a A. nom/'us , y la gran

correspondencia que se ha encontrado entre VCGs y ADN, podríamos

postular que las cepas atípicas de nuestro estudio conforman, o una variedad

dentro de A. f/avuso una nueva especie del grupo A. f/avus.
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CONCLUSIONES

ExisTe correlación enTre VCGsy las cepas correspondienTes a cada especie.

EsTo apoya la hipóTesis de manTener a es‘ros dos Taxones como especies

diferenTes.

Se comprueba una alTa variabilidad genética en la población de cepas aisladas,

sobre Todo en A. f/avus. EsTa variabilidad se expresó TanTo en el gran

número de VCGs,como en la producción de Toxinas y esclerocios.

Se comprueba una esTrecha correlación entre los VCGs idenTificados, la

producció‘n de afIaToxinas y de ACP, así como con la producción de

esclerocios.

Los VCGsde A. f/avus no esTán necesariamenTe resTringidos a cierTos sitios

geográficos o parcelas de culTivos.

I Las cuaTro cepas aTípicas por la producción simul‘ránea de aflaToxinas B, G y

ACP, conformaron un grupo aislado.

- Si bien Todavía es necesario esTudiar un mayor número de cepas y

complementar los resultados obTenidos con o'rras Técnicas, esTos apoyan Ia

hipóTesis de que las cepas aTípicas podrían conformar, como en el caso de A.

nom/us, una variedad o especie diferenTe denTro del grupo A. f/avus.
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Objefivos a alcanzar en la confinuación del esTudio:

- AumenTar el número de cepas uTilizadas en el esTudio.

I Realizar comparaciones con cepas aisladas de los oTros dos cenTros de

culTivo en ArgenTina: SalTa y Corrientes.

I CuanTificar la producción de Toxinas para esTablecer si exisTe alguna

relación enTre ésTa y el Tamañode los esclerocios, o algún oTro carácTer.

- UTilizar alguna Técnica molecular para corroborar las hipóTesis planTeadas.
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Compatibilidad Vegefafiva Anexo

ANEXO

Solución Czapek-Dox. La siguienTe fórmula fue adapTada por Dox (1910) de la

de Czapek (1902-1903).

Agua 1000 mi

Na N03 3 9'"

K2HPO4 1 gr"

M9504 7 HzO ..................................._ 0,5 gr

KCIo, 5 9r

FeSO4 0,01 gr

‘ Sacarosa 3o 9'"

Agar 15 9r

Los resTanTes medios uTiIizados en este esTudio fueron varianTes del

medio Czapek-Dox en los que se modificó Ia fuente de niTrógeno.

En cada uno de ellos NaN03 fue reemplazado por:

NONoz _____________________________________. 0,79/1

TarTr‘aTo de amonio _______________________n o 99/1

Hipoxanfina _____________________________________u O lg/I
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