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Caracterizacion fenotpica y molecular deAspergillusseccionFlavi.
Estudio de la genética poblaonal y capacidad toxigénica

de Aspergillus flavusde mani.

RESUMEN

Aspergillus flavuges uno de los principales produet® de aflatoxinas, carcinbgeno
de grado 1. La Argentina es un paggicola donde el cultivo de mamiréchis hypogaea
es uno de los mas rentablpsro también uno de los massseptibles de ser atacados por
Aspergillus El origen del mani cultivado prane de Argentina y Bolivia, donde se
encuentran distribuidas las especies natidelk género y sobre las cuales no existen
estudios sobre los hongos produetde micotoxinas asociados.

Por primera vez se ri un relevamiento despecies nativas dérachisy se
aislaronAspergillusde la secciorrlavi, comparando la diversidddngica de las especies
nativas y cultivadas.

Se estudio la estctura poblacional da. flavusde semillas de mani en base a la
técnica de compatibilidad vegetativa, potencial toxigénico y produccién de esclerocios de
tipo S o L.

Se llevd a cabo una revision de la secciélavi utilizando caracteristicas
morfologicas, filogenia molecular y perfil de produccion de extrolitos.

Los resultaron mostraron qeagisten diferencias en [@oporcion y especies de la
seccionFlavi asociados a las especiesAtachis Mas del 90% de&\. flavusprodujeron
aflatoxinas y cerca del 100%, acido ciclopiazénias cepas S pro@upn aflatoxinas tipo
B y G. El porcentaje de las cepas L es mas alto que el de las cepas S. La presencia de un
alto numero de VCGs con un solo aislamiento y el bajo numero de grupos de
compatibilidad vegetativa que incluyeron aislamientos de diferentes zonas agroecologicas
demostraron la alta@rsidad poblacional d&. flavusen nuestro pais. Cepas tipo Ly S de
A. flavus actian de diferente manera, presentiferencias morfologicas, perfil de
produccion de extrolitos y quedan agrupadas en diferentes clados.

Las especies nativas degachis podrian actuar como reservorios Aspergillus
seccion Flavi. El alto potencial toxigénico de las especies Aspergillusy la alta
diversidad genética dé. flavusson factores importantes cu se debe elegir y formular
medidas de control a aplicar en el campohkterogeneidad das poblaciones derivadas
de las semillas denani sugiere que las poblaciones Aleflavus se encuentran bajo
continuos cambios tempales y espaciales.

La seccionFlavi se cara@riza por la superposicion de caracteres entre los
miembros del grupo por lo cual el estudiaxondmico requierele la utilizacion de
diferentes disciplinas. Del aliss filogenético seconcluye que la hmlidad de producir
aflatoxinas fue perdida (0 ganada) varias vemeda evolucion de los integrantes de la
seccion. Se describen 2 nuevas especies.

Palabras clave Aspegillus flavus mani; compatibilidad vegetagy 3-tubulina; extrolitos;
seccionFlavi; Arachisnativas.
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Phenotipic and molecular characterization ofAspergillussectionFlavi.
Study of the population gené&c and toxigenic capability

of the Aspergillus flavusstrains from peanut.

ABSTRACT

Aspergillus flavusis one of the principal proders of aflatoxins, a class 1
carcinogen. Argentina is an aguitural country where peanuirachis hypogaeas one of
the best profitable but also one of tmest susceptible to be attacked Aspergillus The
origin of the cultivated peanut was in Argentina and Bolivia and until now does not exist
studies of micotoxin producers fungi assbed with the natural native speciesdoachis

For the first timeAspergillussectionFlavi strains were isolated from native species
of Arachisand a comparison of the fungal diversity between native and cultivated peanut
was made. The population structurefofflavusfrom stored peanut seeds was studied by
using vegetative compatibility toxigenic patial and L and Sclerotial production.

A taxonomic revision of the sectioRlavi was made, by using morphologic
characteristics, molecular phgeny and extrolite production.

The result shows differencés the proportion of sectioflavi species associated
with Arachisspecies. More than 90% of the flavusisolates were &toxin producers and
almost 100% of them produceatgpiazonic acid. The S straproduces aflatoxins type B
and G. The percentage of the L straimigher than S strairGenetic diversity ofA. flavus
in Argentina is elevated and was indicated by the presence of many single-isolate
vegetative compatibility groups as well asthg lower number of vegetative compatibility
groups that have membersaifferent agroecological zoneS.and L strains acts different,
they present different morphological characteristicstrodite production and are in
different clades.

The native species drachis could act as reservoirs éispergillussectionFlavi.

The elevated toxigenic potential of tlepergillusspecies strains isolated and the high
diversity stabilized foA. flavusare important factors for ¢happlication and development
of control measures in theefd. The heterogeneity in tipopulations derived from peanut
seeds at diverse locations in Argentina suggestsAthfldvuspopulations have undergone
spatial and temporal changes.

The SectiorFlavi is characterized by the superposition of characteristics between
their members, for this reason the taxonostimly requires the use of of different
disciplines. The phylogenetic study shows that the ability of aflatoxin production was lost
(or gained) several times during eviodm. Two new species were described.

Key words Aspergillus flavuspeanut; vegetative compatibilit3-tubulin; extrolite; section
Flavi; nativeArachis
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1. EL GENERO ASPERGILLUSY SUS ESPECIES
1.1 Importancia

Aspergillus se encuentra entre los géneramdicos mas reconocidos y mejor
estudiados. La primerdescripcion del génerdspergillusLink data de 1729, y fue
realizada por Michelen "Nova Plantarum Genera", peexrién a mediados del siglo XX
comenzO a ser reconocido como un agente@etn la sintesis de compuestos quimicos,
transformaciones biosintéticas y producciomiexdtica. Reconociéndesademas especies
del género importantes en @éterioro de alinr@os por ser produatas de metabolitos
secundarios toxicos (micotoxinas) (Pitt & Hocking, 1997).

Las especies de este género se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza
pudiéndose aislar de una gran variedad deratios. Muchas de ellas son xerdfilas, y
capaces de deteriorar alimentos que apemasden los limites seguros de humedad. Un
gran numero de especies estan también estrechamente relacionadas con alimentos humanos,
particularmente cereales nueces (Pitt & Hocking, 198585i bien algunas especies se
utilizan en la produccién de alimentos, por ejemplooryzae(Ahlburg) Cohn en la
manufactura de salsa de sojamayoria de las especies Adspergillusaparecen en los
alimentos como agentes de deterioro (Hocking, 1997).

La relacion entréAspergillusy el deterioro de alimentos ha sido establecido hace
tiempo; la era moderna de haicotoxicologia comenzd eh960 con la ocurreia de la
“Turkey X disease (enfermedad X de los pavos) en Réino Unido y el subsiguiente
descubrimiento de queA. flavus Link es altamente toxigénico. Las especies
micotoxigénicas mas importa® dentro del género sén flavusy A. parasiticusSpeare,
que producen aflatoxina#, ochraceuk. Wilh. (ocratoxina) yA. versicolor(Vuillemin)
Tiraboschi (esterigmatocistina) (ICMSF, 1996A. niger Tieghem una especie
ampliamente distribuida en feturaleza y utilizada para faoduccion industrial de acidos
organicos, como el acido citrico y enzimas como la amiloglucosidasa y antocianasa
(Wainwright, 1992), ha sido caracizada recientemente comamguctora de ocratoxina, al
igual que otras especies relacionadascarbonariugBainier) Thom) (Abarcat al, 2001)

(Tabla 1).
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Tabla 1. Principales micotoxias producidas por especies del gérespergillus

Micotoxinas Toxicidad Especies productoras
Aflatoxinas B y B,  Dafio agudo del higado, cirrosis, carinogénicas A. flavus, A. parasiticus, A.
G yG (higado), teratogénicas, inmunosupresivas nomius

Ac. ciclopiazoénico Degeneraciomgcrosis de varios érganos, A. flavus, A. tamarii

tremorgénico, baja toxicidad oral
Ocratoxina A Necrosis de rifion (especialmente en cerdos),  A. ochraceus, A. niger
teratogénica, inmunosupresiva, carcinogénica especies relacionadas
Esterigmatocistina Dafio agudo de higado y rifién, carcinogénica A. versicolor, Emericellapp.
(higado)

Fumitremorgenos

Territrems
Triptoquivalinas

Citocalasinas

Tremorgénicos (ratas y ratones)

Tremorgénicos (ratas y ratones)
Tremorgénicos

Citotoxicas

A. fumigatus

A. terreus
A. clavatus

A. clavatus

1.2 Diagnosis

Aspergilluses un género caracterizado, en téosigenerales, por la formacion de
conidiéforos con estipitedargos generalmente no sagbs y apices usualmente
ensanchados formando una veE@proximadamente esfériaayjnque en algunas especies
son mas elongadas y no tan conspicuamerganehadas, y llevanafides o métulas y
fialides en toda su superficie o en parte lthe (€ig. 1). Los conididdros y cabezuelas estan
originados a partir de una célula especializada denominada “célula pie” (Fig. 1). Los
conidios varian en color, tamafo y forfRaper & Fennell, 1965; Pitt & Hocking, 1997).
Los ascocarpos, son desconocidos en la naydeilas especies del género, sélo estan
presentes en aquellas especies queeptas reproduccion sexual y son del tipo
cleistotecioide. Los esclerocios se encuentegjularmente presentes en algunas especies,
usualmente globosos o subglobosos (Raper & Fennell).1965

Una rapida determinacion dmiembros de este génepuede ser obtenida por
examinacion a microscopio 6ptico tes condifidforos tipicos déspergillus una de las
caracteristicas mas utiles pdaaidentificacion taxonémica de especies del gé(eit &
Hocking, 1997).
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Figura 1. Esquema de las estructuras morfologicas caracteristicas del gépergillus

Vesicula

Estipite

Célula pie

T Y7

[}

—_—

1.3 Taxonomia

Aspergillus es un género anamorfico del grupo no taxondémico de los
Deuteromycetes. Cuando las especies delrgdaresentan reproduccién sexual se las ubica
dentro de los género€haetosartoryaSubramanian Emericella Berk, Eurotium Link,
Fennellia B.J. Wiley & E.G. Simmons HemicarpentelesK. Sarbhoy & Elphick
NeosartoryaMalloch & Cain PetromycedMalloch & Cain SclerocleistaSubramaniary
Warcupiella Subramanian. Estos estados teleomorficos se encuentran en la familia
TrichocomaceaeE. Fisch., del ordenEurotiales Mesch., perteneciente a@Phylum
AscomycotgAlexopouloset al.,1996).

Si bien existe un gran numero de géseteeomorficos (agsporicos) que tienen
estados conidiale8spergillus los Unicos de real importancia en alimentos son el género
xeréfilo Eurotium especies déleosartorya que producen ascosporas termorresistentes y
pueden causar deterioro en alimentos procesados por calor, y el Bémaioellg que
aungue no es muy comun en alimentos, ha sidadaisle una amplia vadad de sustratos,

entre ellos los cereales y derivados (Pitt & Hocking, 1985).
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La taxonomia mas ampliamente utilizadasido la de Rapey Fennell (1965). En
esta monografia se aceptaban 132 espeaubdivididas en 18 grupos basadas
principalmente en caracteriséis morfoldgicas y de cultivo. Samson (1979) realiz6 una
recopilacion de las especies y variedadesrtas posteriormentepn una revision critica
sobre la validez de losxXanes publicados, mientras qezakiewicz (1989) efectudé una
revision posterior basandose en la morfolatgalos conidios observados en microscopia
electrénica, describiendonas de 150 especies.

La sistematica actual dAspergillus se ha visto influidaenormemente por los
trabajos presentados en dos reuniones ciegsifiledicadas exclusivamente a los géneros
Penicillium Link y Aspergillus(Samson & Pitt, 1985; Samsén Pitt, 1990). En ellas se
realizaron importantes contridooes multidisciplinarias a leaxonomia del género, y en
especial se revisdé su nentlatura siguiendo las normdgl Codigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (ICBN). La monofieade Raper y Fenhle(1965) presentaba
serios problemas de adecuacién a dicha normativgue no se habia tenido en cuenta la
prioridad de los nombres mas antiguos 9§ laevas especies descriptas no estaban
tipificadas (Abarca, 2000).

Estos errores fueron corregidos por Samg Gams (1985) y Kozakiewicz (1989)
quienes tipificaron ynombraron correctamente a todas las especies. Ademas, la
clasificacion intragendéca en grupos no es aceptada por el ICBN, por lo que @als
(1985) reclasificaron el géneydo dividieron en 5 subgénerasada uno de los cuales esta
dividido a su vez en una 0 mas seccionesl@rapque se corrpsnden con los 18 grupos
descritos por Raper ennell (1965). Peterson (2000), basado en estudios filogéneticos y
secuencias de RNAbmsomal, redujo a 3 el numero dabgéneros, (Tabla 2) aunque
actualmente la clasfacion propuesta por Garesal.,(1985) es la aceptada por la mayoria
de los investigadores que estudian el gendspergillus (Varga et al., 2003). Una
taxonomia moderna de lasspecies mas comunes deapergillus incluyendo las de
importancia en alimentos, @sovista por Klich y Pitt988a), mientras que Vaget al.,
(2003) mostraron las relacionesvolutivas de especies despergillus productoras de
micotoxinas, orientado pringalmente a los grupos produas de ocratoxina (seccion

Circumdat) y aflatoxinas (seccioRlavi).(Tabla 3).
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1.4 La secciorFlavi

La seccionFlavi, cominmente conocida como “grupo flavus se encuentra
ubicada dentro del subgéneBircumdatij esté integrada por especies de gran importancia
econdmica que se caracterizan por la auseleastructuras depeoduccion sexual y por
presentar cabezuelas conidials tonos verdosos — amarites y esclerocios oscuros
(Peterson, 2000). Entre ellas pueden reconocer A: flavusLink, A. parasiticusSpeare,

A. tamarii Kita, A. pseudotamariito et al., A. caelatu8W Horn, A. nomiusKurtzman
Horn & Hesseltine A. bombycisPetersoret al., A. oryzagAhlburg) Cohn, yA. sojae
Sakaguchi & Yamada ex Murakami, entmgras (Tabla 3). Algunas especies son
productoras de toxinas importantes como las aflatexired acido ciclopiazonico.

La diversificacion de las especies de la seccibn hace muy dificultosa su
identificacion con los métodos morfolégicodigiolégicos convenanales, debido a que
las caracteristicas que las definen se encuenitgnsolapadas. Es por este motivo que en
la actualidd, al igual que en ais campos de la Micologia, se trata de efectuar estudios que
incluyan metodologias morfologicas, fisfmlicas, quimicas y genéticas. Uno de los
caracteres morfologicos mas importantes esrteamentacion de lpared del conidio, y
junto con caracteristicas fisiologicas tales como el crecimiento a diferentes temperaturas,
son los mas utilizados para realizar una rapida determinacién aproximada entre especies.
Pero para lograr una correcta determinaciomexsesario sumar analisis de extrolitos y
analisis moleculares como secuenciaciomlidéntos genes (Klich & Pitt, 1988a; lat. al
2001; Petersoat al.,2001).

Andlisis filogendéicos dela seccion, basados en lasisencias de las regiones
intergénicas (ITS), indican que esta seceentra formada por 3 principales cladds (
flavus, A. tamarily P. alliaceu$ que tienen correlacion con caracteristicas morfolégicas y
del sistema de las ubigquias (Tabla 3) (Rigét al., 2002). Los clado®\. flavus y A.
tamarii incluyen a las especies productorde micotoxinas congran importancia
econémica, a las que se deben sumar las especies gémbélasnbyciet al. yA. nomius
(Tabla 3).

El hecho de que lasspecieproductoras de aflatoxina&.(flavus A. parasiticusA.
nomius A. bombycisy A. pseudotaamrii) esténintegrando diferentesclados indica que la

habilidad deproducir aflatoxina fueperdida (0 ganada) veasreces durante la evolucion
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(Vargaet al.,2003). L hongos poductores deaflatoxinas son un saco de especies que

pertenecen aliferentes clados y én flavuslos aislami@tos toxigénicos como los no-

toxigénicos son parafiticos(incluyen una parte pero notados los descendientes de un

ancestro dam) dejando por ltantoincompleta la tstoria evolutiva (Cottyet al., 1994;
Tran-Dirh et al.,1999).
Entre las espeéis produoras de aflatxinas,A. flavus es una de las especies mas

comunmete implicada como agete causal de contaminacdn con aflatoxinas (Baynan &

Cotty, 1993 y es la egecie toxiggica dominante en mani (ldtllal, 1985 Horn et al.,

1994).

Tabla 2. Clasificaciondel géneroAspergillus teleomorfe asociados segun Ganet al.
(1985), y Peterson (® 0).

. Subgénero :
Seccion Gams et af SyNT— Teleomorfo asociado
Aspergillus Aspergillus Aspergillus Eurotium
Restricti Aspergillus Aspergillus -

Cervini Fumigati Aspergillus -

Terrei Nidulantes Aspergillus Fennellia
Flavipedes Circumdati Aspergillus Fennellia
Nigri Circumdati Aspergillus -

Circumdati Circumdati Asergillus Neopetroyces
Flavi Circumdati Aspergillus Petromyces
Cremei Circumdati Aspergillus Chaetosartorya
Candidi Circumdati Aspergillus -

Wentii Circumdati - -

Fumigati Fumigati Fumigati Neosartorya
Clavati Clavati Fumgati Neccarpenteles
Nidulantes Nidulantes Nilulantes Emericella
Versicolores Nidulantes - -

Usti Nidulantes - -

Sparsi Circumdati Nidulartes -

Ornati Ornati Nidulantes Sclerocleista
GrupoWacupiella Ornati GrupoWarcupiella ~ Warcupiella
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Tabla 3. Especies que integran la secciavi, de acuato a Vargaet al. (2003).

Especie deAspergillusy Petromyces Clado Capacidadtoxigénicd

. robustus
. leporis - -

. avenaceus - -

. lanosus "P. alliaceus" -

. alliaceus "P. alliaceus" -

. albertensis "P. alliaceus" -

bonbycis - AFB, AFG, acido kojico
nonius - AFB, AFG, acido kojico
oryzae "A. flavus" CPA, acido kojico
subolivaceus "A. flavus" -

flavus "A. flavus" AFB, CPA, acido kojico
thomii "A. flavus" -
terricolavar.americanus "A. flavus" -

parasiticus "A. flavus" AFB, AFG, acido kojico
toxicarius "A. flavus" AFB, AFG, acido kojico
sojae "A. flavus" acido kojico
caelatus "A. tamarii” acido kojico
pseudotamarii "A. tamarii" AFB, CPA, acido kojico
. coremiiformis "A. tamarii" -

. flavofurcatus "A. tamarii" -

. terricolavar.indica "A. tamarii" -

. terricola "A. tamarii" -

. tamarii "A. tamarii" CPA, acido kojico

>PP2P>2>P2>>2>2>>2>2>>2>0TV>>2> >

®AFB: aflatoxina tipo B; AFG: aflatxina tipo G; CPAZAcido ciclopiazonico.

1.5Aspergillus flavus

1.5.1 Descripcion y biologia

A. flavus presenta cabezuelas conidiales predominantemente metuladasode col
verde amarillento volviéndoseerde olivaceas a la madurdzos estipites generaémte
tienen una longitud entre 400 y 1@@0, incoloros, con pared rug®; vesiculas esféricas de
20 - 45um de diametro, fértil en el 75% de su superficie; métulas y fialides similares en
tamafio; conidios esféricos alsesféricos, usualmente de 3.5 wirbde diametro, con
paredes relativamente delgadas y finamergesas. Los aislamierg pueden crecer a 42°C
pero no a 5°C, siendo la temperatura Optieacrecimiento entre 35 - 37°C y la de
produccion de aflatoxinas 25°®erofilico, puede crecer dde 0.78 a 33°C siendo 0. @b |
actividad de agua Optima pasa crecimiento y produccion daflatoxinas. Teleontfo
desconocido (Singret al., 1991; Pitt & Hocking, 1997) (Fig. 2). Una caractersstic

importante déA. flavuses que presenta conidios multieados (2-3 nucleosop conidio)
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(Yuill, 1950), pudiendo conferirlenayor viabilidad y resistem a condiciones advsas
(Kazumotoet al.,2005).

Otra caracteristica importante dentro de la espediavus relacionada con la
capacidad de supervivencia y dispersion del hongo en el medio ambiente, es ladapacida
de producir esclerocios (Fig). Dentro de la variacion fenotipica encontrada para los
aislamientos de esta especie, se han padithblecer dos tipos de cepas. Las denominadas
cepas S son productoras de alfimero de pequefios escleradfg 400 um de diametro) y
generalmente producen grandes cantidadedatexhas (Cotty, 1989). Estos aislamientos
han sido referidos conettipicos (Sait@t al.,1986), también denominados comoflavus
var. parvisclerotigenu$aito & Tsuruta (Saito & Tsurutd993 y establecidos como
especiéA. parvisclerotigenugSaito & Tsuruta) Frisvad & Samson (Frisvetdal.,2005).

Las cepas L producen esclerocios grande¥)(>um de diametro) en bajo numero, y en
promedio menor concentraci de aflatoxinas (Saitt al.,1986; Cotty, 1989; Bayman &
Cotty, 1993). En Tailandia, Australia, Bani Argentina se han aislado cepas S
productoras de aflataxas tipo B o productoras de amlip®s de aflatoxinas (By G)
(Hesséine et al.,1970; Saitcet al.,1986; Blaneyet al.,1989 Cotty & Cardwell, 1999;
Vaamondeet al.,2003), mientras que en Estados Unidos solamentsitia reportadas
cepas S productoras de aflatas B (Cotty & Cardwell, 199%orn & Dorner, 1999).
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Figura 2. Colonia deA. flavus esclerocios, cabezuelas y conidios.

Estudios molecularegalizados con cepas Aeflavusde diversa procedencia
geogréfica (Geisest al.,1998;Tran-Dinhet al, 1999;Geiseret al.,2001) indican quéas
cepas S productoras de afktas de tipo By G y CPA forman un subgrupo que por sus

caracteristicas genéticas, morfolégicasoghbimicas deba ser pbkemente reconocido
como una nueva especie. Geiseal.(2001) sostienen laipétesis de qua. flavus como
esta definido en la actualidarepresenta un grupo pardiit®, con especies cripticas
(morfologcamente indistinguibles) incluyendo al menos dos grandes grupos de
aislamientos (I y Il) que muestran evidende una larga hstia de aislamiento
reproductivo.

Numerosas observaciones apolahipotesis de que éa flavusla produccion de
metabolitos secundarids, conidiogénesis y la formacid@te esclerocios estan intimamente
relacionados. Wicklow y Shotwell (1983) pdstuque probablaentelas aflatoxinas
tengan una funcioén correlacionattan los esclerocios y queb@sintesis de aflatoxinas y
morfogénesis de los esclerocios astderrelacionadas. Ademas, Adaetsl.,(1998)
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observaron que ciertos pasos de la regulacion de la agéidisis estan correlacionados
con la formacidn de esterigmatocystioanocido precursor das aflatoxinas.

Las especies de la secciBlavi mas similares morfolégicamentefa flavussonA.
parasiticusy A. nomius Este ultimo se describié conuma especie nueva, comparando la
complanentacion de ADNmit con respectofa flavus asi como pequias diferencias
morfoldgicas de los esclerocios y en la temperatura de crecimiento (Kueziari987).

Su registro en la naturaleza es bagxhibe el mismo patron de toxinas dueparasiticus
pero morfologicamente es muy simila@Aaflavus(Pitt, 1993).

A. flavus y A. parasiticus al igual que otras especies de la seccidon, estan
frecuentemente asociados gmoductos vegetaleparticularmente md, maiz, algodon y
nueces, cultivados en areas de clima tropicalbgrepical (Dienert al.,1987). El estrés
hidrico acompafiado por temperaturas elevadas durante el desarrollo de la semilla
promueve la invasion poA. flavusy subsecuente contaminacién de las semillas con
aflatoxinas (Hill,et al.,1983;Jone<t al.,1980;Klich et al.,1984).

El ciclo de vida deA. flavustiene como potencialesdntes de indculo primario a
los conidios desarrollados a partir de losl&®cios esporogénicos que permanecen en el
suelo como estructuras de resistenciaickl@w, 1983). Estos esclerocios que fueron
dispersados durante la cosecha permaneoeal suelo durante el invierno produciendo
conidiéforos y conidios en primavera. Los conidios saeminados por el aire y por
insecte hacia las partesoflales y hojas de los cultivos constituyendo una fuente de
indculo secundario (Fig.3) (Dienet al.,1987).

Los primeros estudios sobre la invasion de semillas susceptibkes flaws
indicaban que la infeccion principalmenteuoéa en la poscosecha, siendo los mas
afectados aquellos granos almacenados en condiciones inadecuadas de secado, pero
trabajos mas recientes establecen que la principal invasion se da en el campo antes de la
cosecha (Pitt & Hocking, 1997). En el manipghcipal modo de infeccién es a través de
semillas y legumbres daffi@s, aunque la infeccidon initipuede ocurrir a través del
ginéforo y en el ovario sin generar aparetta#io a los embriones (Wells & Kreutze, 1972;

Hill et al.,1983; Blankenshiget al.,1984;Xu et al.,2000).
La habilidal de A. flavus para crecer en un amplio rango de temperaturas de

almacenamiento y crecer a bajas actividades de agua hacen que resulte dificil de imaginar
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unacommodityen donde este hongo no sea capaeréeer si las condiciones durante la
precosecha, poscosecha y almacenamiento no son las adecuadas. Pero es esencial
diferenciar entre la posibilidade crecimiento y la de producir aflatoxinas, ya que la
contaminacion de los productasn aflatoxinas es la cauda de perdidas econdmicas

debido a los controles por su elevada toxicidad.

Figura 3. Diagrama de la infeccién pre-cosecha porflavusen algodén, maiz y mani
(Wicklow, 1983).

1.5.2 Toxinas

1.5.2.a Aflatoxinas

Las aflatoxinas son metdiios secundarios con undta actividad bioldgica,
producidos en la naturaleza sqor algunos miembros de la secciéiavi (A. flavus A.
parasiticus A. nomiusA. bombycis/ A. pseudotamarji Las cuatro aflatoxinas principales
producidas naturalmente son, B,, G; y G,. Las letras B y G se refieren a los colores
fluorescentes azublue) y verde ¢reen producidos por estos compuestos bajo la luz UV
en las placas de cromatografia delgada, mientras que los subindices 1 y 2 se refieren al
patrén de separacioén en las placas atograficas. Cuando las aflatoxinag BB, son
ingeridas por vacas lecheras, una proporciéalrdeledor del 1% es hidrolizada y excretada
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en leche como aflatoxinas ;My M,, que son compuestos aeenor toxicidad que las
moléculas predecesoras pero de gran importancia por el consumo de leche de vaca por
infantes. Debido a su alta toxicidad, en la mayoria de los paises se han establecido bajos
limites para aflatoxinas elimentos para humangsanimales (ICMSF, 1996).

Estructuralmente las aflatoxinasn derivados de las diatnocumarinas (Buchi &
Rae, 1969), contienen un nleleumarina fusionado a unfilmano y a una estructura
pentanona en el caso de lasat@ikinas B, que estd sustita por una lactona de seis
miemkros en las aflatoxinas G. Las aflatoxinag Wl M, son el producto metabdlico
hidroxilado de las By B, (Fig. 4). Las aflatoxinas son téxicas tanto en forma aguda como
cronica en animales y el hombre. Producetindes efectos, tales como dafio agudo en el
higado, cirrosis, induccién de tumores y tagatwesis. (Stoloff, 1977). Quizas la mayor
importancia de las aflatoxinas en la salud humanagsm®fectos inmunosupresores, ya sea
solas o en combinacion con otras micotoxifgger, 1991). Se haemostrado que la
aflatoxina B es el mas potente carcind6geno hepaticeagias especies animales. El cancer
de higado humano tiene uaha incidencia en Asia central y partes del sudeste de Asia, y
estudios en varios paises de Africa y Tailandia mostraron una correlacion entre el logaritmo
de la ingesta de aflatoxingsla ocurrencia de cancer tégado humano (van Rensburg,
1977). La carcinogenicidad en animales es da que debe realizse todo esfuerzo
posible para monitorear los niveles en alimentos humanos y para reducirlos lo mas posible.

La dntesis de aflatoxinas no tiene una funcion evidente en el crecimiento primario y
el metdolismo de los organismos, por loaties considerado un proceso secundario. Si
bien el rol bioldgico de las aflatoxinas Ensupervivencia ecoldgica del microorganismo
fungico aun hoy es motivo dmntroversia, se sugiere gtienen un valor adaptativ Se
incluyen hipdtesis de que laflatoxinas tienen comfuncion remover eéxceso de acetato
cuando el hongo crece en sustratos ricosuente de carbono, la proteccionl tengo
contra competidores o inges predadores y la promocién de lanfacién de conidios y
esclereios (Bu'Lock, 1965Drummond & Pinnock, 199@alvoet al.,2001;Wilkinson et
al., 2004).

El modo de accion, metabolismo y bidegis de las aftaxinas ha sido
extensamente estudiado. Las aflatoxinas gaducidas por una ruta biosintética comun

con la esterigmatocistina arfipde un precursor polic&éhico (Klich & Cleveland, 2000).
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Las aflatoxinas B se consideraron como precassde la biosintesis de las aflatoxinas G,
pero estudios recientes denrasbn que la formacion de ladabxinas G es independiente
de la brmacién de las B (Yabet al., 1999). Varias enzimas especificas asociadas con
conversiones de precursores en el caminbiakntesis han sido paalmente purificadas.
Estudios genéticos demostrargue la biosintesis de aflxinas es un proceso altamente
complejo gobernado por 23 genes agrupadosnrealuster en una regién de 75 kilobases
del ADN (Ehrlich et al., 2003). La regulacion de la tramgcion es controlada por una
proteina codificada por el gafiR. Los efectos de posicion cromosomal, asi como un gran
namero de otros genes regulasestan sujetos al control nutricional y ambiental €Yu
al., 2002).

El control de las aflatoxinas en maten@asnas generalmente sedaaen técnicas de
screeningque separan las nuecesargrs o senlis afectados. Emaiz, algodéon e higos la
examinacion se realiza bajo la luz U\quallas particulas que fluorecen pueden estar
contaminadas. Pero como el mani fluorece bajo la luz UV por si solo, la seleccidn se realiza
por maquinas electrénicas de seleccion por color que detectan manies deteriorados
(Pedelini & Casini, 1998).

Las aflatoxinas pueden sgrarcialmente destruidas povarios tratamientos
quimicos. El método quimico masaptico para la destruccion délatoxinas parece ser el
uso de gas de amonio anhidro a elevadasdemtyas y presiones, con un 95 al 98% de
reduccion en aflatoxinas totales (SmithMbss, 1985; Van Egmond, 1991). En materias
primas, el método mas efectivo dentrol, especialmente en miaes la prevencion de la
contaminacion de las plantas conagpe hongos aflatoxigénicos.

Las aflatoxinas son una das pocas micotoxinas cubias por la legislacién. En
varios paises se imponen limiesstatales sobre la cantidadafatoxinas que pueden estar
presentes en ciertos alimentos. El limite impuesto para los paises de occidente varia en
general entre 5 y 20g/kg para aflatoxina Ben varios alimentogara humanos, incluyendo
mani y derivados del mani, con cantidades variables en alimentos para animales, pero hasta
300 ug/kg permitido en alimentos para gdoavacuno y ovino en los Estados Unidos
(Gilbert, 1991). En la Argentina el limite immie para aflatoxinas en leche, granos y

derivados para conmo humano es de Qé&/l y 20 ug/kg respectivamente.
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Figura 4. Estructura quimica de las aflatoxinas.
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1.5.2.b Acido ciclopiazénico

El acido ciclopiazénico (CPAes un compuesto producido por varios hongos, su
potencial importancia como un contaminantatural de alimentos se evidencio en
productos agricolas que séiliman para la produccion delimentos fermentados. Los
hongos productores de CPA incluygnflavus, A. versplor, A. tamarij varias especies de
Penicilliumy A. oryzae Hay evidencias de que el CPRA estado involucdo, junto con las
aflatoxinas, en la enfermedad X de los paviagKey “X” disease)(Rao & Husain, 1985;
Cole, 1986Bradburnetal, 1994).

El CPA es un acido indoktramico, que forma compbs con iones metélicos
(Scott, 1992). Posee uffladicetona y ung-hidroxi a, B-cetona insaturada, con evidencia
de ser este ultimo grupo el responsable de sudad quelante (Fig. 5). Su rol en la salud
humana aun no ha sido dilucidado, un caso deig#oion en la India es el Unico dato

documentado de sus efectos en humanossintamatologia observada fueron nauseas y
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mareos (Rao &lusain, 1985). Sin embargo, la evidencia de su infiaezit enfermedades
animales es fuerte (Cole, 1986hd efectos bidigicos delCPA incluyen anorexia, diarrea,
pirexia, deshidratacion, pérdida de peso, atariaovilidad yespasmoal morir (Purchase,
1971;Dorneret al,1983;Nuehringet al, 1985;Culleret al, 1988).

Finalmente, como el CPA es producido por cepa&.davus también productoras
de aflatoxinas, debe considrse la posibilidad de uefecto sinérgico cuando ambas

micotoxnas son producidas en el mismo alimento.

Figura 5. Estructura quimica del &cido ciclopiazonico.

1.5.2.c Otras toxinas

A. flavus ademas de producir aflatoxinas y CPA, es capaz de producir otras
micotoxinas de menor importaac algunas de las cuales tienen propiedades antibioticas y
otras han sido clasificadas como compuestos toxicos. Las cepas diavus pueden
producir esterigmatocistina que es toxica eultivos celulares y tiene propiedades
carcinogénicas. Ademas, samapaces de producir fumigadinque puede actuar como
antibidico contra bacteriagOtras micotoxinas conocidason el acido aspergilico y el
aflatrem, que son compuestos toxiqgmara acaros (Sharma & Salunkhe, 1991).

El conocimiento del pél de produccion de estas adranicotoxinas por parte de
flavus contribuye al conocimiento de la especiegya de esta manesa puede identificar
correctamente a los hongos y ayudar a lagareddn de contaminacidelos alimentos. La
quimictaxonomia constituye unarn@mienta muy eficaz para identificacion de especies
fungicas y su control (Cole & Co4981; Sharma & Salunkhe, 1991; Friswdal.,2005).
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1.6 Prevencion deAspergillusy sus micotoxinas en los cultivos

La asociacibn entre contaminaciémeon micotoxinas Yy un inadecuado
almacenamiento de los granos sido reconocida desdade mucho tiempo. Sin embargo,
se ha demostrado gleecontaminacién con micotoxinas también es muy imporante durante
la pre-cosecha, y es por esta razon que laotue gran parte dedanvestigaciones estan
orientadas al control de micokinas en el campo (Clevelaatial.,2003).

El mantenimiento de buenas practicas culturales y de manejo que promuevan el
correcto desarrollo de los cultivos puede reducir, pero no eliminar, la contaminacion pre-
cosecha con micotoxinas. En mani, la irrigagpreviene la contamacion con aflatoxinas,
debido a que las plantas no estan sometidestras hidrico que induce la formacién de
estas micotoxinas. Sin embargo, no siempigostble llevar a cabo &s practicas debido a
los costos de produccion, localizacion geografica o la naturaleza del sistema de produccion
del cultivo. Por lo tanto es necesario inmpéntar nuevas estegfias para limitar la
contaminacion en el camporcaflatoxinas (Clevelanet al.,2003).

Una de las medidas de cortpuede ser a través de la ingoracion de resistencia
antifingica a los cultivos . Para maiz, eltouo donde mas ampliamentse ha estudiado
esta practica de control, la estrategia que ha ganado mas importancia es la de incrementar la
resistencia a la contaminacion de aflatoxinas a través de técnicas de mejoramiento genético,
como es la cruza de lineas resistentes con suscefiitesn et al., 1998).Otra practica
para prevenir la entrada de hongos aflajericos en los cultivos es controlando a los
insectos. Los insectos han sido implicadiecuentemente como vectores de hongos y
causantes de heridas quermiten su entrada al tejidegetal (Dowd, 1998). El control se
basa en nuevos insecticidasn diferentes formas de la@cion, plantas resistentes a
insectos y programas de manejo integrado (Clevedaal,2003).

Una de las estrategias mas importantes para reducir la contaminacion de los cultivos
con aflatoxinas es el control biolégide los hongos toxigénicos (Clevelagtdal., 2003).

Esta practica utiliza la aplicacion de cepas no productoras dexafkd (cepas
atoxigénicas) que por competeacexcluyen a las cepas productoras de aflatoxinass(cepa
toxigénicas) del ambiente agricola (Cott994). Esta técnica ha sido utilizadaferflavus

y A. parasiticusen maiz, algodén y mani, pero solameeesta aprobada como biopeisth
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para algodon (Browmet al., 1991; Dorneret al.,1992; Cotty, 1994Dorneret al., 1999;
Bock & Cotty, 1999). Otro ejemplo de control ldigico es el uso de levaduras aisadle
los cultivos donde conviven cén flavus capaces de inhibir suegimiento y la biositesis
de alfatoxinas (Huaet. al, 1999). La aplicacion de estaestrategias requerel
conocimiento previo de $acaracteristicas de las poblaciones autoctonad. déaws,

especialmente en relacion a su capacidad invasiva y su potencial toxigénico.

El conocimiento de la variabilidad genética y la estructura de las poblaciofes de
flavuspresentes en los cultivos esoude los esidios mas necesariosrpdograr un manejo
efectivo de la contaminacide los cultivos con hongos aflatoxigénicos y micotoxinas
(Bayman & Cotty, 1993; Horat al.,1996). Geiseet al. (1998) sugirieron que la
recombinacion tiene importantes implicasen las estrategias de control bioldgico,
particularmente engaiellas que involucran cepasxigenicas debido glotencial de
cruzamento entre las cepasties y las introducidas. El eslio de la compatibilidad
vegetativa puede ser de grmiportancia en este casoyae, basado enddarreras de
incompatibilidad vegetativa, el potencial para el intercambio genético puede ser mucho
mayor entre aislamientos pertenecientes a un mismo grupo de compatibilidad que entre

aislamientos de diferentes grupos.

2. COMPATIBILIAD VEGETATIVA
2.1Mating Typey Compatibilidad Vegetativa

En los Ascomycetes filamentosasating typey compatibilidad vegetativa (VC)
confieren reconocimigo del individuo y entre individuode una misma especie en las
fases sexual y vegetativa, respectivamente. La mayoria de los Ascomycetes filamentosos
son haploides y existen primariamente cantviduos con reproduccion vegetativa, pero
condiciones ambientales \atsaspueden desencadenar ebpan la reproduccidon sexual
(Glass & Kuldau, 1992). Durante la reprockion sexual, en la mayoria de los
Ascomycetes se produce la fusion de prasiols (plasmogamia). Con excepcion de las
levaduras y algunos pocos filamesos, ésta tiene lugar enédleascogonio y el anteridio o
espermacio, lo que permiteaercamiento de los nucleos. Urez realizado este paso, se

llevan a cabo la cariogamia y meiosis. La fusion también puede ocurrir entre estructuras no
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relacionadas con la reproduccion sexual. Esto permite la migracion de nudcleos de un
micelio al otro. En este caso, la fusion de las hifas se denomina anastomosis YV,
dependiendo de la especie, da lugam® a los procesos de reproduccion sexual
(Alexopouloset al.,1996).

La reproduccion sexual, en Ascomycetetefaalicos, requiere de la participacion
de cepas genéticamente diferentes. El factor de compatibilidad seatiay typeesta
controlado por un locusMAT) que especifica para dasating typesalternativos. El
heterotalismo se denomina entonces bipolar, dado que se impide la plasmogamia entre
cepas que presentan el mismo alelo mhelting-type es un proceso que favorece la
reproduccién cruzada y por lo tanto gendiversidad genética (Alexopoulesal.,1996).

En algunas especies, como aurospora crass&hear & Dodge, los genes drehting-
typetambién controlaria en parte, la VC.

La variabilidad intraespecifica en los hosgno esta restringida a la reproduccion
sexual. La heterocariosis y la parasexualidad (recombinacién mit6tica o0 somatica) son dos
procesos importantes en la variabilidad de la especie, en particular en las formas
anamorficas, que carecen aproduccion sexual (Glasst al.,2000).A. nidulansfue el
primer organismo en donde semostrd la existencia deiclo parasexual, donde la
recombnacion puede tener lugar sin la oemcia de reproduccion sexual (Pontecorvo,
1956).Estudios posteriores demostma que la recombinacion mitdtica Annigeres 100
veces mayor que el. nidulansy que enA. flavusel proceso de pasaxualidad también
esta presente (Lhoas, 196Fapa, 1973). Se conoce ademas queAemidulansla
recombinacién mitética es 500 veces menor lgueecombinacion meidtica, y que en la
naturaleza la mayoria deslaislamientos son haploglecon 0.01-0.1% de diploides
(Upshall, 1981). En un micelio en crecimients nucleos haploidese fusionan para
formar diploides vegetativos con una probabilidad de 6/10 y el ndcleo diploide continta
con una haploidizacién espontanea con prababilidad de 2/10 por mitosis (Kafer,
1961).

La presencia de dos o mas tipos de raxlkgentro del mismo micelio se conoce
como heterocariosis. Si dos micelios gezatiente compatibles se ponen en contacto y
ocurre anastomosis, la migracion de nucleos de un micelio al otro, y su posterior mitosis y

migracion, dan origen al heterocarionte (Be&ll€oonradt, 1944Fincham& Day, 1963;
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Puhalla& Mayfield, 1974; Glas& Kuldau, 1992). Los heterocarites pueden ser estables
o transitorios, en los estables puedemam tener lugar los eventos conocidos como
parasexalidad que dan comesultado cepas haploides redmnantes. Aun cuando este
proceso no ocurra, el heterocarionte tiene ventajas adaptativas similares a las de un
diploide, pero donde todos los genesat&bos nucleos puedexpresarse (Glast al.,
2000). El primer evento necesario para queelombinacién parasexual ocurra es la
fusion de dos nucleos diferest para producir el nucleopthide, luego en este nucleo
debe producirseroosing overen la mitosis y por ultimo haploidizacion por aneuploidia
(perdida gradual de cromosomas hastardatauracion del haplodie recombinante)
(Alexopouluset al.,1996; Hocaret al.,1993).

La formacion del heterocarionte esta redal@or sistemas genéticos alélicos y no
alélicos. Estos dos sistemas tienen en coquenla incompatibilidags elicitada cuando
existe una diferencia genética especifica entre dos cepas. Conceptualmente el sistema mas
simple es el alélico, en el cual cepas id&#tien un particular sdé locus, denominados
het o vic, son capaces de formar un heterocarionte estable, mientras que aquellas que
difieran en alguno de esos locus sorapaces de formar dheterocarionte. Las
interacciones no alélicas son aquellas en las cuales los alelos de un locus interactian con
alelos del segundo locus para bloguearfdanacién del heterocacionte estable. Las
especies del géneraspergillus estudiadas hasta el mom@ presentan una regulacion
alélica (Glass Kuldau, 1992} eslie, 1993) .

Estudios genéticos en Ascomycetiesnostraron que el nimero de lotet varia
entre 5 y 11, dependiendo de la especie, grsmientran distribuidos entre grupos de
ligamiento; enA. nidulansy A. flavusexisten 8 locus con multiples alelos que regulan la
VC y por lo tanto la forracion del heterocarionte, eh. flavuslos locushet estan
dispuestos en cinco grupos kigamiento (Papa, 1973; Gla&sKuldau, 1992). Los locus
het codifican para multiples productos, algumekacionados solamente con la VC y otros
involucrados ademas en arprocesos celulares (GlagsKaneko, 2003). EI mecanismo
molecular asociado con la rfoacion del heterocarionte sage que a partir de la
polimorfia de los alelos de los locuset se forman proteinadHET diferentes
estructuralmente que ingatuan y modifican productos controlando la VC (Sa&pe
Glass, 1997).
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La incompatibilidad vegetativa y la paexualidad han sidpropuestas, junto con
la clonalidad, como mecanismos para explicar el fendmeno de especiacién en organismos
con reproduccién asexual (Kohn, 2005). Clagate existe un componente clonal muy
fuerte en la historia evolutiva d&. flavus Sin embargo, la faltale concordancia de
genealgias entre diferentes genes puede ragzonablemente explicado solamente por
recombinacién entre estos locus (Geistml., 1998). Si bien hasta el momento no se
conoce coma\. flavusy otros hongos asexuales reconalninla diversidad genética puede
ser explicada por medio de parasexualjdatercambio meidticeen el pasado o la

presencia de un estado sexual no detectado (&¢igky1998; Vargeet al, 2003).

2.2 Pamasexualidad. Ventajas adaptativas

Inmediatamente despuésl descubrimiento de Ponteswor (1956), la utilidad del
ciclo parasexual en analisis genéticos fiigidamente reconocidapareciendo como una
alternativa a la recombinacién sexual. Este entusiasmo del rol del ciclo parasexual en
evolucion fue reemplazado por el escepticismo al informarse que la heterocariosis es un
proceso que rara vez ocurre lamaturaleza debido a quedaastomosis entre diferentes
micelios es regulada por la ocurrencia de incompatibilidad somatica 6Es2000).

La pregunta sobre si un organismo ha#otiene ventajas adaptativas sobre uno
diploide, y viceversa, ha sido tnm de diversos estudios téds y experimentales (Crow
& Kimura, 1965; Or& Otto, 1994; Perragt al.,1991; Paquir& Adams, 1983; Adam&
Hansche, 1974). Los modelos teds postulan que los efestéenotipicos de ntaciones
recesias estan enmascaradas parcialmente etiptsides. De esta manera el diploide se
ve favorecido a corto plazo en el caso deationes deletéreas, pero se ve desfavorecido
en el caso de mutaciones recesivas adaptativas. Los organismos haploides, por su parte,
pueden evolucionar pédamente debido a la inmetkh expresibn de mutaciones
adaptativas (al menos en poblaciones asexyaiesgmbargo un nucletiploide contiene
el dobke de ADN que uno haploide lo cual serg una tasa alta eeutaciones por nucleo,
dandouna ventaja cuando la cantidadmdetaciones es limitante de la adaptacion.

En un micelio fungico las mutaciones recesivas pueden acumularse en nucleos
vegetativos diploides y puedeegregar como recombinantes por procesos parasexuales.

Si muchas mutaciones recesivas interacttaa peoducir genotipoparticularmente bien
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adaptados, entonce, el ciclo parasexual puede ser mas eficiente que el ciclo sexual, en
donde la fase diploide es muy corta gqumiblemente muy poca seleccién puede tener
lugar.

Schoustra (2004) con su estudiobre la adaptacion de nidulansa ambientes
nuevos Yy su relacion con la parasexualidad permite dejar de lado el escepticismo sobre rol
de la parasexualidad en |psocesos evolutivos. Luego de estudio experimental de
adaptadn sobre 3000 generaciones mitéticas baploides isogénicos y cepas diploides
demostré que el ciclo parasekypromueve la adaptacionnaevos ambientes. Este autor
propone que el ciclo parasexymrmite al organismo explotgrextender la fase diploide
vegetativa, acumulando mutaciones recesivasdguante la subsiguiente haploidizacion

generardn recombinantes altamente competitivos.

2.3 Laheterocariosis en el ¢adio de hongos patogénicos

La utilizacion de la heterocariosis conm@rramienta de estudio de hongos se
efectla principalmente en estoslipoblaciones en los cuales/@ representa un marcador
polimorfico. Pero la VC también es utilizadamo modelo de auto-reconocimiento y entre
otros individuos, en la construccion de mapgnéticos, y agentes antifungicos (Leslie,
1996). De esta manera, ademas de su sigtiNficemportancia genétican la naturaleza, la
heterocariosis puede ser utilizada como herramienta en el laboratorio.

La mayoria de los estudios con V@iliman el modelo popuesto por Puhalla
(1985), donde se sugiere que la VC puede ser utilizadasphdavidir poblaciones entre
diferentes grupos de compalidlad vegetativa (VCGSs) y &ss subdivisiones pueden easta
correlaionadas con la patogieidad. Este modelo asuntwe el patégeno raramente
participa en eventos de recombiracgue pueden brindar un reorganizaaénos alelos
vic para dar nuevos fenotipos de VCG , gmds asume que un VCG es esencialmente un
clon. Los VCGs constituyen una herramienta Gtibpdeterminar si laislamientos de un
determinado sitio son clonég un progenitor comun, o0 por cuantospps genéticamente
diferentes estd compuestapablacion. También se utilizan readeterminar si las cepas
que preentan variaciones morfolégicas y/odisigicas inusuales tien un origen clonal.

En especies asexuales 0 en especiesalExgue se reproducen principalmente de

forma asexual, los genes que gobiernan la compatibilidad vegetativa y los que determinan
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caracteres de tipo fenotipicpgeden quedar ligados entreadravés del tiempo evolutivo.
Esto resultaria en VCGs geaitdmente aislados con feras especificos (Correll, 1991;
Croft & Jinks, 1977; Hormet al.,1996).

La técnica para utilizar la heterocariosis como herramienta de laboratorio se basa
en la observacion directa de la formacion o no del heterocarionte y sus caracteristicas en
testsde complementacién (Beadle & Coorttati944). Las cepas que son capaces de
formar un heterocarionte se denominan “vegetativamente compatibles”. Las cepas
vegetativamente compatiblesn otras se describen commembros de un mismo grupo
de compatibilidad vegetativa\dlCG (Vaillancourt& Hanau, 1994).

En la préctica, logests de formacion de heterocariontes usualmente utilizan
marcadres de auxotrofia o ge@gmentacion para facilitar ldeteccion visual de la colonia
heterocarionte y distinguirla da de sus componentes. técnica desarrollada por Cove
(1976a; 1976b) paraspergilluses relativamente simple y se basa en la utilizacion de
mutantes deficientes en la asimilacion de diferentes fuentes de nitrogi€noE(
establecimiento del hetararionte prototroficen condiciones en las cuales ninguno de los
dos componentes auxotroficpseden desarrollarse biemlica que dos cepas pertenecen
al mismo VCG (Leslie, 1993).

El agrupamiento de cepas en VCGs ha sido utilizado por los fitopatélogos para
identificar razas,formae specialesrango de hospedantesgyupos de patogenicidad.
(Pubhalla 1985Correll et al,1987;Katan & Katan, 1988; Katamt al., 1989). Fusarium
oxyspoum Schlechtend: Fr. es uno de los orgams donde la VC ha sido ampliamente
aplicada a nivel mundial, se ha logrado denanda fuerte correlabn entre patogenicidad
y VCG en muchaformae specialede esta especie y establecer linajes clonales a partir de
aislamientos de varias partes del glopdomogeneizar nomendats de VCGs de
manera conjunta entre distintos paises, lo que permite obtener un indice de diversidad
genética y monitorear la dindmica de las poblaes entre distintos paises a través de los
VCGs (Leslie, 1996; Koenigt al.,1997; Hiemstra& Guranowska, 2003).

Otro ejemplo clasico dalso de VC es el dendothia parasitica(Murr.) And.
también caocida comoCryphonectria parasitica(Murr.) Barr, agente etiolégico del

marchitamiento del castafi€ljesnut Blight el cual presenta cap hipovirulentas que a
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través de anastomosis de las hifas disemimariactor de hipovirdencia que debilita y
reducela virulencia de las cepas mas a&iyas, el reconocimiento de la variabilidad
genética de las poblaciones gatégeno y la capacidad des laepas para diseminar el
factor de hipovirulencia en la poblacion sonacteristicas extremadamie importantes en
el uso de la hipovirulencia comoobntrolador (Anagnostakis & Kranz, 1987ausinet
al., 1995).

2.4 Estudios de Compabilidad vegetativa enAspergillus flavus

En varias especies del génémspergilluslostestsde VC han sido clarificadores de
relaciones genéticas entmadividuos. El primer estudio déC de las poblaciones d&
flavus fue realizado por Papd986) e una poblacién dé. flavusde maiz. Bayman y
Cotty (1993) caracterizaron cepas Be flavus pertenecientes a 1¥2CGs, aislados de
diferentes hospedantes, seglam produccion de aflatoxinagn vitro, morfologia y
polimorfismos de ADNLa produccion de aflatoxina B difd significativamente entre los
VCGs. Los grupos de especiesniados mediante andlisisadisticos de polimorfismos de
ADN coincidieron con los VCGs. La difereacion entre cepas L y S, se relaciono tanto
con los VCGs como con los polimorfismids ADN. Todas las cepas S formaron un grupo
simple, aparentementerivado del L.

Horn y Greene (1995) aislaron, tanto de nmassde suelo como de semillas, cepas
de A. flavus , A. parasiticus y A. tamade una plantacion de mia Mediante un estudio
de compatibilidad vegetativa determinaron que la distribucion de los VCGA. de
parasiticusy de A. tamarii no era al azar, probablememimo consecuerg del tipo de
dispersién; sugiriendo que cada grupo espnta, en algun grado, un unico clon.
Posteriormente, se determind una asociacion entre caracteres morfologicos y la produccion
de aflatoxinas con respe@dos VCGs hallados (Hoet al.,1996).

En Argentina los estudios de VCtéas restringidos a las poblacionesAleflavus
en campos de mani de laopincia de Cérdoba. El primdrabajo donde se utilizé la
técnica de/C fue el realizado por NovasCabral (2002) donde sstablecieron 13 VCGs
a partirde 25 cepas da. flavusaisladas de semillas de mani. Otro estudio, también en la
provincia de Cordoba, pmitio establecer 56 VCGs para la poblaciorAdélavusde suelo

de areas cultivadas con mani (Barmtsal., 2005). Si bien la provina de Coérdoba es el
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nacleo de produccién de mani en nuestro pafseessario analizar la diversidad genética
de otras provincias donde seultiva mani, como también lograr obtener una
caracterizacion de todas las zonas agrogaié donde se produce esta leguminosa en
conjunto.

Los VCGs son un efectivo marcador multilocular particularmente util en la
caracterizacion de la tegctura poblacional dé\. flavus permitiendo una evaluacion
multigénica directa de una cualidad de impocia adaptativa dent de las poblaciones
fungicas (Leslie, 1996). Sin embarglms ardlisis de VC no son apropiados para
determinar si dos cepas m@arecen o no a la misma especie biologica o para evaluar
diferercias por encimalel nivel de especie (Leslie, 199fgra esto es necesario recurrir
por ejemplo a otras técnicas moleculares como la secuenciacién de genes altamente

conservados.

3. SISTEMATICA FILOGENETICA
3.1 Inferencia filogenética
La comprension de las esliones evolutivas entre los individuos constituye uno de
los puntos de partida park sistematica y la taxonda. Dichas relaciones son
representadas en un arbol jerarquico llamado cladograma. Un arbol es un algoritmo
matematico que setiliza para modelar las relacioneevolutivas de un grupo de
organisnos, inferidas, en ataso de los caracteres moleculares a partir de secuencias de
ADN, ARN o proteinas de cada uno de ellosréaresentacion grafiae un arbol consiste
en nodos conectados por ramas. Los naiwslas unidades tamdmicas operacionales
(OTUs, del ingleoperative taxonomic unity pueden ser tanto tamales como internos.
Los nodos terminales del arbopresentan las secuencias ateestro hipotéticos, de los
que obviamente no se tienen datos. El ancestro hipotétimmae las OTUs constituye la
raiz del arbol, aungque no sierapos datos disponibles peiten definirlo (Goloboff, 1998).
Existen dos grandes escuelas conceptualda sistematica. La escuela feneticista,
donde se construyen arboles con el mayomero de caracteres comparables posibles
estableciendo la afinidad de las OTUs (seda similitud general quéengan. En esta

metodologia los agrupamientos reflej@h parecido global entre las OTUs aunque,
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dependiendo del tipo de caracteyede su modo de evolucion, los arboles que resultan no
necesariamente representan las relaciones ewadutia otra corriente, la escuela cladista,
se propone construir arboles d&ase a las relaciones artceslescendiente entre los
organismos. El analisis cladista busca inferir la historia real a través de caracteristicas
particulares conocidas conmmasgos derivados compartidos (sinapomorfias). Existe una
fuerte discusién entre las corrientes fendtcig cladista. En ciertos casos la escuela
fenética es de mayor utilidad por su resmiocy numero de arboles, mientras que el
cladisno tiene bases légicas vy filosoficasas soélidas, presentando relativa objetividad
durante el proceso de reconstion filogenetica. La objetivatl es relativa, ya que no hay
un método Unico para la constciéon de cladogramas, por tpue el investigador debe
elegir cual usar, y en algunos casos, pueder lthieeencias en laopologia obtenid, segun

sea el mdtodo utilizado (Goloboff, 1998).

3.2 Caracteres molecularesrefilogenia

Cuando se estudian organismos muy relzaios entre si y la variabilidad de las
caracteristicas morfolégicas es escasestan sujetos a la influencia del ambiente y por ello
resultan no ser informativos, los datos ewnllares han aportadofanmacion directa del
genotipo permitiendo la caracterizaciénutheorganismo o grupos de organismos.

Una ventaja de los caracteres moleculares, que utilizan secuencias de proteinas o de
acidos nucleicos, es que puedemstruir filogenias de orgmos, independientemente de
la morfologia que presenten.

Existen varios factores a tener en cuesmtael momento de elegir un ronador
molecudar y la regién adecuada de la secuencia total de un gen para el analisis (Irwin
Wilson, 1991). La regién del marcador a semparada debe evolucionar a una tasa
apropiada para los tiempos de divergencia de las OTUs de interés, idealmente esto significa
gue debe proveer diferensiasuficientes para difereac los taxones en grupos
monofiléticos (grupo provenientge un Unico ancestro comin mas su ancestro). El gen
utilizado como marcador debe presentarse idealmente como una copia Unica o al menos
debe evolucionar e¢oo tal. Elgen debe tener laisma funcion en todos los taxones.

Cuando se trabaja con filogenias molemsa nunca debemos olvidar el hecho de

gue cuando construimos filogenias coecuencias génicas estamos construyendo
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estrictanente la filogeniadel gen analizado y no implicque se esté reconstruyendo
necesariamente la filogenia de las especies que portan ese gen. La expectativa de la
sistematica molecular es que la filogenidategenes concuerde clande los organisps.

3.3 Alineamiento

Al igual que en otros tipos de caracteitasasignacion de homologias en los datos
de secuencias de ADN es aapara el analisis filogetiéo. Se definen como estados
homologos a aquellos que se originang@péticamente unos de otros preexistentes.

Cuando se analizan secuencias de ADN, los caracteres sonitiegnessa lo largo
de dichas secuencias. Lagados en aquellasauencias que no difieren en el largo son las
bases Aenina, Timina, Citosina o Guanina. Antes del alineamiento de secuencias con
distinto largo, no hay hipétesis de homolog&a cada posicion nucleotidica. El punto
critico de este proceso es la insercion de segmegaps,(de forma tal de recuperar las
homologias entre los nucleétidos, ya queste paso falla, se producird una asignaciéon
incorrecta de homologias.

Por todo lo expuesto, el alineamientoauespaso critico, porque provee las hipotesis
de homologia provisorias para cada estadoageter. El rigor en los analisis subsiguientes
no tenda sentido si la homologia inicial es incorrectamente inferida. Distintos programas
han sido desarrollados paraitav el alineamiento manual de las secuencias, y en

consecuencia disminuir el glase subjetividad (Doyl@ Davis, 1998).

3.4 Méodos de reconstruccion filogenética

Una vez obtenidas las secuencias nuclazatfdde los genes en estudio, es necesario
extraer e interpretar esa informacion evolutiva contenida en las mismas. Para ello se han
desarrollado métodos analiticos basados en estadisticokemue tienen en cuenta los
mecanismos de evolucion y las propiedades bioldgicas de las moléculas en estudio.

Estos métodos de inferendidogenética dan como selltado un arbol que es una
represatacion grafica de las relaciones entre faxones usados pamsodelar la historia
evolutiva del grupo en estudio. Un arbol detesen nodos que conectan ramas. Los nodos

terminales (OTUSs) representan secuenciaggaresmos para los que contamos con datos,
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mientras que los nodos internepresentan OTUs o ancestiipotéticos. El ancestro de
todos los OTUs es la raiz del arbol (Fig. 6).

Los cladogramas pueden tener 0 no raiz:dia otorga direccionalidad y da idea de
relaciones de ancestralidad entre las OTUg Baraizar un arbol es necesario introducir
en el analisis un grupo exterrmufgroup que debe estar relaciawafilogenéticamente con
los taxones del grupo de estudhaber divergido temprananie y tener una divergencia
mayor con cualquiera de los miemete estudio que ellos entre si.

La inferencia filogenéticaonstituye la base de ldasificacion ya que permite
agrupar los organismos por paesto Y reflejar su historia evolutiva. El cladismo toma en
cuenta grupos monofiléticos o clados. ghupo monofilético incluye a un ancestro y a
todos sus descendientamientas que si se excluye a aigdescendiente o al ancestro
queda onstituido ungrupo parafilético.

Existen varios métodos dieferencia molecular, losas utilizados actualmente son
neighbour-joining (NJ), maxima parsimor(iP) y maxima verosimilitud (MV). Los dos
primeros han sido disefiados para caracteres moleculares y morfolégicos y el ultimo sélo
para datos moleculares.

Cuando contamos con un numegrequefio de secuencias encontrar un arbol éptimo
mediante el estudio de todos los arbolesibjhes es una tarea rsglla. A este tipo de
busqueda se la llama exhtéus. Sin embargo, en la mayor parte de los estudios
generalmente se analizan por encima de 10 secuenciasegesario emplear métodos de
busqueda heuristicos (Swofford,1998ih este caso se analizan subconjuntos de los arboles
posibles, esperando encontrar en ese spbgal arbol 6ptimo. El costo que tiene ese
método es que no se puede asegurar lanolitn del arbol con el menor nimero de
cambios posibles (Hillist al.,1996).



40

Figura 6. Esquema de un arbokys partes asociadas.
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3.5 Cangruencia y calidad de datosBootstrap

La congruencia es la concordancia entre las filogenias estimadas a partir de distintos
caracteres. Si para los diferentes conjuntos de datos obtenemos arboles similares, esto nos
proporciona confidencialidad, ypue estarian reflejando la misma historia evolutiva (Page
& Holmes, 1998).

En las filogenias moleculares el objetivo es encontrar el “Gnico arbol verdadero”
para un conjunto de secuencias. A medidaaueenta la cantidad de arboles obtenidos,
menor es la precisibn que obtenemos pardicaxplos datos. Por lo tanto es necesario
contar con alguna indicacion timites de confianzgara las filogeniagstimadas. Uno de
los métodos mas utilizados paestudiar si las topologiade los arboles obtenidos
respaldan los datos es denomindmmtstrap (Felsenstein, 1985aEste método puede
aplicarse a filogenias ya que genera psetglmas (remuestreos). partir de los datos
originales, se elimina al azar un caracter ggalica al azar otro cacter y se construye un
arbol, este proceso se repite de 100080 veces dando como resultado un conjunto de
arboles déootstrapque contiene la informacion de legores de muestreo asociados con
nuestra muestra. Para un numailto de secuencias el numero de frecuencias de un arbol se
generan en un arbol consenso. Cada nodelaonsenso llevara asociado un valor de
bootstrap que es el porcentaje de veces que rsdo esta representado es hArboles
obtenidbs a partir de las pseudoréplica$nh nodo que no se vio afectado en las 1000
topologias derivadas das pseudoréplicas aparecera en tddesarboles y se le asignara
un 100% de valor deootstrap



41

3.6 Empleo de filogenia molecular paa el estudio de especies despergillus

El estudio de las relaciones eviblas entre especies del généwspergillusse ha
enfocado mayoritariamente en aquellas eggeecondmicamente importantes, ya sea por
producir micotoxinas o por su lagacion en la industria. Varget al. (2003) utilizaron la
secuenciacion parcial de losngs de R-tubulina y de lalsunidad 26S del ARN ribosomal
para evaluar las relaciones fjenéticas entre especies prddugs de micotoxinas de las
seccioneLircumdati, Flavi, Nigrj Fumigatiy Clavati, o cual les permitié concluir que la
habilidad de producir micotoxinas una habilidad que fue perdida (o ganada) varias veces
durantela evolucién del género. Dentro de la secditavi, los trabajos de filogenia mas
representativos son los de Geiseal. (1998; 2001) ya que peaitieron el establecimiento
de dos grupos (grupo | y IlI) dentro de flavus correlacionados con la produccion de
aflatoxinas y esclerocios; ademagmiieron establecer la relacion entte flavusy A.
oryzae

Los estudios filogenéticos moleculares tsido aplicados como herramienta para el
establecimiento de nuevas especigdrdedel género. Para la secci@avi, las especies.
nomius A. pseudotamarjiy A. bombycishan sido descriptas bass mayoritariamente en
datos moleculares (Kurtzmat al.,1987; Itoet al.,2001; Petersoat al.,2001).

Todos los estudios de filogenia molecularigalal que la mayoria de los trabajos en
Aspergillus hansido realizados en el hemisferio Noxt dentro del hemisferio Sur, sélo en

Austrdia. Para América del Sur y Argéna es poco lo que se conoce.

4. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO DE ASPERGILLUS SECCION FLAVI EN LA
ARGENTINA

En la Argentina se han llevada cabo varios estudios sobfe flavusy A.
parasiicus provenientes de s#llas de mani cultimdo, maiz o suelo, con el objeto de
caracterizar morfoldgica, toxigénica y genétieate a las poblaciones presentes en nuestro
pais (Vaamond& Varvsavsky, 1979Yaamondeet al.,1995; Resnilet al.,1996; Nesci&
Etcheverry, 2002; Novag& Cabral, 2002; Barro®t al., 2003). Con respecto a otras
especies de la seccibtavi, no hay registros de estudio en nuestro pais.
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La provincia de Cordoba éuuno de los primeros lugaress donde se aislaron cepas
de A. flavustipo S, productoras de lafoxinas B y G (Vaamondet al., 1995). Los
aislamientos dé\. flavusanalizados resultaron ser mayoritariamente toxigénicos, con una
alta produccion de aflatoxinas y acido ciclopgiaizo (Vaamondet al.,1995; Vaamondet
al., 2003; Barroset al.,2003).

Otra herramienta de estudio que se ha utilizado en nuestro pais, es la compatibilidad
vegetativa. Novas y Cabrg2002) fueron los primeros gqusomenzaron a utilizar esta
técnica pea aislamientos dé. flavusy A. parasiticus mientras que otr@aporte para@.
flavusaislado de suelo hadsi realizados por Barra al. (2005).

El mani es uno de los cultivos mas pnepas a la contaminacion por micotoxinas.
Es por este mtivo que la mayoria de los estasglisobre diferentes asgios de la biologia
de Aspergillus flavusy A. parasiticusse han realizada partir de aislamientos de semillas

de mam

5. El MANI
5.1 Breve descripcion botanica del génerrachis

El generoArachisL. pertenece a la familia Legunosae, subfamilia Papilionoide,
tribu Hedysereae, se encuentra dividido en 9 secciones y la especie Aiphigsgaea..

(mani cultivado). Hasta la actualidad se han descripto 69 especies y el 40% de las mismas
se encuentra dentro de la secadachis Las secciones se clasdin taxonOmicamente de
acuerdo a caracteristicas morfoldgicas, distribucion geogréfica y variaciones de fertilidad
de hibridos intra-seccionales (Krapovicka&regory, 1994).

El origen del génerdrachisfue en la sierra de Amambay, en el limite entre Mato
Grosso do Sul con Paraguay, donde crhecguaraniticaChodd & Hassl., posiblemente la
especiemas antigua del género (Gregetyal.,1980). El area de extension de este género
comprende unos 4000 kms tanto hacia el NEahelsAmazonas, comioacia el O, hasta
los Andes, dentro de esta se encuentra el area de la s&ibins que presenta un eje que
mas o menos coincide con logeridianos 57° y 58°, que abarca las cuencas de los rios

Paraguay y Uruguay y termina enRdb de la Plata (Figura 7).
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El génercArachisse encuentra compuesto por plardauales, bienales o perennes,
erectas, decumbentes o procumbentes, a veces rizomatosas o0 estoloniferas. Hojas
cuadrifolioladas, a veces trifolioladaspndumento constituido por pelos, cilias o
emergencias; espigas paicufloras axilares; flores sésiles, corola anaranjada o amarilla;
estandarte con lineas rojas en la cara superior 0 e la cara inferior o en ambas caras; fruto
subteréneo; gindforo (“clavo”) vertical u horizontal; semilla lisa, tegumento rosado palido
u ocraceo en las especies silvestres o comalarios en el mani cultivado (Fig. 8). El
fruto maduro es una legumbiredehiscente con 1 a 5 semillacilindricas u ovoides que
pueden pesar desde 0.2 a 2gr (Parodi, 1972). Fsnotttiva y alta ercalorias, contiene
25% de proteinas, &cidos grasos, carbotudrafibras, vitamina Egcalcio, fésforo,
magnesio, zinc, riboflawias, tiaminas, hierr@tc. (Kokalis-Burelleet al.,1997).

La seccionArachis presenta como caracter exclusivo frutos con pericarpio muy
reticulado, y el caracter que pate la separacion masmplia entre especies dentro de la
seccion es si las plantas gmrennes o anualesinque aun son necesarios nuevos estudios
para valorizar los caracteres que podrianUdidées para un ordenammt dentro de la
seccionArachis(Krapovickas& Gregory, 1994).
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Figura 7. Origen y distribucion de lasspecies nativas del généwachis

Los registros arqueoldgicos sustentan lstercia de consumde mani entre los
afos 2500 y 300 AC en los oasisloe desiertos peruanos (Weiss, 208Mith, 2002). En
La Argentina se encuentran algumspecies silvestres de la secciiachis A. monticola
Krapov. & Rigori, A. duranensiKrapov. & W. C. GregoyA. villosaBenth.,A. correntina
(Burkart) Krapov. & W C. Gregoy, YA. burkartii Handro yA. glabrata Benth. de la
seccionRhizomatosae
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Figura 8. Planta deA. hypogaeamani cultivado.

5.2 Importancia de las espees silvestres del génerArachis

Varias especies perennes poseen una gngortancia como forrajeras y como
fijadoras de dunas, por los que son muy bussaubr la crecientdemanda de programas
de agricultura sustentabld. glabrataes utilizada como leguminosa forrajera en regiones
subtropicales de Estados Unidos, donde pistata cuenta con urexcelente adaptacion,
aunque debido a que su implantacion es npwmas (debido a la baja produccion de
semillas) la escala comercial es restringida (Willi@n&€hambliss, 1999). Mientras que
otras son muy Uutiles en el jprmiento del mani cultivadapomo es el caso de un nuevo
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cultivar donde se incorporé geoplasma proveniente de 3 esjes salvajes relacionadas
(A. cardenasiiKrapov. & WC GregoryA. diogoiHoehne yA. batizocoiKrapov. & WC
Gregory) para reducir la fieccion de nematodes en cudties no resistentes (Simps&n
Starr, 2001).A. stenospermaKrapov. & WC Gregory YA. villosulicarpa Hoehne
constilyen ejemplos de domesticacion de kspecies silvestres, ya que las tribus
indigenas del Mato Grosso Brasilefio utilizan sus frutos como alimento (Fetitds
2003).

El clavo de las especies silvestres tiana capa de abscision bien definida que se
desintegra después tke madurez de la vaina, resuithb en una pronta separacion de las
vainas madras lo cual hace muy dificil susecha. Esta caracteréstiy la baja produccién
de semillas dado quk dispersion es principalmenteaomatosa, hacen que las especies
silvestres no seamuy utilizadas para la produccion de frutos.Azinypogaeaesta capa de
abscisbn se ha perdido yas vai nas mduragermanecen adheridas a la planta, lo cual
reflejaun largo peiodo de domesticacion.

Con excepcion dA. monticola que es poliploide, al igual que hypogaeatodas
las especies silvestres son diploides. Esto produce esterilidad de los hibridos que se
obtienan por cruzamientos entre especies catilpies de manera ques investigadores
deben manipular los niveles de ploidia, tdeminar las asociaciones cromosomicas y
recombinacién genética para la incorporacion de genes de especies silvestres al mani

cultivado.

5.3A. hypogaea

5.3.1 Taxonomia

La primera mencion publicadque conocemos del mani Mandubi se debe a
Gonzalo Hernandez de Oviedd/gldés (1478-1557), en su “Hiisia General y Natural de
las Indias, Islas y Tierra Firme del Mar Océano”, aparecida por primera vez en Sevilla, en
1535.

A. hypogaeaes un anfidiploide cuyos ancestradn no han sido determinados en
forma concluyente. De las vias especies propuestasnem posibles antecesores se
destacan A. duranensisy A. ipadensisKrapov. & W.Gregory como los probables

progenitores diploides del maailtivado. Aunque no debe a@estarse la participacion de
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mas de dos especies, tomando en cuentiiféaencia entre las dos subespeciesAde
hypogaegKrapovickas& Gregory, 1994).

Para establecer las relaciones eAtriypogaeay las especies silvestres del género
Arachis se hicieron numerosos intentos deuzamientos interespecificos. En 1957
Krapovickas y Rigori lograron obtenprogenie fértil decruzamiento dé\. hypogaea A.
monticola (2n= 40) demostrando que esta espeailieestre seria la mas afin al mani
cultivado.

Las subespecies en que se divile hypogaeason: subsphypogaeay subsp.
fastigiata Waldron. Las diferenciamas notables entre las subespecies son el color del
follaje y la disposicion ddas flores (Krapovickas Gregory, 1994). A su vez las
subespecies en las que se divide taxon6rmaosanal mani cultivdo, estan separadas en
variedades que agrupan cultivares o varietales.

A. hypogaeasubsp.hypogaeavar. hypogaeacomprende el cultivavirginia y A.
hypogaeasubsp fastigiatavar. peruvianaKrapov. & Gragory el cultivaPeruviano Estos
cultivares se caracterizan por sernmasts, vulgarmente conocidos conumner (corredoras
en ingés), sus ramas laterales permanecera del suelo, dando una apariencia de
esparaise por el mismo y requierate 5 a 10 meses para desarrokarhypogaeasubsp.
fastigiata var. fastigiata tiene aValenciacomo varietal muy difundido YA. hypogaea
subsp.fastigiata var. vulgaris C. Harz al varietalSpanish ambos caracterizados como
erectospunchy(manojo en inglés), debido a que el crecimiento vertical de las ramas le da a
la planta madura una forma compacta, cdmale un arbusto. Las variedades erectas
usualmente proden un menor rendimiento de granos que las rastreras. Sin embargo,
tiendena dar semillas de mgar contenido en aceite y proteinas (Weiss, 2@820iting et
al., 1985).

5.3.2 Produccién, utilizacién y ecologia

El mani es la cuarta semilla oleaginosa (su produccién es practicamente igual a la de
girasol) en orden de ingptanda en cuanto a la produccion mundial, luego de la soja, el
algodd y la colza, al igual que lo obsedeapara nuestro pais (SAGPyA, 2004). En la

actualidad, el mani se encuentra ampliametifundido a nivel mundial. Entre los paises
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productores mas importantse encuentran India, Chirastados UnidosSudafrica, Africa
del Este, y Brasil.

El cultivo de mani en nuestro pais esti@ntado a la obtencion de mani tiponer
apto para confiteria, segmerttel mercado mundial en el qnaestro pais ha alcanzado un
liderazyo en materia de exportaciones. Con el fin de crear cultivares de mani con estas
caracteristicas y adaptados astteemedio, el INTA Manfredén el afio 1975 desarrollo el
cultivar Florman INTA a partir del cultivar multilineaFlorunner proveniente de la
Universidad de Florida.

En 1994, el INTA implementé el proyectMani 2000”, con el fin de mejorar la
comercializacién vy tipificacion del mani e indlucir nuevas practicate cultivo y manejo
de cosecha y post-cosecha. Se observd uarsdstincremento de la produccién durante
los dltimos 5 afios (Fig.9), siendo actualmentéerter exportador undial de mani tipo
confiteria y el octavo prodtar de aceite. (Pedelint. Casini, 1998). En 1998 la
produccion Argentina de mani con cascara olpfto. lugar, luego de Africa, China y
Estados Unidos (Pedeligi Casini, 1998).

En la Argentina el 92% de Ila produccion, acopio, comercializacion e
industralizacion se concentra en el centro ldeprovincia de Caloba mientras que el
porcentaje restante se dividetre las provincias dgalta, Formosa, Corrientes, San Luis y
a partir del 2004 Santa Fe (Fig. 9 y 10A@E°yA, 2004). La produccién de mani en la
provincia de Corrientese efectia como un cultivo de “mt&&, no extensivo como en el
resto de las provinciags productores estan subsidiagos el gobierno provincial quien
se encarga de brindarles lsemillas para su cultivo. ariedad que se utiliza égalencig
vulgarmente conocido como “mani negro @errientes y Misiones”, y el consumo es
mayoritariamente local (INDEC, 2001). En &tualidad, en nuestr@gion manisera se
producen cultivares pertenecientes a dos tipos comercRiesier (Florman INTA,
Tregua, Nahuel y Florunner) queupa el 90% del area,\alencia(Colorado Irradiado
INTA) (Bragachini, 1994).

La aptitud de comercializacion del mani esta principalmente afectada por las
condiciones climaticas al momerde la cosecha. Los lotes goemplen las exigencias de
limpieza, tamafio y sanidad adecuadas se destinan a confiteria y elaboracion de pasta de

mani. El resto de la producci@iene como destino final la ritoracion para la obtencion de
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aceite, producto que tienma interesante demanda enrcados internacionales y que en

contraposicion es casi descomtmcpor el consumidor local.

El mani, el aceite de mani y los complejos proteicos a base de mani constituyen un
importante segmento del comercio mundialpeoductos y semillas olemgsas. El aceite
de mani es una excelente fuente de acidasogrmono y polisaturadasontiene alrededor
de 1% de acido palmitico y 80% dkeico y linoleico. Argetina es el segundo exportador
de aceie de mani a nivel ondial, a continuacion de Senggaarticipando en el periodo
2000/03 con un porcentaje que fluctuo entré6ed% vy el 27,3%. La tolidad del aceite de
mani se extrae a través dedoble sistema de prensa y posiegxtraccion por solventes,
su destino principal es lalaboracion de aceites mezclagguido por el uso como
saborizante en la industrée panificacion y confiteria. La produccion desige tiene un
volumen de elaboracién erratidebido a que se trata de eslabon de transformacion de
excedentes y remesas de la pamitn con destino a confiteria.

Como subproducto de la extraccién de acséeobtiene una harina oleaginosa de
alto contenido en proteinas vegetales y de excelente calidad, la que es comercializada en
forma de pellets, contando con una importante demaodadestino a la alimentacion
animal (SAGPYA, 2004).

El cultivar Florman INTA es apto para consumo directo y también de excelente
calidad para manteca. La maseprima utilizada debe ser mauinfiteria, de calibre medio
a medio grande, carente de defectos y con ausencia total de aflatoxinas. El crecimiento de
la industria nacional de esteoducto se encuéra limitado por leexistencia de cuotas en el

mercado norteamericangpr un consumaonterno practicamente inexistente.
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Figura 9. Provincias productoras deani en la Argentina, campafia 2003/2004 (Direccion
de Coordinacion de Degaciones, SAGPYA).

.

Figura 10. Participacion relativa de las provias en la produccion de la campafia
2003/2004 (Direccion de Coordinacide Delegaciones, SAGPYA).
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Las provincias de San Luis y Santa Fe no fueron incluidas en esta tesis.
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El rango geografico principal de cultivoldeani se encuentra entre los 35°S y los
40°N, pero se extiende hasta los 45°N en Bsiatral y en Norteamérica. Se adapta a una
amplia variedad de condiciones ambiergal®sualmente, swcrecimiento con fines
comerciales se realiza porbdgo de los 1250 m. de altyraunque muchas variedades
pueden ser encontradas ayoras alturas (Weiss, 2000).

Su crecimiento se ve adversamente afectado por baja intensidad luminica. Los tipos
bunchyse ven generalmente mas afectados por la variacion climatica que lasinipes
Las temperaturas optimas para el desarrollo de la planta se encuentran entre los 25 y 30°C
(Weiss, 2000). Una vez arraigada, la planta del mani es resisterseqaiila, y hasta cierto
limite también puedeogortar inundaciones. Registros pluviométricos desde 500 hasta
1000 mm permiten una produccion divel comercial, aunqueste cultivo puede ser
producido con cantidades tan escasas corsi@a 30 mm de lluvia anual. Una vez que las
vainas han madurado, la lluvia lo afecta denfm adversa, ya que algunos cultivares tienen
un periodo de latencia megrto y germinan solo f@condiciones favorables.

El mani tiene requerimientos especificos sobre el tipo de suelo en el que debe ser
cultivado, por su particularidagde presentar flores aéreadrytos enterrados eal suelo,
siendo necesario suelos livianos de texftaaco arenosa o aremmfanco, profundos, con
buen drenaje, libre de sales y de reaccion ligeramente acida (pH 6-6.5). En un suelo con
estas caracteristicas el mani desarrolla stersia radicular amplig profundo, confiriendo
a la planta menor susceptibilidad a la sequia. Buen drenaje significa también buena
aireacion, lo cual es escial para las leguminosas comlomani paraifar nitrogeno del
aire (Pedelin& Casini, 1998).

Las plantas de mani bajondiciones de stress hidricelpvadas temperaturas son
muy susceptibles a ser invadidas pongos productores de toxinas (Htlal., 1983) El
cultivar Florunner, mani mas cultivado a nivel mundiak especialmente susceptible a la
colonizacion por parte deAspergillusspp. y a la acumulacion de aflatoxinas &ual.,

2000), siendA. flavusla especie dominante en mani, como también en maiz y algodon
(Horn et al., 2000). El rol de la agricultura en latrestura de las aounidades de hongos
productores de aflatoxieges muy poco clara y varias estggds de manejo son necesarias

para reducir el nivetle contaminacién de lasultivos por parte déspergillusspp. y por
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ende reducir ademas el nivel de aflatoxinas dentro de los limites establecidos como aptos

para la elaboracion ddéirmentos, resultando en pérdglecondmicas importantes.
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Llevar a cabo un relevamiento de flavusen semillas y hojas de mani cultivado

provenientes de las diferentes zonas agroecoldgicas de produccién en la Argentina.

Realizar un relevamientde especies déspergillussecciénFlavi en poblaciones

naturales de especirativas de mani.

Caracterizar morfologica y toxigénicamente los aislamientos obtenidos de las

distintas regiones.

Analizar la produccién de lastructuras de resistencia (esclerocios) y relacionarlas

con el perfil de producciode aflatoxinas de lossdamientos analizados.

Por medio de la técnica de compatibilidad vegetativa como un marcador

multilocular, estudiar la estructura pabional y diversidad genética de mani.

Comparar la diversidad genética, aviks del establecimiento de grupos de
compatibilidad vegetativa, entre los aislamientos provenientes de semillas y hojas

de mani cultivado, especies nativigestres y regiones agroecologicas.

Llevar a cabo una revision de la secciavi por medio de técnicas moleculares,

morfologicas y quimicas.
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La incidencia y caracteristicas de los miembros de la se&€dam de manies

cultivados y nativos de la Argentina son diferentes.

e Los factores bidticos y abidticos propi de cada zona agroecoldgica afectan la

distribucion e incidencia d&. flavusen mani cultivado.

La capacidad de produccion de esmbers y aflatoxinas por parte de flavusesta

afectada por el sustratdas condiciones ambientales.

Los aislamientos mas frecuentesAddlavusen plantas nativas y cultivadas de mani

son productores de esclercxigo L y aflatoxinas tipo B.

Existe una correlacién entre la presencia y tipo de esclerocios y la presencia y tipo

de aflatoxinas.

La técnica de compatibilidad vegetativaedsctiva para estableckr estructura de
las poblaciones dé. flavusen las regiones maniseras de la Argentina. Existe
correlacion entre los grupos de cotilplidad vegetativa y la produccion de

esclerocios y aflatoxinas.

Las caracteristicas morfologicas, produccién de extrolitos y la secuenciacion del
gen de (3-tubulina permiteomstituyen herramientas paramficar la taxonomia de

la secciorFlavi.
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Introduccién de la seccion

El mani @A. hypogaepes un cultivo econdmicamente imgzotte en la Argentina, su
producion anual alcanza los 350 millones dmdladas. Este cultives frecuentemente
invadido por species del génerAspergillusdurante la pre-cosechA. flavusaparece
como la especie dominante en varios cultivos, pero en rargarasiticusha sido la
especieaflatoxigénica més freemtemente axiada, siendo facomunidades fungicas muy
variables y frecuentemente diferentes entre regionesgiHll, 1985, Dieneet al.,1987).

El conaimiento de las derencias regionales das comunidades dA. flavus
conmo también su rango de hospedantes gsfciacion con los cultivos dominantes de una
region, son factores importantgzara & determinacion déas medidas deontrol mas
efedivas para reducia contaminacion pre-cosecha con aflatoxinas.

Por otro lado las especies nativasAtachis pueden actuar como reservorios de
Asperdgllus flavusy otras especies. Endatualidad son utilizadas para el mejoramiento del
mani cultivado (Simpson y Starr, 2001), porglae es muy util conocer las especies de
Aspergillusasociadas. Las plantas nativas producen muy pocas semillas, y las que llegan a
la madurez se pierden rapidartee debido a que en estapedes el ginoforo es una
estructura muy fragil (Krapovickas y Gregorl994). De esta mara la eproduccion
ocurre por via vegetativa; éste es uno lds motivos por los queesulta importante
caracterizar las especies aflatoxigénicadslgergilluspresentes en las hojas y compararlas
con aquellas que infectan hojas y semillas de la especie cultikadaypogaea.
Contribuyendo de esta manexiaconocimento de las poblagnes que pueden encontrarse
en diferentes especies y denti® una misma planta en distia 6rganos, para verificar si
Asperdllus secciénFlavi tiene rangos de hospedantepexifices, si existen nuevas
relacicnes y si al variar el sustrato pueden encontrarse especies no identificadas hasta el

momento.

objetivos particulares
e Analizar la presencia dA. flavusen semillas de mani provenientes de las zonas

cultivadas de las provincias de Cordoba, Formosa, péaltarientes, Argentina.
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e Evaluar la importancia de alguaspecies nativas del génetpachis como
reservorios déspergillussecciérFlavi.

e Comparar la incidencia d&. flavusy especies relacionadas, en hojasAdgchis
nativas y mani cultivado dentro de la provincia de Corrientes.

HIPOTESIS

e Los miembros de la secciORlavi se encuentran frecuentemente en manies
cultivados y nativos de la Argentina.

e A. flavusy A. parasiticusson las especies predominantesneani cultivado y
nativo.

e En las especies nativas Aeachisla frecuencia dé. flavuses menor, debido a una
resistencianatural de la especie.

e La distribucién e incidencia dé\. flavus en mani cultivado se encuentra
correlacionada con factores propios de cada zona agroecoldgica, tales como el

clima, y practicas agroculturales.

MATERIALES Y METODOS
1. Aislamiento de cepas d@. flavusa partir de semillas de mani cultivado

Para los aislamientos densifa de mani cultivado, se tonan cuenta a la espede
flavuspara la caracterizacion morfoldgica, toxigénica y de compatibilidad vegetativa (VC).
No obstante en los aislamientos tambs& registré el nimero de cepasAdearasiticus

que aparecieron en las semillas analizadas.

1.1 Muestreo de semillas de mani cultivad@®( hypogaea

Se estudiaron muestras de mani ks provincias deFormosa y Salta
correspondientes a la cosecha 2001 y de lame@vde Corrientes de la cosecha 2005. Los
aislamientos se realizaron durante los 2 meses posteaosasrecoleccion. La muestra
proveniente de la provcia de Formosa fue tomada wie campo experimental (600 ha) en
la localidad de Las Lomitas y representa la primer cita del cultivo de mani en esta
provincia, mientras qui&s muestras de larovincia de Salta proceden de cuatro campos

localizados en la zona de rfagal donde se encuentra locatip el cultivo de mani en esa
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provinda (9000ha) (Fig. 1.1). El mmestreo enas provincias dd-ormosa y Salta fue

realizalo por personal das Estacion Experimental Agreguaria El Colorado (INTA) y de

la Agencia de Extension Rural de Gral. 9doni (INTA) respectivamente, a nivel de
productores procurandomar semillas con laaina sin dafos.

Para la provincia de Corrientes se tomaron 4 muestras de lotes localizados en la
zona de Empedrado, en upampafa realizada en Enero de 2005 (Fig. 1.1). En esta
provincia el cultivo de mani es familiar y se presenta como pequefios huertos sobre lotes de
1-3ha, mientras que enrelsto de las provinciad cultivo es extensivo.

Los aislamientos de la @rincia de Coérdoba, que sdilizaron para comparar
nuestros resultados, fueron los obteriggor Vaamondet al., (1995) y Novas y Cabral
(2002) (Fig. 1.1).

En nuestro pais el cultivar de mani cgeeproduce en lasquincias de Cordoba,
Formosa y Salta arresponde al cultivaRunner (Florman INTA, Tegua Nahuel y
Florunner) mientras que en la proviacde Corrientes es &lalencig conocido también

como “mani negro de Corrientes y Misiones”.

Figura 1.1.Areas productoras de mani estudiadas
¥
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1.2 Aislamiento deA. flavus

Se seleccionaron y procesaron las legusigree no presentaban dafios. Cada una se
esterilizoé superficialmente @daOCl 2% con 100 ul/l de Teen 20 (1 min) seguido de un
lavado breve con agua destilada estéril y posterior apertura a mano para extraer las
semillas. Seiscientas semillas procedentes de diferentes vainas se esterilizaron de la misma
manera que las vainas, y fueron colocadasl@aras de Petri (5 sem#id placa de 9 cm de
diameto) conteniendo agar EBloran18% glicerol (DG18, &xo pag. I) e incubadas
durante 7 dias a 30°C. Se aislaron Aspergillusde color verde amarillento, tipico del
grupo A. flavus y se descartaron los escasos aighatos que presentan con el tiempo

cambio de color a tonalidades castafias.

2. Aislamiento de cepas deAspergillus seccion Flavi a partir de hojas de mani
cultivado y nativo

Debido a que no hay estudios previos sdhréncidencia de las especies de la
seccion Flavi sobre hojas de mani cultivado ytima se registraron, ademas Ae flavus

otras especies de la secciavi.

2.1 Muestreo de hojas de mani cultivado y nativo

Las hojas de mani cultivado para realizar el estudio se colectaron de los mismos
cuatro lotes analizados pdeaproduccion de semikade la zona dEmpedrado, Corrientes
y de tres sitios mas represaida en la Fig. 1.2 y en labla 1.1Las hojas se recolectaron
durante una camparfdaaprovincia de Corrientes en Enero de 2005.

Las hojas de mani nativo se muestreatorante una campar@las provincias de
Entre Rios y Corrientes en Enero de 2004. Se tomaron muelra®blaciones de
distintas especies d&rachisnativas de acuerdo a los registros de Krapovickas y Gregory
(1994) (Fig. 1.2; Tabla 1.1). La identficion de las distintas especiesAdachisrelevadas
se efectud de acuerdo a la caracterizacidfizada por Krapovickas y Gregory (1994), la
identificacion fue corroborada petIng. A A. Krapovickas.

Las muestras se colocaron en bolsas plasticas a 5°C y analizadas en los 3 dias

siguientes de haber sido tomadas.
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2.2 Aislamiento deA. flavusy otras especies de la secciéiavi.

Se analizaron 60 hojas por muestra, deaaath se cortdé undzo de 1cm de lado,
los cuales se esterilizaronperficialmente en NaOCI 2% 100 pl/l de Tween 20 (1 min)
sgguido de un lavado breve conuagdestilada estiéy fueron colocados en placas de Petri
(5 trozos de 5 hojas distintas / placa den®de diametro) conteando agar Dicloran18%
glicerol (DG18) e incubadadurante 7 dias a 30°C.

Se aislaronds Aspergillusde colorverde amarillento, tipico del gruph. flavis,
como también los aislamientos que mmemron con el tiempo cambio de color a

tonalidades casta s u otras caracteristicagtiistis.



Figura 1.2. Ubicacion de sitios de muestreo y especieArdehisanalizadas.
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Tabla 1.1.Localidades de las provincias de Corrientes y HRtos de donel se obtuvieron
muestas de hojas de espeside mani cultivado y nativo.

S Upicaciort Localidad Provincia ESpECIQ ije
0 Arachis

1 33°03'50” Balnerario “Nandubaizal, Entre Rios A.
58°22°51" Gualeguaychu villosa

2 31°52°20” Pque. Nac. “el Palmar”, Colén Entre Rios A. villosa
58°12°27"

3 31°21°'57” “Pque. Rivadavia”, Concordia Entre Rios  A. burkartii
57°59'50”

4 30°37°20" Estancia “La Brava”, Santa Eloisa Entre Rios A. burkartii
57°58°46”

5 30°37°20” “Bafados del Mocoreta” Entre Rios  A. burkartii
57°58°46”

6 30°37'20” “Laguna Mansa” Paso de los Libres Corrientes A. villosa
57°58°46”

7 28°10°46"° Ruta prov. N°94, a la altura de Corrientes  A. glabrata
56°35'18”" Rincén Mercedes

8 27°33'50” Ruta acceso a ltuzaing6 Corrientes A. glabrata
56°3518”

9 27°20°'53” Ruta acceso ltati Corrientes  A. correntina
58°14°09”

10 27°25'33” Ruta Nac. N°12, acceso AeropuertdCorriertes A. correntina
58°4328" “Punta Comba”,Corrientes

11 27°33°27" Puene Pesoa, rua Prov. N°46 Corrientes  A. correntina
58°43°26”

12 27°51°42” Rio Empedrado, sobre Ruta Nac. Corrientes A. glabrata
58°45°46"° N°12

13 29°21°24” Ruta Prov. N°119, acceso Justinc Corrientes  A. burkartii
58°10'55” Solari

14 33°27°@° Bella Vista Corrientes A. hypogaea
58°48°01"

15 28°06°'36"° ColoniaBougne, Empedrad Corientes  A. hypogaea
58°47°21"

16 27°54°25" Colonia San Antonio, San Miguel Corrientes A. hypogaea
57°27°03”

17 27°30°00” San Luis del Palmar Corrientes  A. hypogaea
58°32°31"

8 atitud y Longitud tomadas p@PS Global Positioning System

PLas especies dérachisfueron identificadas de acuerdo a Krapovickas y Gregory (1994)
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3. Identificacion deA. flavusy otras especies de la seccion.

Las cepas aisladas se transfirieron a placas de Agar Papa Dextrosa (PDA, anexo
pag. 1) y se incubaron a 25°C dueaid dias para su identécion.

Se utilizé la clave de Pitt & Hocking (1985997) y las sugereias de Klich & Pitt
(1988a y b). Cada cepa fue sembrada en Agapek Extracto de Levadura (CYA), Agar
Extracto de Malta (MEA, anexo pég. 1) y Adaticerol 25% Nitrato (G25N, anexo péag. 1)

e incubada a 25°C en todos los medios y & §7/3°C en CYA. La observacion se realiz6 a
los 7 dias de incubacion. Se midieron los didosete las colonias en los tres medios de
cultivo incubados a las diferentesmperaturas, se registrooelor del anverso y el reverso,
su textura, presencia de pigmentos yedelerocios. Las caracteristicas microscopicas
analizadas fueron: presencia de cabezuelasnébulas vy fialides, o con fialides solamente;
tamafo y rugosidad de los conidiosgo y rugosidad de los estipites.

Los aslamientos también fueron cultivados en un medio diferencial paraApara
flavus A. parasiticusy A. nomius,en el cual estas espesiproducen una coloracion
naranja diagndstica en el rewveide la colonia luego de 48hs a 30°C. El medio se denomina
Aspergillus Flavus y Parasiticus Agar (AFRAanexo pag. 1) Pitt y Hocking (1997). Las
cepas fueron transferidas a tubos pico de flauta con agar Czapek-Dox (Cz-Dox , anexo pag.
[) para su conservacion a 5°C.

Las cepas conservadas en tubos pico déaffaeron a su vez cultivadas en cajas de
Petri con Cz-Dox como medide cultivo. Al cabo de 7 diade crecimiento se tomaron
cinco plugs con sacabocado estéril de cada una de las colonias y fueron colocados en
eppendorfs de 2ml conteniendonl de agia destilad&stéril. Los eppendorfs rotulados con
el namero de cepa yfecha de cultivo se almacenaron en heladera a 4°C para su
conservacion. Este método detsc por Smith y Onions (1994) asegura la estabilidad
genética ycaracteristicas fetipicas de los microorganigs, ademas de ser un meétodo
sencillo, econdmicoy seguro parayarantizar lasupervivena de cultivos fangicopor

periodos prolonados.

4. Caracterizacion climatica de las zonas muestreadas
Paa la informacion sobre las caracteristicas climaticas de los sitios

correspondientes a las distintas poblaciones traagkas, las variables elegidas fueron:
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altitud, promedio estacional de temperatwasecipitaciones (DeFina, 1992). Para la
Provincia de Corrientes segistro la latitud y longitd para cada sitio muestreado,
utilizando un GPS (Global Positioning SysteRara las otras proviias aralizadas estos
datos fueron obtenidos de bibliografia (De&i1992) ya que laitma de muestras la
realizo el personal &NTA (Tabla 1.2).

5. Andlisis estadistico
La frecuencia de aislamientos de las distintas especies de la $davidsladas
de las hojas de plantas de raativo y cultivado fue estadisticamente analizado usando un
disefiode ANOVA de un factor, segio de la pruebde minima diferena significativa
(LSD) para separacion de mediBs 0.05). Los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el programa Statistix for Wdows, version 2.1 Analytical Software.

Tabla 1.2.Caracterizacion climatica y geografica de las zonas maniseras de la Argentina.

Cordobd Formosd' Saltd! Corriente$

Ubicacion (Lat. Sur 31-335 24 - 25 22 - 23 27 - 28

Altura s/ nivel mar 200 - 400 130 502 39-72

(metros)

Clima templado subtropical subtropical subtropical tropical
sin estacion seca

Precipitaciones 800 - 900 700 - 800 800 - 900 1063

(mm)

T media °C 25 - 32° 28-45° 28-45° 34 - 41°

(Dic/Ene/Feb)

Area agrocliméticd 39, 66 11 13 10

#La zona manisera de la provincia de Cordoba esta definida en Vaamonde et al. (1995), mientras que para la
provincia de Formosa los datos corresponden a la localidad de Las Lomitas, y para la provintasada Sal
localidad de Tartagal. La zona manisera en la de Corrientes esta mayormente circunscripta a la regiéon
noroested e la provincia.

® | as areas son las definidas por DaFina (1992).

RESULTADOS
1. Aislamiento, caracterizacion e identificacion de cepas d&. flavus de semillas de
mani de las provincias dd-ormosa, Salta y Corrientes.

Se aislaron un total de 171 cepasAddlavusde semillas de mani sin dafio aparente.

En la Tabla 1.3 se resume @brcentaje de incidencia pacada una de las tres zonas
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analizadas. El mayor numero de cepasamstaron de la vincia de SaltanE 118)
mientras que para lggovincias de Formosa y Corrientes el numero de aislamientos fue
notoriamente menon€ 40 yn=13, respectivamente).

La mayoria de las cepas Aeflavusaisladas presentaron la morfologia tipica de la
especie (Raper y Fennell, 1965; Pitt y Hockitg@97). En AFPA la coloracion del reverso
de la colonia resultdé color naranja caractexdsde la especie. Estas cepas presentaron
produccion de esclerocios tipo L o resultaran ser productoras bajas condiciones de
este estudio.

De las 171 cepas d&. flavusaiskdas, 39 fueron identificadas como flaws
“atipicos” (Saito et al., 1986), todos ellos productores dssclerocios tipo S. ds
caracteristicas macroscopicas de estos aislamientos son muy diferentes a lag.de los
flavus tipicos , presentando colonias con riecéocoso, poca produccion de conidios y
abundante produccion de escleogcpequefios; el reverso de las colonias en AFPA es
naranja, al igual que en I@s flavustipicos yA. parasiticus(Fig. 3). Las caracteristicas
microscopicas se kEpan con las dA. flavustipicos salvo por diamafio y ornamentacion
de los conidios; los aislanmios atipicos tienen conidiasenos rugosos y mas pequefos
(3-4.17um de diametro) (Fig..3)

Tabla 1.3. Incidencia deA. flavus en semillas de mani de tres zonas agroecologicas
distintas.

ZONA AGROECOLOGICA % de semillas infectadas
FORMOSA 6.7 (= 40)
Salta 19.1n=118)
Corrientes 2.17 = 13)

De las semillas de las provincias de Formosa y Salta se aislaron 4 y 7 cépas de
parasiticusrespectivamente, mientras que pargravincia de Corrietes se aislaron 25

cepas. Solo se aislaron 12 cepaddmmarii todas para laona de Salta.
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2. Aislamiento e identifcacion de cepas déspergillusseccionFlavi a partir de hojas
de mani cultivado y nativo.

Se aislaron un total de 144 cepas de ual tde 17 sitios muestreados entre las
provincias de E. Rios y Corrigs, 100 a partir de hojas glantas nativas y 44 de plantas
cultivadas (Tabla 1.4). Las especies nativag\dehis fueron: A. villosg A. burkartii, A.
glabrata y A. correntina Los aislamientos identificados pertenecen a 4 especies de la
seccionFlavi: A. flavus(53.47%),A. parasiticus(38.9%),A. tamarii (2.08) yA. caelatus
(0.69). El resto de los aislamientos=(7; 4.86%) no pudieron inchige dentro de ninguna
de las especies descriptas pocilml se denominaron provisoriamente ‘parasiticusll”

(Tabla 1.4, Fig. 1.4)A. parasiticus(56%) fue la especie dominante entre los aislamientos
realizados de hojas dmani nativo, mientras qu&. flavus(33%) fue la segunda especie
mas frecuente. La relacion es diferente em dslamientos a partide hojas de mani
cultivado @. hypogaep donde el 100% de los aisieentos fue identificado como
perteneciente A. flavus(n= 44). La frecuencia de aparicion de esta especie en los distintos
sitios analizados se muesta la Tabla 1.4. Las cepas Aleflavusaisladas corresponden a

aislamientos tipo L o no productoras de esmtios, no se encontraron cepas tipo S.
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Figura 1.3 Caraceristias morfolégcas partidares deA. flavus"atipicos.

Aspergillus flaws Aspeqillu dlavu Satipicos”

A, C, E) Cdonia en CYA, AFPA y conidios da. flavustipicos. B, D, F) Colonia en CYA,
AFPA y conidios d&A. flavus"atipicos”.
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Tabla 1.4Numero de aislamientos despergillusseccionFlavi en hojas de mani cultivado
y nativo.

Sitio tipo de Especie de Especies de Aspergillfis
Arachis Arachis ~ "AF AP APII AT AC  |Total
1 A. villosa 1 - - - 2
2 A. villosa 1 5 6
6 A. villosa 1 17 18
3 A. burkartii - 3 3
4 A. burkartii - 2 2
5 A. burkartii - 4 - - - 4
13 nativo A. burkartii 3 - - - 1 4
7 A. glabrata - 2 3 2 - 7
8 A. glabrata - 1 4 5
12 A. glabrata 19 2 - 21
9 A.correntina 7 17 24
10 A.correntina 1 1 2
11 A.correntina 2 2
14 A. hypogaea 7 7
15 : A. hypogaea 13 13
16 aulireee A. hypogaea 15 15
17 A. hypogaea 9 - - - - 9
Total 77a 56a 7b 3b 1b 144

¥Las abreviaturas son: AR(flavug; AP (A. parasiticu}; APII ( A. parasiticugtipo 11); AT (A. tamari); AC
(A. caelatus
®Las frecuencias con distintas letras difieren significativamente (anexo pag. Ill).

Fig. 1.4.Incidencia de las especies AgpergillusseccionFlavi (n= 100) aisladas de hojas
de plantas dérachisnativo.

- 'MAF EAP DOAPII EAT OAC

20

15

10

incidenciaAspergillus secc. Flavi

>
>

A. burkartii

. villosa . glabrata A. correntina

Sustrato

Las abreviaturas son: AR (flavug; AP (A. parasiticuy; APII ( A. parasiticustipo Il); AT (A. tamari); AC
(A. caelatus
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A. glabrata fue donde se observé la maydiversidad y mayor numero de
aislamientos de especies de la secdidavi (Fig. 1.4), mientras qude las hojas dé.
burkartii fue de donde se obtuvo el memdmmero de aislamientoe< 13). A. parasiticus
fue aislado mayoritariamente de villosay A. correnting mientras queA. flavus se
observé en mayor proporcién én glabrata (Fig. 1.4). Los sitios 6, 9 y 12, donde se
registraron lasespecies nativaé. villosg A. correntinay A. glabrata respectivamente,
fueron de donde se obtuvieron el mayor nimeraislamientos. De los sitios 6 y 9 se aislo
A. parasiticusen mayor frecuencia, mientras que en el sitio 12 la especie mas frecuente fue
A. flavis (Tabla 1.4).

La morfologia observada para laslamientos de las especi@s parasiticus A.
tamarii y A. caelatusoncuerda con las degmiones de las especies (Pitt y Hocking, 1997;
Horn, 1997). En el caso d& parasiticus 56 aislamientos de los 63 obtenidos también
tienen caracteristicas tipicas ldeespecie (Pitt y Hocking, 1997). Sin embargo, los otros 7
restantes provenientes de los sitios 7 yA8 {labratgd presentaron caracteristicas
morfologicas diferentes a las descriptas para las especies identificadas de laFaegion
por lo cual se los denomim®. parasiticusll. Estos aislamientos presentan una morfologia
de la colonia similar a la d&. caelatusmientras que laforma y ornamentaciéon de los
conidios resuliron intermedias entr&. parasiticusy A. flavus(Fig. 1.5). Los aislamientos
de A. parasiticusll presentaron resultados negativosAdiPA, el reverso de la colonia se
observo color castafio, diferergenaranja caracteristico de flavusy A. parasiticus Este
resultado indica que $oaislamientos dé. parasiticusll no producen acido aspergilico
(Pittet al.,1983) (Fig. 1.5).
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Figura 1.5. Caracteristicas morfoldgicas Ae parasiticusll, en comparacion con las de
parasiticusy A. caelatus

A. parasiticus A. caelatus A. parasiticusll

A, D, G) Colonia en CYA, AFPA y conidios d&. parasiticusB, E, H) Colonia en CYA,

AFPA y conidios deA. caelatus. C, F, 1) Colonia en CYA, AFPA y conidios dA.
parasiticugl.

DISCUSION

Se obtuvieron aislamientos dapergillusde la secciorrlavi (n= 352)de todas las

zonas agroecoldgicas analizadas, targaréir de mani dtivado como nativoA. flavusfue
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la especie predominante (70.45%), seguido Aorparasiticus (26.13%), A. tamarii
(1.13%) yA. caelatug0.28%). El 2% de los amientos, designados corAo parasiticus

II, no pudo ser asignado a ninguna especie rggac Estos resultados demuestran que
AspergillusseccionFlavi se encuentra ampliamente distribuido en las zonas agroecoldgicas
donde se cultiva mani en nuestro pais, asi como también en las especies nataetsisle

En estudios realizados para algodén y suelitivados con mani se obtuvieron frecuencias
similares deA. flavusy A. parasiticus(Cotty, 1997; Sétamoet al., 1997; Cardwell y
Cotty, 2002).

La presencia dé\. flavusen hojas y semillas de mani cultivado durante la pre-
cosecha, muestra que la infeccion éampergillusen el campo es comun, confirmando la
hipotesis de que la contaminacion pAr flavus observada en mani durante el
almacenamiento proviene en gran parte de la pre-cosecha como fue sugerido por Sétamou
et al. (1997). Las especies nativasAl@chis podrian actuar comoservorios y puntos de
in6culo de propagulos de IdsspergillusseccionFlavi que pueden dispersarse desde los
sustratos nativos a las areas cultivadas. El hecho déaguwos especies despergillus
aisladas en la mayoria de los casos son altamente aflatoxigenicas, es una caracteristica
importante a considerar cuando ddizan las especies silvestres Aechisen agricultura

sustentable, mejoramiento genético o como forrajeras.

Se ha postulado que unas de las vias féedidon de mani en el campo por parte de
A. flavusy A. parasiticuspuede ser a traves de las flores y ginéforos, @iidl.,1985). En
maiz se ha demostta que las hojas son un punto de in6culddavusen el campo y en
poroto se ha observado que esta especie puedaradorosis en el &e y el contorno de
las mismas (Olanyat al.,1997; Legeet al.,2000). Ademas, en algoddn se observoAue
flavus infecta el tdb y el pedicelo y crece unidireccionalmente hacia la flor, lo que
indicaria que en el proceso de infeccion la presenci. devusen los tejidos vegetativos
de una planta estaria relacionada la infeccion déa semilla (Klichet al.,1986).

Las diferencias eta incidencia deA. flavusy A. parasiticusen semillas de las
zonas agroecologicas analizadas puedeesplicada por las contibnes climaticas que

prevalecen en cada una de ellas (Tabla 1.4);udtivares, las practicas agroculturales y las
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diferencias climaticagjue pudieron existir entre los afosuestreados. En cuanto a la
presencia deA. parasiticusen semillas de mani cultida, cabe destacar que para la
variedadFlorunner, cultivada en el 90% del area nsama (provs. Cérdoba, Formosa y
Salta), la incidencia de esta especie siempre fue menor aAafldeus Para la provincia
de Cordoba (Vaamonads al.,1995) de un total de 44 cepas aisladas, 9 fueron identificadas
como A. parasiticusy las 35 restantes conmf. flavus esta relacibn se mantuvo en los
aislamientos realizados naalas provincias de Formesy Salta (4 y 7 cepas d&.
parasiticusde 40 y 118 aislamientostédes). En cambio paradaemillas de la variedad
Valencig cultivada en la provincia de Corrientes, de un total de 38 cepas, 25 fueron
identificadas com@\. parasiticusy 13 comoA. flavus invirtiéndose laelacién observada
para el resto de las zonas maniseras. Las regiones de Tartagal y Las Lomitas son mas secas
que laregién manisera de Coentes, condiciones que hacensmaopensas a las plantas de
mani para la infeccion coA. flavus (Jones y Duncan, 1981; Sétameu al., 1997).
Ademas, en la provincia de Corrientes se utiliza el culdMadencig mientras que en el
resto de la zona manisera se utiliz&lekunner, los cultivares varian principalmente en el
contenido y tipo de acidos grasos de la semilla, se ha comprobado que el contenido de
acido linoleico de la semillenduce la esporulacién én flavusy A. parasiticus(Xu et al.,
2000). En Corrientes el cultivo de mani sdizaaen forma de “huerta” mezclado con otros
cultivos como maiz, poroto, sandia y zapallda gwactica agrocultural es diferente al
cultivo en Las Lomitas y Tartagal dondersaliza en forma extensiva. Baeyal. (1992)
demostraron que la camhinacion en maiz durante la pre-cosecha incluye varias relaciones
complejas entre insectos, hongos)@&os de maiz y el ambiente.

En mani, Horn (2005) sugiri6é quee bien las especies despergillusseccionFlavi
pueden invadir tejido vivo, la tanizacion tiene mas caracteitas de saprofitica que de
una forma especializada de parasitismo. Si la relacion hongo-hospedante esnista
sgrofitica, luego la selectividad de las especies de la se€€lz@dnpor las semillas de mani
indica que estas especies tienen una alta “habilidad saprofitica competitiva”. La habilidad
de competencia saprofitica en los hongos espteja y depende deariables ambientales
como la composicion del sustrato, actividagla, temperatura y densidad de inoculo. En
adicion a estos parametros, tagacteristicas fisiogicas propias de los hongos, como la

tasa de germinacion de las esporas, tasa de crecimientoal® iyicapacidad enzimatica
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tienenuna gran influencia exicha habilidad. La producciode diversas enzimas para
degradar los componentes ds [alantas, tales como celulosa, pectina, lignina y lipidos
también contribuye a la ventaja cortifpea de las especies de la secdidavi que invaden

las semillas de mani (Cotty al, 1990; Longet al.,1998).

Este es el primer estudio sobre geesencia de especies de la secditavi en
plantas de manies nativos silvestres. Delisisade los resultadose desprende que las
hojas de especies nativas Alechis son sustratos propicios para el crecimiento de varios
representantede la secciofrlavi. La especie predominante &sparasiticuslo que difiere
con loencontrado en las hojas de losnies cultivados desde donde sélo se dislflavus
A. parasiticus ha sido citado comda especie domante en aislamientos a partir de
muestras de selo y semillas de mani, pero raramente ha sido asociado con las partes aéreas
de lasplantas (Vaamondet al., 1995; Horn y Dorner, 1995; Cotty, 1997; Kumestaal.,
2008; Horn, 2@5).

A. parasiticusse aislé con mayor frecuencia a partir de hojas de las especies
villosay A. correntina,pero de las hojas d&. glabratael organismo mas frecuefue A.
flavus A. villosay A. correntinadurante mucho tiempo fueron consideradas la misma
especieambas pertenecen a la secadachis y son especies rasts que desarrollan las
hojas nuy cercanas al suelo, mientras queglabratapeatenece a la seccidRhizomatosae
y es relativamente mas erecta, al igual que la varieddeh®diade A. hypogaeajue es la
que se cultiva en Corrientes (Krapovickas y Gregory, 1994). Estéapselr una de las
caracteristicas que permitiria explicar la incidenciaAdgparasiticusy A. flavusen las
hojas, pero como esta es pamera vez que se realizarslamientos a p#r de estas
especies nativas como también de hojas del mani cultivado y no hay referencias
bibliograficas de los factores que puedetareselacionados con lacidencia de estas
especies en estos sustratos, es muyilddgtablecer hipotesisobre esta distribucion.
Serian necesarios otros estudi@sa corroborar la relacioaunque esta difencia podria
explicarse analizando las caragd#cas fisiologicas de ambhsjas en términos de calidad
y cantidad de nutrientes, pudiendo prégeras de los manies cultivadosAy glabratg
algun factor beneficiospara el desarrollo d&. flavusy no para otras especies del grupo,

presentando a este ultimo como un mejor competidor.
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Otra caracteristica que podria inflsobre la incidencia d&. flaws yA. parasiticus
en hojas de mani cultivado y nativo podria ser las condicionesticsd@e los afios
muestreados ya que las camgaétectuadas se llevaron @oaen Enero de 2004 para las
plantas nativas y en Enero de 2005 pkas cultivadas. En Diciembre de 2003, las
precipitaciones en la zona de Corteenfueron muy altas (435.6 mm) provocando un
exceso de agua perjudicial para la actividgdcola de la regn (Olinuck, 2004), mientras
que durante el Mes de Enero de 2004 ehmadio fue el mas bajo desde 1967 (24 mm).
Para el mes de Diciembre de 2004, el prametensual de prediaciones fue muy similar
al de afnos anteriores (147.8mm) y ererende 2005 también (S&rio Meteoroldgico
Nacional, 2003-2005). Las temperaturas mediagnte estos meses fueron acordes a la
media esperada para lpoga del afio (Servicio Meteoégico Nacional, 2003-2005), lo
que sugiere que la caracteristica clicgitique podria haber fdtddo una dinamica
poblacional diferente pa cada especie daspergillusen hojas de plantas nativas y

cultivadas seria el promedio de precipitaciones tan disimil entre los afios evaluados.

A. caelatuses una especie aislada de suelo cultivado con mani en Estados Unidos
(Horn, 1997) y hasta el momento no ha sido registrada en otras partes del mundo. En este
estudio se observé su presencia dipde aislamiatos de hoja dé\. burckartii en la
provincia de Corrientes, constituyendo el primer registro paestro pais y a partir de un
sustrato diferente a aquel de dofake aislada por primera vez.

Los aislamientos descriptos comoparasiticudll, obtenidos a partir de hojas 8e
glabrata con caracteristicas morfolégicas similare®\.acaelatus A. parasiticusy A.
flavus,no pudieron ser incluidos dentro de ningespecie descripta con anterioridad. Para
su correcta identificacion se requiere desne&tudios, incluyendo datos morfoldgicos,

moleculares y perfil de producei de metabolitos secundarios.

CONCLUSIONES PARCIALES
o AspergillusseccionFlavi se encuentra ampliamente distribuido en las zonas
agroecoldgicas donde se cultiva mani enstroepais, asi como también en las

especies nativas deachis
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flavus es la especie predominante semillas y hojas de mani cultivado,
mientras qué\. parasiticuses la specie mas frecuenén hojas de mani nativo.

Las especies nativas difieren en la diversidad y porcentaje de incidencia de
Aspergillusde la seccidnklavi. A. parasiticuses la especie dominante &nvillosa
y A. correnting mientras qud\. flavuses la mas frecuente én glabrata

La incidencia deA. flavusy A. parasiticusen mani cultivado se encuentra
asociada a factores microclimaticos, practicas agroculturales y cultivares propios de

cada una de las zonas agroecoldgicas analizadas.
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INTRO DUCCION DE LA SECCION

Dentro de la especi®. flavus los esclerocios son estturas muy importantes del
ciclo de vida, y han sido amplimente utilizados como una de las caracteristicas
morfolégcas relevantes en el estudio de tmunidades y subplagiones en diferentes
regiones agroecoldgicas y en diferentettivos (Cotty 1989; Horn & Dorner 1999). El
establecimiento de cepas S (esucios <400 um de diametjoy L (esclerocios > 400 um
de diametro), realizado por Coit¥989), fueuna interesante contribidn para el estudio
de la espeel. Trabajos posteriores comanan a correlacionar la capacidad toxigénica de
los aislamientos con la produccién de esalirs, demostrando qu@&s denominadas cepas
S generalmente producen grandes cantidaldesflatoxinas mierds que las cepas L
producen, en promedio, menor concentraai@n aflatoxinas (Cotty, 1989; Bayman &
Cotty, 1993) Numerosos estudios han demostri@xistencia de uneelacién entre la
biosintesis de aflatoxinas y esclaosc(Wicklow & Shotwell, 1983; Adamst al.,1998).

La continua preocupacion acerca del potencial efecto de las aflatoxmados
alimertos incremento el interés en el estudioAddlavus De acuerdo con Pitt (1993).
flavus puede poducir afatoxinas tipo B (B y B,) (AFB), 0 addo ciclopiazénio (CPA), o
ambos o0 mguno, mientras que Saitd al. (1986) identificaron aislamientos de flavus
productore de aflatoxinas tipo G (& G;) (AFG) y Vaamondeet al. (2003) establecieron
5 quimiotipcs paraA. flavis amalizando aislamientos procedes de diversos cultivos de la
Argentina (Tabla 2.1), denostr ando una graraebilidad en el potetial de produccion de
micotoxinas. Este conocimientde los quimiotipos, de las fdrencias regionales en la
toxicidad de las poblaciones de flavus,como también de la asociacion con el cultivo
dominante de una region permiten determinar las medidas de control mas efectivas para
reducir la contaminacién precosecloa @flatoxinas (Horn y Dorner , 1999).

La utilidad de la caracterizacién de las cepadidflavusparael manejo de la
enfermedad, genera la necesidad del desard®ldécnicas rapidas de determinacion de
potencial toxigénico. Filtenborg Frisvad (1980) y Filtenborget al. (1983) desarrollaron
una té&nica muy valiosa a la hora de hmar la produccién deaflatoxinas y acido
ciclopiazonico de un alto numero de cepas, esta técnica permite realizareening

rapido de la capacidad toxigénica deguan nimero de cepas en poco tiempo.
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El manejo de la contarmacion por aflatoxinas de lodiferentes cultivos debe

basarse en un conocimiento poeve las poblaciones del thgeno presentes en cada

region. La capacidad de produccion de estructleagsistencia y toxinas por parte de los

aislamientos deé\. flavusconstituyen algunas de las caracteristicas mas importantes a ser

evaluadas.

Tabla 2.1. Quimiotipos deéA. flavusbasados en la produdai de aflatoxinas y CPA
(Vaamondeet al.,2003).

Quimiotipo Micotoxinas

AFB AFG CPA
| + - +
] + + +
1] + - -
v - - +
V o o o

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar la produccién, contabilizar elimero y el tamafio (L o S) de los
esclerocios de las cepas Aeflavusaisladas a partir de plantas cultivadas y nativas
de mani.

Clasificar las cepas d& flavusen tipos Sy L.

Determinar la capacidad aflatoxigénica y produccion de acido ciclopiazonico de las
cepas dé\. flavusaisladas a partir de plantas cultivadas y nativas de mani.
Correlacionar la produccion de aflatoxsni produccion y tipo desclerocios y las

zonas agroecologicas de donde se obtuvieron las cepas analizadas.

HIPOTESIS

A. flavustipicos, productores deasrocios tipo L son los mas frecuentes en plantas

nativas y cultivadas de maen la Argentina.
Los aislamientos dA. flavuspertenecen en su maydl quimiotipo | (produccion

de aflatoxinas tipo B y CPA).

Existe una correlacion positiva entre laguccion de esclerocios y aflatoxinas.
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e Los aislamientos atipicos de flavus productores de esclerocios tipo S, producen
aflatoxinas tipo By G.
e La produccion de esclerocios y aflatoxinas se encuentran afectados por el sustrato y

las condiciones ambientales.

MATERIALES Y METODOS
1. Aislamientos deA. flavus

Para este estudio sdilizaron 248 aislamientos da. flavus,provenientes de las
provincias de Formosa, Salta,tEnRios y Corrientegomo se especifica en la Seccion 1.
Adem& se incluyeron 30 aislamientos deptavincia de Coérdobaislados por Vaamonde
et al. (1995) y caracterizadas por compatibilideebetativa por Nowsay Cabral (2002)
(Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Aislamientos dé\. flavus(n= 278). Procedencia geogréfica y sustrato.

Zona Qlictratn

agroecoldgica Mani cultivado Mani autéctono
Semilla Hoja Hoja

Cordoba 30 - -

Formosa 40 - R

Salta 118 - -

Entre Rios - - 2

Corrientes 13 44 31

Debido a que los sitios de donde se afsldlavusdentro de la provincia de Entre
Rios pertenecen a la mismana agroecologa que Corrientes (De Fina, 1992) y solo se
aislaron 2 cepas, a partir de hojas Alevillosa (seccion 1), se considera a E. Rios y

Corrientes como una misma zona agroecolégica denominada “Corrientes”.

2. Produccion de esclerocios, niumero y tamafio

Para obtener esclerocios s aislamientos estudias se inocularon cada uno en
placas de Petri de 6 cm de diametro (@licds por aislamiento) conteniendo Cz-Dox e
incubadas a 30°C en oscuridad durabdle dias. Cuando un adshiento no producia

esclerocios bajo las condicianale cultivo utilizadas, se lo inoculaba en erlenmeyers
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conteniendo semillas de mani yuagdestilada, previamentetaclavado, durante 14 dias a
25°C, para luego volverlo aacular en placas de Petorteniendo Cz-Dox e incubadas a
30°C. Si luego de este tratamiento el misaguia sin producir esebcios, consideramos
que bajo las condicioneke cultivo utilizadas en este estudil aislamiento no es capaz de
producir esclerocios.

Para contar y medir el tamafo de los esclerocios fue necesario separarlos del
micelio y los conidios. Pardle se colocaron 5ml de Twee® (100ul/l) en cada una de las
placas de Petri y se raspo igsrficie con espatula de Drigl. Luego se filtrd con papel
y se lavaron los esclerociospetidas veces con agua deskilapara separarlos de los
conidios y finalmente se secaron al aire sobre papel de filtro.

Para medir el diametro de los esclerociosron dispersadosobre una caja de Petri
de 6 x1.5 cm con una cuadricula de 1 cmlaldo y se tomo el diametro de 30 esclerocios
por réplica, asumiendo que la forma de lodezecios es aproximadamente esférica. Los
aislamientos productores dssclerocios fueron clasificados como S o L (Cotty, 1989;
Novas & Cabral, 2002).

3. Capacidad toxigénica. Produccion daflatoxinas tipo B y G y acido ciclopiazonico

Para la deteccién de las migwinas producidas por los aislamientos en estudio se
utilizé el método deplug, método répido dscreening para micotoxinas extracelulares e
intracelulares desarrollado pBiltenborg y Frisvad (1980) modificaciones de Filtenborg
et al. (1983) en crmatografia en capa delgada.

Las cepas dA. flavusse cultivaron en agar CYA durante 7-10 dias a 25°C. Una vez
finalizado este lapso se carbn con un sacabocado cuatiiindros de 5mm de didmetro
(plug) de cada una de las colonias. Pardei@ccion de aflatoxinas se colocaron plogs
de cada cepa sobre un cromatofolio de silica gel 60 con el agar contra el gel y se dejé secar
la mancha antes des#erollar la placa. Como solvente desarrollo setilizé una mezcla
de cloroformo-acetona (90+10).

Para la deteccion de CPA, se colocaron g@bgys de cada cepa sobre un
cromatofolio de silica gel 60 con el micelio aanél gel. En este caso, se agregaron una o
dos gotas de cloroformo al micelio previa aplicacionpley en la placa cromatografica

para extraer la toxina. Luego de la aplicacééndejé secar la mancha y se desarroll6 la
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placa. Esta fue previamente sumergida en una solucién de acido oxalico 10% en metanol y
secada en estufa a 100°C y el solvente darddlo fue una mezclde tolueno-acetato de
etilo-acido férmico (5+4+1) (Ferndndez Pirtoal.,2001).

Las aflatoxinas se visualiron bajo luz UV (366 nm) como manchas azules (AFB)

o verdes (AFG) y el CPA bajo luz visible luego del tratamiento de las placas con reactivo
de Erlich énexo Pg. Il) y el subsecuente desarrollo de manchas azules como reaccién
caracteristica de produccion de CPA visualizaaasluz natural. Le resultados negativos

o dudosos para aflatoxinasefon confirmados empleando aroomo sustrato segun la
técnica de Shotwelet al., (1966) y con mani como sudwmapara el caso del CPA,
empleando la técnica de Fernandez Pattal.,(2001).

Para evaluar la produccion de CPA en msmitomaron 25 g dmaterial, se le
agregaron 10 ml de agua destday se autoclavé a 121°C durante 30 minutos. A los granos
asi tratados se los inoculércl ml de una suspensién de esporas de la cepa en estfidio (10
esporas/ml) preparada segun PitHgcking (1997) y se incubd durante 7 dias a 30°C.
Luego de la incubacidon se agregaron 125lenblna mezcla de ramol-agua (55+45), 0,5
ml de acido fosforico 85% 50 ml de hexano. La mezcla semogeneiz6 en licuadora a
elevada vebcidad durante dos miutos y se fil tr6. Se tomaron 25 ml deflese acuosa y se
extrajeron dos veces con 25 ml de cloroformo. El extractdlesé a sequedad en
evaporador rotatorio a 60°C y presién reduci@h.extracto seco se redisolvido en el
volumen decloro formo adecuado y se sembr&lecromatofolio. El solvente de desarrollo

y las condiciones de visuadizion fueron las mismas que kxspleadas en el método del

plug.

4. Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas apropiadadigem®n teniendo en @nta que los datos a
analizar son variables categéricas, datos @guéncia clasificados arlases excluyentes y
en escala nominal. Para estudiar una posideiacion entre la produccién de esclerocios y
la produccion de aflatinas por parte dé. flavus con la procedencia de las semillas y
hojas de mani contaminadosrsalizé un test no pamétrico de asociamn por rangos para
tablas dea x c utilizando el programa Statistix fo¥indows version 2.1 Analitical software

para la pruebae independencig® (P= 0.05) y el programa BiortApplied Biostatistics,
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Inc., Séanket, NY 11733 USA) (Sok&l Rohlf, 1981) para la pruelda para tablas dex c
(P= 0.05), cumpliendo los supuestos de muaestleatoria, indepelencia, categorias
mutuamente excluyentes y escala nominal. tBsi de asociacion peangos se obtienen
subtablas no significativas a partir de asles se desprenddss que pueden resultar
significativas.

Para el andlisis de la existencia de asociacion entre la produccién de esclerocios y
aflatoxinas deA. flavus con la especie de mani (plantas cultivadas o nativas) para la
provincia de Corrientes se utilizé la prueba de independgAdig= 0.05) del programa
Statistix for Windows version 2.1 Analitical sefire. Esta misma prba se utiliz6 ademas
para comparar produccion de esotéos y aflatoxina de cepas d&. flavusprocedentes de
hojas y semillas de mani cultivado para la provincia de Corrientes.

Para el estudio de una posible asoiin entre la produccién de aflatoxinas y
produccion de estructuras de resistencid.digavus se utilizd el coeficiente de correlacion
¢ por rangos para datos dicotémics(.05) y la pruebae indepenenciay?® (P= 0.05).

Los datos cumplieron con losmiestos de la prba (muestra aleatar; independencia y
datos dicotdmicos) (Sokal & Rohlf, 1981). rograma empleado fue Statistix for
Windows version 2.1 Analitical software.

RESULTADOS
1. Produccion de esclerocios

El 75% de las cepas d&. flavus analizadas en este estudio=(278) produce
esclerocios bajo nuestrasndiciones de cultivo. De esfmrcentaje, el 22.6% de los
aislamientos fue clasificado comopdi S (diametro de esclerocios < 400 proa
proporcion de aislamientos prodoies de esclerocios fue mayque la de no productores,
siendo los de tipo L los mas frecuentes (Rig.). La produccion de esclerocios y el tipo
vario entre las zonas agroecoldgicas analizdda$abla 2.3 y la Figura 2.2 muestran las
frecuencias y el porcentaje deslamientos productores @sclerocios (tipo Ly S) 0 no
productores de donde sesgeende que en la zona de Gamtes no se aislé ninguna cepa

productora de esclerocios tipo S. La morfodode los cultivos prodtmres de esclerocios
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resultd diferente, se observaron cepas dmnrimero de esclerocios L, otras con menor
namero pero mayor produccion de conidios,s/dapas S con alto nimero de esclerocios
pequefios y muy baja produccion de conidios (Figura 2.3).

Figura 2.1. Porcentaje de slamientos dé\. flavus(n= 278) productores de esclerocios L,
S yno productores
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L: esclerocios >400um de diametro; S: esclerocios <400um de diametro; ND: produccion no detectada bajo
nuestras condiciones de cultivo.

Tabla 2.3. Produccion de esclerosigor aislamientos d&. flavus(n= 278) de las 4 zonas
agroecoldégicas analizadas.

Zona agroecoldgica Produccion de esclerocifs
L S ND
Cérdoba 13 8 9
Formosa 28 3 9
Salta 47 36 35
Corrientes 73 - 17
Total 161 47 70

8L: esclerocios >400um de diametro; S: esclerocios <400um de diametro; ND: produccion no detectada bajo
nuestras condiciones de cultivo.

®Los datos para la provincia de Cérdoba fueron obtenidos de Vaanwinale(1995) y Novas y Cabral

(2002).

La prueba deindependenciay® (anexo pag. I) muesta que las zonas
agroecolégias presentan diferencias sigrafivas en cuanto aal frecuencia de
aislamientos productosede esclerociosyf= 43.40; P< 0.0001). Pero esta prueba no
permite inferir donde se encuearirestas diferencias, pordoal se reali@ la pruebas para
tablas de3 x 4 donde del andlisis de subtablas ngnificativas se establecen aquellas
relaciones sigificativascon sentido biologicoafiexo pag. )
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Las subtablas resultantes de dividir estst muestran que existe diferencia
significativa en las frecuencias de los aislanasmte las cepas S. En Salta la frecuencia de
aislamientos de este tipo sgnificativamente mayor que en el resto de las zonas (Tabla
2.3). Ademasse desprende ge asten dikrencias sigificativas entre Corrietes y el resto
de las zonas analizadas paradgdamie  nfos Lt ya que para estdea, la frecuencia de
aislamientos productores deee$ipo de sclerocio £s my alta (Tabla 2.3), observandose
un porcentajesu perior al 80%Fig. 2.2). Otresultado se observarpaa relacion entre
Cordoba y Corrientes y ent&dta y Correntes dmde existen terercias significativas en
cuanto a larec uencia deistamientos prductor es deambogipos de esderocios y no
productoresEsta relacion esvidente al obrsar b Figura 2.2 dondpara Cordoba y Salta
los porcentas d e los 3 tipe de aislamientos son similes (43 %-2%6-3 0% y40%-31%-
30% respectivamente) mientras que en @atas los aislamieos productores de
esclerocios po L se presentan enmayor jpentaje que los no produces de esclerocios

(81% - 19%) y las cepas S no se aislaron en ninguno de los muestreos.

Figura 2.2. Produccién de esclerocigsor aislamientos deé\. flavus en las 4 zonas
agroecoldgicas analizadas.
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L: esclerocios >400um de diametro; S: esclerocios <400um de diametro; ND: produccion no detectada bajo
nuestras condicionedultivo.

Los datos para la provincia de Cordoba fueron obtenidos de Vaanainale(1995) y Novas y Cabral

(2002).
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Figura 2.3. Morfologia de los cultivos d&. flavusproductores de esclerocios tipo Ly S.

A) ColoniadeA. flavuscon esclerocios tipo IB) Colonia deA. flavuscon esclerocios tipo
S.C) Esclerocios tipo LD) Esclerocios tipo S.

Cuando se comparé la frecuencia de cepas. dlavusproductoras de esclerocios y
no productoras provenierstede las plantas dmani nativo y cultivdo de la zona de
Corrientes, la pruebg’ (P= 0.05) @nexo pag. IYarroj6 un resultado no significativp?e
0.97;P= 0.3235). Esto indica qua frecuencia deepas productoras de esclerocios en las
plantas nativas es similar a la de cepas de plantas cultivadas, y esta misma relacion se
cumple para las cepas namguctoras de esclerocios. Con excepcion del siti. Yillosg
un aislamiento), parados los demas sitios mie=sados de donde se obtuso flavus el
porcentaje de aislamientosoductores de esclerocios fueyoaque el de no productores
(Tabla 2.4). Los porcentajes delamientos de hojas productsrde esclerocios, tanto de

plantas nativas como cultivadas, fueron superiores al 65%, mientras que para los
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aislamientos de las semillas de mani cultivadbg( el nimero de productores y no
productores es muy similar (53.8 y 46.2% reipamente) (Figura 2.5). Al comparar la
produc@dn de esclerocios entre los aislam@ntle hojas y semillagel sitio 15, se obtuvo
como resultado que existen diferencias significatiyés 4.89:P= 0.0271) é&nexo pag. 1Y

en la poduccion de esclerocios entresai lamientos provenientes de hojas y semillas de las
plantas cultivadas.

Figura 2.4.Porcentaje de sliamientos dé\. flavus(n= 90) productores de esclerocios en
hojas de plantas de mani nativo y cultivado de la provincia de Corrientes.
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L: esclerocios >400um de diametiD: produccién no detectada bajo nuestras condiciones de cultivo.

Tabla 2.4.Producciéon de esclerocios pér flavus(n= 90) aislados de los distintos sitios
analizados para Corrientes.

Produccioén de esclerociosa

Especie de

Sitio Arachis %L ND Frec.
total
1 A. villosa - 100 1
2 A. villosa 100 - 1
6 A. villosa 100 - 1
13 A. burkartii 66.7 33.3 3
12 A. glabrata 84.2 15.8 19
9 A. correntina 57.1 42.9 7
10 A. correntina 100 - 1
14 A. hypogaea 100 - 7
15 A. hypogaea 73.1 26.9 26
16 A. hypogaea 93.3 6.7 15
17 A. hypogaea 77.8 22.2 9
Frec. Total 73 17 90

8L: esclerocios >400um de diametiD: produccién no detectada bajo nuestras condiciones de cultivo.
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Figura 2.5. Produccion de esclerocios par flavusde CorrientesnE 90) en relacion con
el sustrato de donde fueron aislados.
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L: esclerocios >400um de diamethdD: produccion no detectada bajo nuestras condiciones de cultivo.
Av. A. villosg Ab: A. burkartii Ag: A. glabratg Ac: A. correnting Ahh A. hypogaea(hojas); Ahs A.
hypogaegsemillas).

2. Capacidad toxigénica. Produccion de aftaxinas tipo B y G y acido ciclopiazonico

El porcentaje de las cepas aflatoxigénicakasrareas analizadas es de 79%. De este
valor el 78.6% produce AFB y el 21.4% restaMFB y AFG, mientras que para la
produccion de CPA el porcentaje de cemss de 97.8% (incluye aislamientos de
quimiotipos I, 1l 'y IV). Un aislamiento de @ioba y 5 de Corrienge(2 provenientes de
plantas nativas y 3 de cultivadas), no produjeaflatoxinas ni CPA, por lo que fueron
incluidos en el quimiotipo V (Tabla 2.5). Latatidad de los aistaientos productores de
aflatoxinas produjeron tambidPPA. De los cinco quimiotiposstablecidos por Vaamonde
et al. (2003) (pag. 57), el que se presenta eyomfecuencia es el(AFB y CPA) con el
62% de los aislamientos seguido por el(8dlo CPA) y el Il (AFB, AFG y CPA) con el
18.7% y 16.9% respectivamente (Talisb). Cabe destacar que el quimiotipid

(Aflatoxinas sin CPA) no se encuentra representado en las zonas analizadas.
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Tabla 2.5. Quimiotipos deA. flavusobservados para las areagoecoldgicas analizadas,
basados en la produccide aflatoxinas y CPA.

Zona Quimiotipd®
agroecologica | Il 1 \Y% v
Cérdoba 17 8 - 4 1
Formosa 31 3 - 6 -
Salta 65 36 - 17 -
Corrientes 60 - - 25 5
Total 173 47 0 52 6

%Quimictipos:| (AFB y CPA);Il (AFB, AFG y CPA);lll (AFB sin CPA);IV (solo CPA);V (son produccién
de aflatoxinas ni CPA).

Figura 2.6. Produccion de aflatoxinas ti@® y G por aislamientos dA. flavusde las 4
zonas agroecogicas anal iza@s.
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% aislamientos
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Coérdoba Formosa Salta Corriertes

zonas agroecolgicas

ND: no se detecté la produccion de aflatoxinas bajo nuestras condiciones de analisis. ND incluye a cepas que
producen solo CPA como también a aquellas que no lo producen.

Los datos para la provincia de Coérdoba fueroremidbs de Vaamondet al. (1995) y Novas y Cabral

(2002).

La prueba deindependenciay® (anexo pag. 1Y muestra que las zonas
agroecoldgicas presentan diferencias sigativas en cuanto a la frecuencia de
aislamientos productosede aflatoxinasyf= 41.71;P< 0.0001). Para detminar donde se
encuentran estas diferergise realizo la prueb@ para tablas d8 x 4 al igual que para
esclerocios (anexo pag. IV). Las subtabtasultantes muestran que existe diferencia
significativa en las frecuencias de los aislamientos de las pepdisctoras de AFB-AFG
entre las areas analizadas (Tabla 2.5), enddbar y Salta el porcentajie aislamientos de
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este tipo es mayor que en Formosa, yCenrientes no se aislaron cepas productoras de
ambas aflatoxinas (Figura 2.6). Ademas delisisase desprende quexisten diferencias
significativas entre Corrientes y el resto de #@nas analizadas paya que el perfil de
produccion es diferente (Figura 2.6). Las zoda Cordoba y Salta presentan el mismo
perfil de produccion de aflataxas, donde el quimiotipo mas frecue es el |, seguido por

el Il'y por dltimo el IV (57%-27%-17% y 55%-31%-14%, respectivamente), mientras que
para Formosa el IV es mas frecuente que el Il y en Corrientes este Ultimo no presenta

ningun aislamiento asoda (Tabla 2.5, Figura 2.6).

Los aislamientos obtenidos en la zona de Corrientes pertenecemeayatua al
quimiotipo |. Cuando se compar0 la distrikuc de las cepas pronvientes de plantas
nativas y cultivadas entre los diferentes quimiotipos se registrd que en las cultivadas el
quimiotipo | es el que tiene mayor porcentaje de aislamientos, no asi en las en las nativas
donde el mayor porcentaje d@eéslamientos lo tiene ajuimiotipo IV (Figura 2.7). Al
analiza estadisticamente lkecuencia de cepas producwrde aflatoxinas, CPA y no
productoras provenientede las plantas de manativo y cultivado dentro del area de
Corrientes, la pruebg® (P= 0.05) (anexo pag. IV) af®un resultado significativoy(=
47.57,P< 0.0001) vy los resultadoge la pruebd para tablas d@ x 2 (anexo pag. IY
indican que existen diferenciagnificativas en la frecuera de cepas productoras de CPA
solamente (quimiotipo IV) ya que el nimero de aislamientos de las plantas nativas
productoras de este mbolito sin estar acompafado parproduccion de aflataxas es
mayor que para las cultivadasgifira 2.7). Otraesultado significativee observa entre las
frecuencias de las cepas productoras deoafteas tipo B y CPA (quimiotipo 1) de las
plantas cultivadas y las nativas, ya que el niumero de este tipo de aislamientos es mayor en

las cultivadas (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Capacidad toxigénica de aislamientos Aleflavus provenientes de plantas
nativas y cultivadas de mani en la zona de Corrientes.
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ND: no ® detecto la produccién de aflatoxinas ni CPA bajo nuestras condiciones de andlisis.

En los sitios de plantas nativas dlende se obtuvieron aislamientosAldlavus,el
namero de cepas productoras de aflataxioe variable. En los sitios 12 y A.(glabratay
A. correntina respectivamente) la frecuencia degslamientos mductores de CPA
solamente fue mayor a la de cepas productbeaammbas toxinas (Tabla 2.6). Mientras que
los aislamientos provenientes de los sitios de las plantas cultivadas resultaron err su mayo ia
(92.2%) productores de AFB y CPA, aquellos obtenidos a partir de hojas resultaron en su
totalidad productores de AFB y BRx diferencia de los obtatos a partir de semillas (Fig.
2.8, Ahh) donde el 61.5% produce aflatoxinasely38.5 solo CPA o ninguno de los 2
extrolitos (Fig. 2.8).
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Tabla 2.6.Distribucion en quimiotipos de aislamientosAldlavus(n= 90) de los distintos
sitiosanalizados para Corrientes.

Sitio Especie de Quimiotiposa -
Arachis’ %l %IV %V '

Total

1 A. villosa 100 - - 1
2 A. villosa - 100 - 1
6 A. villosa 100 - - 1
13 A. burkartii 100 - - 3
12 A. glabrata - 89.5 105 19
9 A. correntina 42.9 57.1 7
10 A. correntina - 100 1
14 A. hypogaea 100 - - 7
15 A. hypogaea 80.8 7.7 11.5 26
16 A. hypogaea 100 - - 15
17 A. hypogaea 100 - - 9
Frec. Total 60 25 5 90

Solo se mcluyeron los quimiotipos obsrvados pata zona de Corrientes, los quimiotipos Il y Il no tuvieron
aislamienos asociados. Quimiotipok:(AFB y CPA); Il (AFB, AFG y CPA; Ill (AFB sin CPA);IV (solo
CPA); V (son producciérle aflatoxinas ni CPA).

Figura 2.8. Produccion de aflatoxinas y CPA pér flavusde Corrientesne 90) en
relacidn con el sustrato de donde fueron aislados.

120 - B AFB-CPA
100 100 CPA

OND

% aislamientos

Av Ab Ag Ac Ahh Ahs
especies dérachis

ND: no € detectd la produccion de aflatoxinas ni CPA bajo nuestras condiciones de analisis

Av. A. villosg Ab: A. burkartii Ag: A. glabratg Ac: A. correnting Ahh A. hypogaea(hojas); Ahs A.
hypogaegsemillas).

3. Relaciéne ntre la produccionde esclerocios y aflatoxinas
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Al analizar los aimiento s teiendo eruenta su qumiotipo, la poduccion y el
tipo (L o S) de esclerocios, se observa quéodss las zona a alizadas loaisl amientos
del quimiotipo | capaces de produei sclerocimslos mas frea entes, seglgs por los de
tipo Il productores de esclerosié®, y por los no productores dsclerocios que presentan
quimiotipo IV en su mgoria o I. Por otra pagtlos aislamientos prodiaces de esclerocios
tipo L pertenecen principalmente al quimiotipo I, pero también exetdamientos con
quimiotipo IV, aunque no se observaroh gi@miotipo Il (Tabla 2.7 y Fig. 2.9).

Todos los aislamientos perteneciengsquimiotipo Il producen esclerocios S y
viceversa. A excepcion de Formnagsen todas las otras areawlizadas, la proporcion de
aislamientos no productorede esclerocios con quimipt | es mayor que los de
quimiotipo IV (Tabla 2.7 y Fig. 2.9).

Para las zonas de Formog&alta, los aislamientos rpyoductores de esclerocios
con quimiotipo IV son mas abundantes quepisluctores de esclelios con este mismo
guimiotipo. Para el area de Cordokhporcentaje es el misnemtre ambas categorias, pero
para Corriates, esta relaciéas inversa, los aislamientpsoductores de esclerocios con
quimiatipo IV son mas abundantes que los nodprctores de esclerios con este mismo

quimiotipo.

Tabla 2.7.Produccion de esclerocios y quimiotipos establecidos para los aislamieAtos de
flavusde cada una de las zonas agroecoldgicas analizadas.

Produccidn de esclerocios por Zona Agroecologica (%)

S Cérdoba = 30) Formosa if= 40) Salta = 118) Corrientes if= 90)
Quimiotipo . S ND L S ND L S ND L S ND
I 40 - 16.7 65 - 125 347 - 20.3 57.8 - 8.9
Il - 26.7 - - 7.5 - - 30.5 - - - -
v 3.3 - 3.3 5 - 10 5.1 - 9.3 233 - 4.4
\% - - - - - - - - - - - 5.6

®No se incluyd el quimiotipo Ill ya que no hay aislamientos que presente esta combinacion.
Quimiotipos:1 (AFB y CPA); Il (AFB, AFG y CPA);lll (AFB sin CPA);IV (solo CPA);V (son
produccion de aflatoxinas ni CPA).

®ND: no hubo produccién de esclerocios bajo nuestras condiciones de cultivo.

Los resultados del analisis geoduccion de esclerociosaflatoxinas se resumen en
la Tabla 2.8, donde se puede etvar que el 63.7% de los aislamientos es capaz de
producir aflatoxinas (AFB o AFB-AFG) y esatmios, mientras que 86.3 % restante esta
compuesto por aislamientgzoductores de aflatoxinas pero no de esclerocios 0 no
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produdores de ninguna dls 2 caracteristicas analizadB®l analisis estadistico para
comprobar si existe una asociacién positesatre la produccion de aflatoxinas y la
produccion de estructuras desiggencia se desprende que esta hipotesis es verdadera (
0.67;%°= 22.29;P< 0.005) (anexo pag. V). Otro resultageneral es que el 100% de los
productores de AFB y AFG presenta escle®dipo S y viceversa. Ademas, todas las
cepas con quimiotipo V no resultaroapaces de producir esclerocios.

Figura 2.9. Incidencia de cepas L, S y no producsode esclerocios y su relacién con los
quimiotipos.
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®No se imluyé el quimiotipo Ill ya que no hay aislamientos que presente esta combinacion.
Quimiotipos: | (AFB y CPA); Il (AFB, AFG y CPA);lll (AFB sin CPA);IV (solo CPA);V (son
produccién de aflatoxinas ni CPA).

®ND: no hubo produccién de esclerocios bajo nuestras condiciones de cultivo.
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Tabla 2.8. Produccion de esclerocios relacionada con los quimiotipos establecidos para
aislamientos dé. flavus(n= 278) de mani nativo y ttivado en la Argentina.

Quimiotipos (%)
Produccién esclerocios I Il v \%
L (n= 161) 46.8 . 11.2 .
S (n=47) - 16.9 -
ND® (n= 70) 14.4 : 8.6 2.2

®No se incluyé el quimiotipo Il ya que no hay aislamientos que presenten esta combinacion.
Quimiotipos:| (AFB y CPA); Il (AFB, AFG y CPA);lll (AFB sin CPA);IV (solo CPA);V (son
produccion de aflatoxinas ni CPA).

®ND: no hubo produccién de esclerocios bajo nuestras condiciones de cultivo.

Al estudiar la relacion entre los quimiotipos y esclerocios para los aislamientos de
A. flavusprovenientes de plantas nativas y cultivadas de Corrientes se observd que las
cepas con esclerocios tipo L, provenientes de plantas nativas, se incluyen mayoritariamente
dentro del quimiotipo IV, mientras que aquellos aislamientos de plantas cultivadas se
incluyen dentro del quimiotipo | (T&b 2.9). Ademas, todas las cepasAdeflavuscon

quimiotipo V, aisladas de ambos sustratmsresultaron capaces pieducir esclerocios.

Tabla 2.9. Produccion de esclerocios relacionada con los quimiotipos establecidos para
aislamientos deA. flavus provenientes de plantas nativas y cultivadas de la zona de
Corrientes.

Produccion de escleraas por sustrato (%)

L Plantas nativas Plantas cultivadas
QUImIOtlpof L ND L ND
| 12.1 12.1 84.2 7
\Y 63.6 6.1 - 3.5
Vv - 6.1 - 5.3

®No se incluyeron los quimiotipos Il y Il ya que no hay aislamientos que presenten esta combinacion.
Como tampoco se incluyeron los esclerocios tipo S ya que para eata@se aislo ninguna cepa con
edas caracteristicas.

ND: no hubo produccién de esclerocios bajo nuestras condiciones de cultivo.

DISCUSION
La presente seccion contribuye al conocittoede la biodiversidad poblacional de
A. flavusen la Argentina, presentando una caazacion morfoldgica, a través de la

produccion de esclerocios, y toxigénica de dagamientos de esfgatogeno a partir de
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semillas y hojas de mani procedentes de diferentes regiones agroecologicas. Es el primer
registro presentado para lagyincias de Formosa, Salta yr@entes, mientras que para la
provincia de Cordobaaporta nuevos datos y relaciomdservaciones realizadas con
anterioridad (Vaamondet al.,1995; Novas y Cabral, 2002; Pildahal.,2004; Pildainet

al., 2005).

Los resultados de este estudio indicpare los aislamientos tipo L son los mas
comunes en las poblacionesAleflavusde las areas analizadas, esto concuerda con analisis
realizados en otros paises y sobferdntes sustratos, mostrando queAoflavus“tipicos”
son productores de esclerocios nragoa 400 um de @inetro (Setamoet al.,1997; Cotty,
1997; Horn y Dorner, 1999; Barres al.,2003). La incidencia d&s cepas S en nuestras
zonas maniseras es notablangue siempre mucho menor gaede las cepas L, siendo
similar en las areas de Gaba y Salta mientsaque para Formosa el numero de
aislamientos disminuye y en la zona der@notes no se aislaron cepas de este tipo. La
variable temporal explica relativamente pamo este estudio ya que los porcentajes de
incidencia de las cepas S péaa provincias de $a y Cordoba, muestreadas en diferentes
aflos (1995, 2001 respectivamente) pregenvalores muy similares (27 y 31%
respectivamente). Esto tambipuede observarse en cuaatta proporcion de las cepas L
entre las diferentes areas, sin impor@r afilo de muestreo o las condiciones
microecoldgicas de cada area, estas cepg@sesentan siempre en mayor proporcion que
las restantes.

En Arizona la incidencia de las cep8sfue inversamente correlacionada con la
elevacion (Bigelowet al.,2000), lo cual es diferente adoie observamos alas regiones
analizadas en este estudio para nuestro paftagal, Salta, se encuentra a una altura del
nivel del mar de 502 mts, Las Lomitas, Fosa, a 130 mts y la®calidades de la
provincia de Cérdobde donde se obtuvieron muestraseseuentran comprendidas entre
200 —400 mts sobre el nivel del mar (De Fid®92). Pero esta correlacion descripta por
estos autores parece cumplirse para el dee€orrientes donde la elevacion es menor a
100mts y no se aislaron cepas S. Otra varigbéeha sido relacionada con la incidencia de
A. flavuses la latitud, Cotty (1997) a partiel estudio de las poblaciones Aleflavusen
cultivos de algodon en Arizona, EEUU, sugirque la incidenciaesta inversamente

relacionada con esta variable sLextremos de incidencia de eg[5, 31% en Salta y 0% en
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Corrientes, se encuentran en diferentatuties, 22-23 y 27-28° L&spectivamente. Pero
Codrdoba se encuentra ubicada a una latitud ayomyaen esta zona se aislaron cepas S.
Este resultado indicarigue nuestras poblaciones Aeflavusno se verian, en principio,
afectadas inversamente porldgitud, contrariamente a I@gerido por Cotty (1997). Las
incidencias altas de las cefgadan sido frecuentemente obselas para reghes con bajas
precipitaciones y altas tempduras, donde la produccién de alto nimero de pequefios
escler@ios puede ser un rasgo de supenadieme un organismo adaptado a fluctuaciones
rapidas de humedad y temperat (Horn & Dorner, 1999; Orurat al., 1999; Carwell &
Cotty, 2002). Esto concuerda ctos resultados de este estudia que en la zona de
Corrientes la humedad y las precipitaciones mayores que para esto de las zonas
analizadas.

La temperatura media para las zonas de Corriemesidsa y Salta es similar, pero
el clima y las precipitaciones son diferentes, siendo la den@orrientes la mas humeda
(Tabla 1.2, Seccién 1, pag. 44). Para la zonaiseea de Cordoba temperatura media es
inferior con respecto a lasras zonas analizadas, y el promedio de precipitaciones es
similar a los de Formosa y Salta (Tabla 1.2, Seccion 1, pag. 44). Estas comparaciones
permiten sugerir que @larametro que podria deiii las diferentes incidencias podria ser el
de las precipitaciones, magie la temperatura aunguestas observaciones son muy
preliminares y estudios dendimica poblacional serian necéssirpara contribuir a esta
discusion. Muchas pueden $&s varables que influyemn la incidencia deA. flavusen las
diferertes regiones agroecoldgicas, como se expreso en la discusion de la Seccion 1. En
Corrientes la variedad de mani es diferentestb de las zonas, las practicas agroculturales
son diferentes, asi como también factores ceoedo, luz, historia del suelo, rotacion de
cultivos, niveles de insectos, aplicacion de funguicidas, irrigaeitin,Sin embargo, las
fuerzas selectivas que favorecen el éxito daliferentes cepas permanecen sin conocerse.

La relacion observada entre la altaogwrcion de aislamieas productores de
esclerocios y las hojas de plantas nativas y cultivadas de la zona de Corrientes muestran
que las proporciones de aisl@ntos productores y no prodoes es similar entre las
especies dérachisanalizadas, lo que indicaria queclamposicién ddas poblaciones de
A. flavusno se verian afectadas, en cuanto addymcion de esclerocios, por la especie de

Arachis, el sitio de muestreo o el afio. La formacitineslerocios puederse influenciada
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por factores climaticos como la luz y la temperatura, en muchas especies fungicas la
exposicién a la luz induce la iniciacion y el desarrollo de estas estructuras, mientras que
cambios repentinos de temperatura puoedeelerar la produccion e influir en la
pigmentacion de los mismos. Otros faetrque pueden afectar la producciéon de
esclerocios son los tejidos y extractos Ide hospedantes, la cantidad y calidad de
nutrientes tiene considerable influencia sobre la fase crecimiento predominante (Chet &
Henis, 1975). En el presente estudio el sus@atdizado, hojas de distintas especies de
Arachis pareceria no afectar la proporcion deaamséntos productores aesclerocios. Por

el contrario dentro de las plantas cultivadas, se observa una diferencia significativa entre la
propociéon de aislamientos prodiaces de esclerocios y noogluctores proveentes de las

hojas y las semillas. La proporcion de aisientos productoreg no productores de
esclerocios provenientes de las semillas es similar, mientras que para aquellos provenientes
de las hojas la proporcion daroductores es significaamente mayor que la de no
productores (Tabla 2.4).

Los aislamientos provenigss de las semillade las zonas d€drdoba y Salta
muestran la misma relacion que los de &millas de Corriente$-igura 2.2) lo que
sugeriria que las condicionegie se manifiestan en suelo, donde se desarrollan las
semillas de mani, afectangativamente a la producci@® esclerocios. Par flavus,en
particular se ha demostrado que la luz induce la formaciércatedios y esclerocios,
mientras que el acido linoleidavorece la formacién de conidipgro inhibe la produccion
de esclerocios (Bennét Horowitz, 1979; Calveoet al, 1999; Changet al., 2004). Estas
observaciones, llevadas a las coralies de este estudio paraztana de Corrientey, sin
tener @ cuenta las variables temporal y geografica ya que el muestreo para hojas y semillas
de plantas cultivadas se realiz6 en el mismo momento y de los mismos sitios, permiten
concluir que es predecible qe porcentaje de aislami@st productores de esclerocios
provenientes de lasemillas sea inferior al de las hqjdebido a que las condiciones de luz
y temperatura en el ambiente aéreo serian las propicias para el desarrollo de esclerocios ya
que hay mas luz y la temperatura fluctias m@pidamente que en el suelo. Ademas las
semillas de maniantienen acido linoleico lo que afadt negativamente a la produccién

de esclerocios. La identificacion de los factores ambientales que pueden influir sobre la
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diferenciacion morfologica pueden ser utiles para el disefio de estrategias de control para la
colonizacion de semillas péspergillus

La importancia de derminar cepas productoras de esntios tipo S, L 0 no productoras
puede explicarse debido a que estas dstag de resistencia presentan germinacion
esporogénica con lo cual un eventual control de la infeccion pre-coseshfladeisen los
cultivos donde las aflatoxinas son un problefep mani, algodényequerira practicas
agrondémicas disefiadas a reduaiirmportancia de los escleios como fuente de indculo
primario (Wicklow, 1983). Los 3 tipos de cegaseden diferenciardaciimente en cultivo,

y la incidencia de cada una plgeproveer una estimacion rapid la toxigenicidad de la
poblaéén deA. flavus(Cotty, 1997). La toxigenicidad de la poblacionAleflavusen el
campo puede ser un importante daefeante del grado de prockién de aflatoxinas dentro

de cultivos. Al igual queara el sur de EEU(Cotty, 1997), la toxigenicidad promedio de
las poblaciones dA. flavusdifiere significativamente a través de las areas agroecoldgicas

analizadas para la Argentina, commbéén dentro de cadana de ellas.

Los quimiotipos establecidos por Vaamomdel. (2003) estan representados en las
areas analizadas, con excepcion del quimiolip¢aflatoxinas pero no CPA) que no se
observo en ninguno de los 278 aislamientdasdisdos. El 79% produce aflatoxinas y el
98% CPA, siendo la produccién dste ultimo mas uniforme que de aflatoxinas, solo 6
cepas han sido registradas como no produstdeaCPA, no para Cadoba y cinco para
Corriertes (Tabla 2.5), estos resultados swnilares a los observados en otros estudios
(Horn & Dorner, 1999; Geiseat al.,2001). El hallazgo de cepas Aeflavusproductoras
de CPA en semillas de mani justifica el estudio de la ocurrencia natural de este metabolito
(por si mismo) en mani cosechado en la Argentina. También seria de interés la
investigacion de otros tipos de alimentos derivados destinados a la alimentacion animal
para determinar la presencia y prevaia de hongos productores de CPA vy la
contaminacion natural cd@PA de los mismos.

El 84% de los aislamientage la zona manisera d&rdoba produce aflatoxinas,
mientras que para Formos8alta y Corrientes los pmntajes son 85, 86 y 67%
respectivamente (Fig. 2.6). Déotal de cepas aflatoxig&as, el 79% pertenece al

guimiotipo |, lo cual concuerda con registiaes otras partes delundo para aislamientos
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de A. flavusde suelo y diferentes cultivasomo maiz y algodén (Setamet al., 1997,
Cotty, 1997; Horn & Dorner, 1999; Barresal.,2003).

Las cepas productoras de AFB y AF@&1%) resultaron mas frecuentes en las
provincias de Cérdobg Salta, este tipo ha sido registoapara paises como Tailandia,
Australia, Bénin y Argentina (Hesseltieeal.,1970; Saitcet al.,1986; Blaneyet al.,1989
Cotty & Cardwell, 1999Vaamondeet al.,2003), nunca en Estados Unidos, Japén u otro
pais del Hemisferio Nogt(Cotty & Cardwell, 1999Horn & Dorner, 1999; Kumedet al.,

2003). En Corrientes no se observaron aigatos con este pfd de produccion de
aflatoxinas, lo que concuerda y demuestra la relacion existente entre las cepas S y este
patrén de producciode aflatoxinas.

A. glabrata fue en la Unica especie d&rachis donde no se aislaron cepas
productoras de aflatoxinasjientras que los aist@entos procedentes d& correntina
fueron es su mayoria productores de CPA, aahf@a del resto de daespecies y zonas.

Boyd y Cotty (2001) observaron que epericarpios de leguiones deProsopisspp, la
incidercia de aislamientos aflatoxigénicos fue significativamente mayor en otras
legumnosas del mismo sitio, indicando questo puede ser consecuencia de una
composicion inadecuada de nutrientes o la poégele algin compuestohibitorio para la
biosintesis de alfatoxinas. Serian necesarios mas aislamientos para verificar si esta
tendencia continua y si efectivamente estas especies de mani producen algun metabolito de
seleccion que favorezca a las cepas atoxigénicaé.diavus Por el contrario, los
aislamientos provenientes de las hojasAdeburckartii y A. hipogaearesultaron todos
aflatoxigénicos. Teniendo en cuenta estaréifeia entre especiesste estudio sugeriria

que la variable temporal en este casoafectaria a las poblaciones en cuanto a sus
caracteristicas toxigénicas. Orwhal. (1997) en un estudio de dafos de poblaciones de

A. flavusde diferentes campos observaron que péganos la varisle temporal fue un

factor que influia significedvamente a la composicion de& poblacidbn mientras que para

otros la variable mas influyés resulté ser el suelo mmdiciones climaticasnas que la
rotacion de cultivos. En Corrientesstudiosque se estan llevando a cabo en la actualidad
muestran queak cepas S no son aisladas en esta zona (Paoeirgerg, sin importar el

ano.
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Al comparar mani nativo y cultivado como sustratos pafivuspuede observarse
que los aislamntos procedentes de hojasplentas nativas resuttan ser en un 69.7% de
los casos pmuctores de CPA solamenteste porcentajese encuentra altamente
influenciado por losaislamientos deA. glabrata (sitio 12), sustrato a partir del cual se
obtuvieronmas aislamientos d&. flavus Pero aquellos aislamientobtenidos a partir de
hojas de plamis fueron en un 100% capacespdeducir aflatoxinasAsi mismo, aquellos
aislamientos obtenidos de semillas de plantas cultivadas presentaron un perfil de
produccion ma variado que el daislamientos provenientes tejas (Fig. 2.8); el 61.5%
fueron produtores de AFB, el 23.1 % no produgdlatoxinas ni CPA y el 5.4 % restante
solo produjo ®A. Estas diferenas entre aislamientos provenies de diferentes especies
de mani comdambién de difeentes 6rganos geriria quela capacidad toxigénica se ve
influenciada por el susti@ y que las poblaciones de flavusasociadas a las semillas son
diferentesa la sde la parte aérea y que a su vez difieren entre las espebiasiue

La fundon de las aflatoxinas y su rol adajivo esté aun siendo debatido (Demain & Fang,
2000) con lo cal la obseracion de aislarentos deA. flavusaflatoxigénicos y no aflatoxigénicos
igualmente capaces de infectar cultivos sudigles sigue sin poder ser explicada (Cotty, 1989).
Ehrlich et al. (2005) estimaron que la produccion de aflatoxinas.effavus A. parasiticusy A.
nomiusse ha rantenido por lo menos durante 10@lones de afios sugiriendo por lo tanto que
tendrian algun alor adaptativo. Bilgramet al. (1988) postlaron que lgproduccion de aflatoxinas
se mantiene en la naturaleza por competern@dn otros microorganismos y por exposicion a
condicionesd ecrecimiento sub-Optimas (altamgeratura, pH bajo ypocos nutrientes). Si
extrapolamos ¢as observaciones para este estuididicarian que las condiciones de la parte aérea
de las plantasedeccionarian a aquellos aislamties productores de aflatoxinas debido a que la
temperatura emas alta que en el suelo, y los nelities que estarian disponibles sobre la superficie
de las hojas serian diferentes o estarian emomgroporcion que en la semilla, la cual ha sido
registrada comsustrato natural d&. flavus(Hill et al.,1983; Dieneet al.,1987; Kokalis-Burrelle
et al., 1997). B estrés hidrico acomparfiado por tempead elevadas durante el desarrollo de la
semilla promuee la invasion poA. flavusy subsiguiente contaminacion de las semillas con
aflatoxinas (Hill,et al.,1983; dneset al.,1980; Klich,et al.,1984). Como este estudio es el primer
registro sobre aislamientos obtdos de hojas cultivadas y de plantas nativas serian necesarios mas
aportes deest etipo con andlisis fisiolégicos cparando disponibilidad de nutrientes entre las

especies dArachis entre hojas y semillas, relaciéoncfactores climéticos, suelo, etc.
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La asociacion positiva entre la produoti de esclerocios y aflatoxinas que
observamos en este estudio coincide cansoautores que postalague las aflatoxinas
tienen una funcién cor@tionada con los esclerocios y daebiosintesis de aflatoxinas y
morfogénesis de los esclerocios estan inemi@nadas (Wicklow &hotwell, 1983; Trall
et al.,,1995a; Changt al.,2001; Calvcet al.,2004). Esta asociacion esnfirmada por los
estudios de compatibilidad vegetativa, en los cuales los aislamientos que conforman un
grupo de compatibilidad determinado comparten el mismo fenotipo en cuanto a la
produccion de esclerocios y aflatoas (Bayman & Cotty, 1993; Howet al.,1999; Pildain
et al.,2004). El incremento de la produccion de tas coincide con el decrecimiento en el
tamafio de los esclerocios, se sugiere queadistacion puede ser causada por competencia
por un sustrato comun como el acetato (Calval.,2004).

En la Argentina la incidencia de cegagroductoras de AFB y AFG varia desde 7.5
hasta un 30%, todas aisladas a partirsemillas de mani o swelde campos donde se
cultiva mani (Vaamondeet al., 1995; Pildainet al., 2004; Barroset al., 2005). En
aislamientos realizados a pade maiz no se observo laepencia de este tipo de cepas
(Nesci & Etcheverry, 2002). En Estados idlbs s6lo han sido registradas cepas S
productoras de AFB (Horn & Dorner, 199€@arwell & Cotty 2002), sin embargo en
Nigeria, Tailandia, Australia y Benin, laspas S registradasegentan un patron de
produccion de aflatoxinas que incluye las de tipo B y G (Hesseltimle 1970; Saiteet al.,
1986; Blaneyet al.,1989; Cotty & Cardwell, 1999). Toda&stas cepas “atipicas” han sido
aisladas en paises del hemisferio Sur odmirajo del Tropico d€ancer, los resultados
obtenidos en este estudio miten establecer que para el toante Americano, éstas estan
presentes al menos entre 22° y 34° de latitud Sur.

Las cepas S productoras de AFB o AFB y AFG han sido denominadasAcomo
flavus var. parvisclerotigenuSaito y Tsuruta (Saito & Tsurytd993 y establecidos como
especieA. parvisclerotigenugSaito y Tsuruta) Frisvad y Samson (Friswddl., 2005),
ambos basados en un tipo no productor datedinas tipo G. Estudios moleculares
realizados con cepas de flavusde diversa procedencia geografica (Geiseal., 1998;
Tran-Dinh et al, 1999; Geiser, et al., 2001) indican que las cap S productoras de
aflatoxinas de tipo B y G y CPA forman saobgrupo que debe sexconocido como una

nueva especie. Las caracteristicas particulares de producciéon de esclerocios y perfil
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toxigénico establecido para los aislamientos incluidos en el presente estudio permiten
sugerir queA. parvisclerotigenusse encuentra presente en la Argentina, aunque es
necesario comparar caractédas genéticas, morfolégicas bioquimicas entre nuestros

aislamientos y el tipo de la espe para arribar a una conclusion.

Los resultados de este estudio apomaevos datos sobtas poblaciones da.
flavus de la Argentina, asociando caractemsrfolégicos y toxigénicos de las cepas
aisladas con las posibles diferencias agroectdSgile las diferentes areas geograficas de
las cuales provienen los aislamientos. Se han tenido en cuenta caracteristicas de las cepas
que estan estrechamente relacionadas caongaminacion potencialel mani con las
toxinas producidas por esta especie fungicgiada, tales como leapacidad toxigénica y
la produccion de estructuras desistencia sefialadas conmaportante fuente de indculo
primario. Ademas se analiz6 el potencial g@iico de aislamientgsrovenientes plantas
nativas silvestres, donde la contaminaciéon aflatoxinas permanece inexplorada,

pudiendo resultar un importte reservorio de hongos aflatoxigénicos.

CONCLUSIONES PARCIALES
e flavusproductores de esclerocios tipo L son los mas frecuentemente aislados

a partir de plantas nativas y cultivadas de mani en la Argentina.

e La incidencia de las cepas S estaria relacionada con climas secos con
elevadas temperaturas. La humedad relativa alta y las precipitaciones no

favorecen el establecimientde este tipo de cepas.

e La formacion de esclerocios no estaria afectada por la espetradaes a
partir de la cual se aisla, pero si del érgano y los factores climaticos como la
luz y fluctuaciones rapidas de temparatque favorecen el desarrollo de los
mismos. La oscuridad no favoreceria la formacion de esclerocios, por lo cual

en las semillas de ma las poblaciones d&. flavustienen mayor frecuencia
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de cepas no productoras de esclemqgoe aquellas semidlay 6rganos que

se desarrollen en el espacio aéreo.

Las poblaciones dé\. flavus de nuestra zona migera son altamente
toxigénicas. El quimiotipo mas frecuenes el I, aunque también se

encuentran el Il y el IV.

La importantisima frecuencia de produetode CPA justifica el estudio de

la ocurrencia naturae este metalito.

Las poblaciones aflatoxigénicas de flavus se ven influenciadas por el
sustrato, como una posible consecugmi@ una composicion inadecuada de
nutrientes o la presencia de algun pomsto inhibitorio para la biosintesis

de aflatoxinas.

Las aflatoxinas tendrian un rol addpta relacionado con la competencia
con otros organismos y expasic a condiciones de crecimiento

inadecuadas.

La produccion de esclerocios y aflatoxinas esta positivamente relacionada.
Todos los aislamientos tipo S produddfB y AFG vy viceversa, este tipo de

cepas deberian consideracseno una nueva especie.
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INTRO DUCCION DE LA SECCION
Técnica de analisis de compatibilidad vegetativa (VC)

En Aspergillus la determinacion de la reaccién de compatibilidad, que da como
resultad un heterocarionte estable, es decdifileteccion visual por lo quee autilizan
mutantes deficientes en la asimilacién de diferentes fuentes de nitrdgeher{frentados
en cajagde Petri. Estos mutantes son seleccionados en un medio con cloratagembe
selectivo donde se desallaran sectores de crecimient@ido que podran ser identificados
y aislados (Papa, 1986aman & Cotty , 1991hb).

El mecanismo de accién del clorato es todavia incierto y puede diferir de organismo
en orgaismo. Se ha propuesto gekclorato es transformadmr la nitrato reductasa en
clorito, el cual es un compuesto toxicagp#a célula (Aberg, 1947 en Cove, 1976a). Sin
embar@, a través de estudios llevados a cabé.emdulansse determind que la actividad
catalitica de la nitrato reductasa estaria involucrada en gsticeso y que probablemente
jugaria algun papel en la mediacion de beadiolad del clorato, dado que algunos, pero no
todos los mutantes deficientes la mencionada enzima, smsistentes al clorato. Cove
(1976a), Correlkt al. (1987) y Bayman y Cotty (1991pjoponen que las células capaces
de redudai nitrato a nitrito generalmente reducen clorato a clorito, el cual es toxico y las
envenena. Mientras que la&®lulas incapces de reducir o iasilar nitrato, no seran
envenenadas por el clorito.

Sin embargo, existen otros criterios gespecto a la acciéon del clorato. Klittich y
Leslie (1988) en un estudio solffesarium moniliformgSheld.) emend. Snyd. & Hans.,
afirman que el mediano tiene por qué ser el causade las mutaciones por si mismo.
Postulan que deben existir mecanismos gemétique generevariaklidad, brindando a la
polacion del patdgeno la capacidad de adaptarpresiones de seleccion. Tal vez, el
estrésambiental, como el crecimiento em medio toxico, induzca el movimiento de
elenmenos transponibles, qumusarian la elevada freceen de mutaciones espontaneas
observaas erf. moniliforme

En Aspergilluslos tres tipos de mutante&- mas comunes que peeden identificar
son: niaD, nirA y cnx Los mutantes del tipoiaD carecen del gen estructural de la nitrato
reductasa. Los mantes del tipairA carecen de una proteina necesaria para la sintesis de

la nitrato y la nitrito reuctasa. Los mutantes em@ho de los varios lo@nx carecen de la
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produccion de un cofactor portador de molibdeno, necesaridgaraato reductasa y la
xantinadehidrogenasa (Bayman & Cotty, 1991b) (Tabla 3.1).

Los tres tipos de mutantes crecen con caracteristicas morfolégicas de tipo salvaje en
presencia de amonio: micela@reo profuso, de crecimientépido, color caracteristico de
la especie y produccion de cdias. En presencia de nitoalos mutantes desarrollan con
caracteristicas particulares: aeiio sumergido en el mealide cultivo, crecimiento lento,
hialino y con escasa o ruproduccia de conidios.

Al confrontarse los mutantes de dos cepas incognitas en medio de cultivo que
contiene nitrato como fuenie nitrégeno, las cepas cortipbes formaran una zona de
crecimiento de tipo salvaje, capaz de asimilar el nitrato, en la interseccion de las dos
colonias, dode ocurre la complementacionbitto a la anastomosis de hifas (Horn &
Greene, 1995). Sin embargo, en el caso decspgas incompatibles, la fusién de hifas
genera la muerte de la okl heterocaritica (Leslie, 1993)/o que se observa como una

linea & rechazo en la region de interseccion.

Tabla 3.1: Tipos de mutantesit-, funciones y caracterizacion*.

Crecimiento®

Locus Funcion NH: NO; NO, HPX
niaD Gen estructural de la niR - = &
nirA Gen de la via reguladotte la sintesis de nf noR + - - +
cnxABC
cnxE o
Genes que controlan lagatuccion de un cofactor gu
cnxF . + - + -
contiene M8
cnxG
cnxH

*Modifi cado de Kilittich y Lelie (1988); Novas (2000).

®En todos los casos el medio de cultivo es Czapek-Dox con distintas fuentes de nitrogeamadsi; NQ:
nitrato; NQ;: nitrito; HPX: hipoxantina

PniR: nitrato reductasa

‘noR nitrito reductasa

Mo: molibdeno

OBJETIVOS PARTICULARES
Utilizar la técnica de compatibilidad vegetativa (VC) para:
e Registrar mediante la identificaciéon de @Qa variabilidad genética de las cepas

aisladas de muestras de mani de Zasas de Corrientes, Formosa y Salta y
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comparar los VCGs que se obtengan con los de Cérdoba, ya establecidos por Novas
y Cabral (2002).

Registrar mediante la identificacion de @€ la variabilidad geética de las cepas

con caracteristicas atipicgsclerocios pequefios y/o productoras de aflatoxinas B y
G y CPA provenientes de Argentirfystralia, Africa y Estados Unidos).

Comprobar si existe coraaion entre VCGs y el patron de micotoxinas producidas
enA. flavus(particularmente entre las gpeesentan un patron atipico).

Comprobar si existe correlaciéon entre VCGs y caracteristicas morfologicas de las
cepas dé\. flavusen esudio.

Comprobar si existen difencias genéticas entre las cepas proveniedies
diferentes sitios de muestreo.

Identificar el origen clonal o no de ladadentes cepas aisladas, y particularmente

de aquellas con patnes diferentes.

HIPOTESIS

La estructura poblacional d& flavusde cad una de las regiones agroecoldgicas
depende de caracteristicas climaticas, agroculturales y factores fisicos como la
altura y la latitud.

Los miembros de un VCG comparten el mispatron de produccion de esclerocios

y aflatoxinas.

Las cepas atipicas de flavusde la Argentina no son vegetativamente compatibles
con aquellas proveenmtes de Bnin, EEUU y Australia.

La cepas atipicas da. flavus presentan una variabilidad genética propia y no
conforman VCGs con las cepas tipicas.

Los aislamientos dé. flavusde la Argentina son muwyariables con respecto a la

compatibilidad vegetativa, el nimero de VCGS interregionales es bajo.
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MATE RIALES Y METODOS

Para la obtenciobn de mutantesit, estudios de autocompatibilidad vy
establecimientos de VCGs se utilizaron cepaé.déavusaisladas de muestras de mani de
las zonas de Formosia=40), Saltarf= 118) y CorrientesnE 90). Una vez caracieada la
estructura poblacional de cada una de estas aeegesalizaron estudiae VC incorporando
las 25 cepas de la zona margsde Cérdobaittilizadas poNovas y Cabral (2002) quienes
estableieron 14 VCGs (Tabla 3.2).

Las cepas d@. flavusatipicos (esclerocios S yqauctoras de AFB, AFG y CPA)
aislados de las distintas regiones agroecoldgicas de la Argentina caracterizadas por VC se
compararon con otras cepas atipicas proveesede Australia, Africa y Estados Unidos
(Tabla 3.3).

1. Aislamiento de posibles mutantesit
Para este paso y todos losteosres, salvo excepciones ggeexplican en el texto,
utilizamos cajas descartables de 6 cm de diametro.

Para la obtencion de mutantesse utilizaron 2 técnicas:

A) Se siguié la metodologipgropuesta por Bayman y Cot{{991a). De cada
aislamiento se inocaton conidioforos dé\. flavus,a partir de cultivos en tubos pico de
flauta,en cajas de Petri de 6 cm de diameta medio de cultivo Cz-Dox gue se afadié
25¢/L ke clorato de potasio. Los cultivos ieubaron a 30°C en oscuridad durante 7 — 10
dias.

La morfologia de los sectores mutantessiste en miceliescaso conformado por
hifas muy ramificadas con relativamente poammidios. Los margenes de la colonia
aparecen irregulares y festoneados con sectbe crecimiento rapido. Esta morfologia es
tipica de crecimiento en medicon poco nitrogeno (Cove,976a). En contraste, el
crecimiento tipo salvaje en Cz-Dox es macmas conspicuo, con celio profuso, alta
produccion de conidios y margerdes colonia mucho mas uniformes.

Una vez transcurra el tiempo de incuba@n se seleccionaron bajo lupa las zonas
de crecimiento rapido y con unauga fina se tomo la menor dalad de puntas de hifas de

los sectores de crecimiento rdpi De este modo se tratd dislar un Unico mutante y de
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evitar interferencias por cr@oiento de un micelio ocultelo otro. Por ejemplo que un
mutante del tipmiaD ocultara la presencia de oimA o uncnx

Los sectores auxotrépicos se trangforea cajas de Petri conteniendo Cz-Dox.
Luego de una incubacién de 7 dias, las cakmon fenotipo mutamtse transfirieron a
cajas de Petri conteniendo-Opx para su caracterizacion y a cajas conteniendo Cz-Dox
con tatrato de amoni@n una concentracion de 0.9 g/lrgpasegurarnos un buen desarrollo
de micelio y de que el posibleutante obtenido sea un mutamnie debido a que el cultivo
se reako en un medio rico en amonio donelenitrogeno se encuentra disponible para
cualquier tipo de mutantat.

Las cajas se incubaron a 30°C y oscutidasta observar desarrollo de micelio.

Posteriormente se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.

B) Se siguidé la metodologiaropuesta por Bayman y Cot{}1991a) con las
modificaciones de Cotty (1994). La metodologgla misma salvo poel medio de cultivo
utilizado para la obtencion de mutabét es Cz-Dox al que se afiadid 25¢g/L de Clorato de
potasioy 50 mg/L de rosa de bengala, quf no ajustado. Este medio fue formuladoapa
obtener mayor proporcion de los distintos mutantes.

La otra modificacién efectuada es que ludgada seleccién bajlupa de las zonas
de crecimiento rapido que se generaron en el primer paso, éstas son transferidas a cajas de
Petri conteniendo Cz-Dox con IYhgde Clorato de potasio para estabilizar los posible

mutantes que se obtuvieran.

2. Clasificacion de los mutantesit

A partir de colonias desalladas en cajas conteniendo amonio como fuente de
nitrégeno, se transfgron pequefos fragmentos de micelio a cegasmedio Cz-Dox que
contenian diferentes fogesde nitrégeno: nitrato (N§), nitrito (NO,) e hipoxantina. El
nitrato y el nitrito se afladieron como salde sodio en una concentracion 0.3g/l y 0.7g/L
respectivamente y la hipoxantina en 0.1g/L (Papa, 1986).

Para esta instancia se utilizaron cajas de Petri de 14cm de diametro divididas en 16

sectores cada una de manera de podactesizar 16 posibles mutantes por caja.
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Las cajas se incubaron por 7 dias a 36ACoscuridad. Luego de este periodo se
clasificaron los mutantes comurA, niaD y cnx segun su capacidad de crecer en los
distintos medios analizado@abla 3.1). Los mutantesit obtenid@ se conservaron en

heladera a4°C en cajaslé’etri con m edo d e cultivaCz-D ox hata su utilizacion.

3. Reconocmiento de los heterocariontes

3.1 Edudio de autocanpatibilidad

Se ealizan apareame ntos entre ldfferent es clases de mutantes de la misma cepa
para establecer si existe autogmtibilidad. Paresle mutantesnirA x niaD/ cnX se
siembran enplacas con Cz-Dox a 2cm destli ancia entrg se incubaiCadB@ante 21
dias La compaibilidad o complementacion se visualizaom o una zona d recimiento
denso, tipo salvaje, generalmeatmmpafiado de la formacion egclerocios en la zona de
contacto (Fig. 3.1). Unaez quse seleccionaron los mutastautocompatibles (1 par
/cem), se cutivaron en CzDox y se toman cinplugs con sacabocado estéril de cada
una de las colonias y fueron colocadosegpendorfs de2m | coeniendol ml de agua
destilada estéril. Losppendorfs rotulados con el tipo mheitante, nombre de cepa y fecha
de cultivo fueron almacenados en heladeraC @géra su conservaciode esta manera se

tratd de martener la estabildd genética de los mutantes obtenidos (Smith y Onions, 1994).

3.2 Estudio de compatibilidad vegetiva entre las distintas cepas

Las confrontaciones para el establecimiento de VCGs se realizaron en todas las
combinaciones posibles mediante el procedmaienencionado en @lunto anterior. Cada
uno de los pares de mutantes autocdibjgs de cada cepa se confrontdé con el
complementario de otra cepa (ajitA de cepa A comia D de cepa B, yiaD de cepa A
connirA de cepa B). Cada uno de los mutantesoéecaron en 4 puntos separados entre si
por una distancia de 1.5cifFig. 3.1). Los aislamientogue complementaron en los
enfrentamientos fueron asgds al mi siECG. Cuando se geraba un nuevo par de
aislamientos complementarios, estos eran enfrentados con todos los miembros de VCGs
previamente establecidos.
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Al confrontar los parede mutantes btuvimos los reultados por duplicado. Todas
las reacciones positivas y laseqesultaron onfusas fueron repetidas parverificacion, en

estes casos ealizamos triplicados y cuadriplados.

4. Establecimiento de los VCGs

En funcion de los resultados obtenidss establecieron $ogrupos de cepas
pertenecientes a diferentes VCGs.

Se analizeon los VCGs para cada zona agroecoldgica por separado y luego se
realizaron las confrontacies entre los mutantes autocompatibles de todas las zonas
estudiadas (Cordoba, Formosa, Salta grri€ntes). Ademas se®btuvo el indice de
diversdad genética, definideomo el cociente entre el nimero de VCGs dividido el
namero de cepas autocompatibtetales (Horn y Greene, 199%ra cada zona y para toda
el area manisera analizadaeste estudio para nuestro paidemas se comparo utilizando
VC a las cepas atipicas de flavusaisladas en la Argeneincon otras provenientes de
Australia, Benin y Estados Unidos.

Previamente al enfrentamiengntre cepas de las difates regiones se comj®
gue losmutantes autocompatibles de cada region siguieran sietwmanpatibles. Este

paso se repitid para cada una dedepas las veces que fuera necesario.

Figura 3.1.Enfrentamiento de mutantag deA. flavusen para determinacién de grupos
de compatibilidad vegetativa (VCGS).

Las placas fueron fotografiadas luego de 15 diasalbation. Las lineas de crecimiento miceliano robusto
entre mtantes nit indican reacciones compatiblesfEmutantes autocompatibles del aislamiento LLF9
(Al=cnx A2=niaD) y LLF40 (B1=cnx B2=niaD), pertenecen a diferentes VC®s.formacion del
heterocarionte entre aislamieatautocompatibles LLF9 (Alenx A2=niaD) y LLF8 (B1=cnx B2=niaD),
pertenecientes al mismo VCG.
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5. Andlisis estadistico

El porcentaje de los muttes niaD, nirA y cnx fue estadisticamente analizado
usando un disefio de ANOVA de un factor, sdguile la prueba dminima diferencia
significativa (LSD) paraseparaciao de medias R= 0.05). Los analisis estadisticos se
realizaon utilizando el programa Statistix for Windows, version 2.1 Analytical Software.

Tabla 3.2. Grupos de compatibilidad vegetatiympduccion de esclerodoy quimiotipos
deA. flavusde la zona manisera @rdoba (Novas y Cabral, 2002).

a

Cem Esclerocios Quimioti VCG AislamientoNCG
po

M35N1A - v
M34N2 - Y
M15N3 - I
M11N1 v
M11N1X v
M12N1 I
M6N1

M32N1
M38N1
M29N1
M32N4
M38N3
M35N2
M36N1
M3N1X
M22N3
M36N2
M2N1

M10A

M10N3
M11N3
M14N1
M14N2
M29N3 - I
M40N1 S Il

Siglas adjudicadas para los aislamientos diéavusde la zona de Cérdoba.
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Tabla 3.3.Cepas dd\. flavusatipicas provenientes de Araia, Benin y Estados Unidos.

Cepa Quimiotip8 Origen

A3? Il Kingaroy, Australia

A13% Il Kingaroy, Australia

A19° \Y Colston Lake, Australia
A31% \Y; Colston Lake, Australia
Bno8® [ Colston Lake, Australia
Bn26" [ Benin, West Africa

Bn38® [ Benin, West Africa

Bn40° [ Benin, West Africa

La25° I Yuma Valey, Arizona USZ
Ms22° I Yuma Valey, Arizona USZA
70ss2 I Yuma Valey, Arizona USZA
12ss? I Yuma Valey, Arizona USA

%Cepas cedidas por el Dr. J. P8IRO Division of Food Science and Tecnology, North Ryde Australia.
®Cepas edidas por el Dr. P. Cotty, Department of Plant Sciences, University of Arizona, EEUU.

RESULTADOS
1. Obtencién de Mutantes
1.1 Aidamiento de los posibles mutantes

El desarrollo del micelio d&. flavusen el medio selectivo es lento, sumergido y
hialino. A partir de 7 dias de incubacion estufa a 30°C, se observaron sectores de
crecimiento rapido en los bordds crecimiento de la coloniaunque en algunas cepas el
tiempo necesario para que la sectorizacion fuera visible fue de 10 a 15 diaseEsires
consisen en micelio sumergido formado pofdsi separadas entre sbon muy bajo grado
de esporulacion. Estas caratdticas indican el posible desarrollo de un mutaiite

Se efectué la comparacion entre las dos técnicas descriptas para aislamiento de
posibles mutanteson las 40 cepas d& flavusde Formosa. De cada una ds tajas de
Petri cbnde se observo sectorizaej se tomaron 4 sectoresyouenotipo parecia mutante
y se siguid el protocolo correspondientefiahl se contabilizé el nUmero de cepas que
sectorzaron y los mutantes obtenidos. Lgpesiencia se realizpor duplicado. Con la
primera técnica (Cove, 1976; Bayman y Coft991a) sectorizaron 17 cepas en el primer
ensayo y 15 en el duplicado, lo que dgporcentaje promedio del 40%, obteniéndose 30 y

28 mutantes respectivamentenauna efectividad del 60.5% en promedio. Para la segunda
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técnica (Cotty, 1994) sectorizaron 23 y 24agpando un porcentaje promedio de 59%,
obteniéndose 70 y 68 mutantes respectivan@rieun porcentaje promedio de efectividad
del 74%. En vista de esta diferencia se utiliz6 para todas las cepaflalaisde todas las
zonas la técnica modificada por Cotty (198dn rosa de bengala y un pasaje por clorato
15%.

La mayoria de las colonias de flavussectorizan a los 7 dias, aunque algunos
aislamientos no pudieron dizarse debido a que nunca se obtuvo sectorizacion y fueron

excluidos del analisis poblacional.

1.2 Clasificacionde los mutantes

De las 248 cepas utilizadas (FormosadiaSg Corrientes), en 12 no se observo
sectorizacion y en 72 no se obtuvieron al metos tipos de mutantes con los medios
utilizados, en la mayoria de loasos el mutante que se obtuvo figeD. Para 42 cepas se
obtuvieron al menos dos tipos de muégnpero no resultaron compatibles.

De todasds cepas donde se logro qusateollara algun tipo de mutante, gD
fueronlos mas frecuentes£ 1295) mientras que 307 fueron clasificados comé y 151
como cnx Los mutantesnx resultaron ser muy buenos tiges en las confrontaciones
debido a su bajo grado de esporulaciéon ja dormacién de hetecariontes de clara
visualizacion. Para que la obgacion del heterocarionte skamas clara posible, un buen
mutante pradetamente no deberia formar cdims. Sin embargo, en los casos en que la
obtencion de alguno de los tipos de mutanéssilté muy dificil, se usaron los mutantes
con los que se contaba.

El patrén de frecuencias de los mutantes obtenidos se repiti6 para cada una de las
zonas analizadas (Fig. 3.2). pbrcentaje total de mutantesaD fue significativamente
mayor(P< 0.05) que el dairA y cnx mientras que el porcentaje wieA con respecto al de
cnx también fue significativamente mayd?<( 0.05) (anexo pag.V). La frecuencia de los
tres tipos de mutantes en tedas zonas puedesumirse comaiiaD> nirA> cnx aunque
para Fomosa y Salta no hubo diéncias significativas entilas frecuencias de mutantes

nirA 'y cnx (anexo pag.V).
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Figura 3.2. Porcentajes de mutantagD, nirA y cnx de aislamientos da. flavusde la
zonas agroeddgicas de Formosa, Salta y Corrientes.

80 715 75 73.2 H NiaD
NirA
Cnx

% mutantesnit

DN D

Formos Salta Corriate s

zona agroeol6 gica

2. Esudio de autocompatibilidad

La formacion del heeroc arionte se observa comoauin ranja de crecimiento tipo
salvag. Esta frang produce micelio aéreo, una gran cantidad de conidios y en ocasiones
escleocios, cuando se trataedun a caractdigle las espeies ¢ onfrontadas i@ . 3.1). La
inconpatibilidad, por el cordr io, se visuaiz omo una actke  contactosm®m  cimiento
de micelio (Fig. 3.1).

Para la gran mayoria de los arsientos se obtuvieror8-4 mutantesnit
autocompatibles, aunque hubo casos en losguabtuvierorsiete 0 mas. La combinacién
mas frecuente fueniaD-nirA. Cuando se disponia de sn@le un par de mutantes
autocompatibles se seleccioaquella combinacion donde lasutantes produjeran menor
namerode conidios y la formacién deéterocarionte fuera rapida y clara.

En algunos de los casos, cuando setiéefpa experiencia para corroborar los
resultados, algunas de las confrontaciones resultaron neggst@asoincidié con cambios
fenotipicos en alguno de los dos mutantepresados como aumento de la esporulaciéon y
del micelio aéreo. No obstante, consateos el primer resultado como positivo.

Para el area agroecoldgica de Formosa se obbuvieutantes autocompatibles para 25 de los 40

aislamientos, mientras que para Salta 51 de 118 yJmar&ntes de las plantas cultivadas 29 de 57 y para las
nativas 17 de 33.

Para cada zona agroecoldgica se tratd0 de obtener el mayor niumero de mutantes

autocompatibles posibles, paepresentar la variabilidad gdiwa de la zona, teniendo en
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cuenta el numero de aislamiesitdel que se partio. Perobit#o a que la técnica es muy
laboriosa, para el lapso deempo de esta tesis no se alcanzé a obtener los mutantes

autocampatibles para toddas cepas de estudio.

3. Estudio de VC entre las distintas cepas

3.1 Formosa

De los 40 aislamientos anaidos para la zona de Farsa se obtuvieron mutantes
nit de B de ellos, los otros 2 no produjeron sectaoiiey fueron retiradoslel analisis. De
estos 38 aislamientos, 7 s6lo produjeron Ua 8po de mutante y 6 progeron mas de un
tipo pero no fueron autocompatibles. Losuleados de las confrontaciones entre los 25
aislamentos autocompatibles de flavusobtenidos para la zona de Formosa se muestran
en la Tabla 3.4.

Las 25 cepas dk. flavusanalizadas para esta za®adistribuyeron en 16 VCGs. 11
cepas no mostraron ser compatibles camguma otra cepa (VCGs S a Cl1) y 14 se
agruparon con 1 o mas cepas. Los VCGsfregsientes fueron el VCGN y el VCGO con 4
aislamientos cada uno y el indide diversidad genética pdararmosa resulté ser igual a
0.64 (Tabla 3.4).

Todas las cepas integrantes de un mis@a pertenecen al mismo quimiotipo y
ademas todas comparten la capacidad o nprdéucir esclerociosAl igual que para
Cordoba, no se observo ninguin VCG que incluyera cepas Sy L. Los VCGs R y C1
guedaron conformados por cepai$picas (productoras de esclerocios S, AFB, AFG y
CPA).
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Tabla 3.4.Resultados de las doantaciones entre las cepas autocompatibles davus

de Formosa.
Cepd Escleo ciod Quimioti VCG Aislamiento/ VCG
po’

LLF8 L | N

LLF9 L | N 4
LLF25 L | N

LLF36 L | N

LLF3 ND | (@]

LLF17 ND | (0] 4
LLF22 ND | (0]

LLF35 ND | O

LLF14 L | P 2
LLF40 L | P

LLF5 ND v Q >
LLF30 ND v Q

LLF37 S I R >
M5N9 S Il R

2LLF1 ND \Y} S 1
LLF7 L v T 1
LLF10 L | U 1
LLF13 L v V 1
LLF15 ND | W 1
LLF21 L | X 1
LLF16 L | Y 1
LLF18 L v Z 1
LLF33 ND v Al 1
LLF34 L | Bl 1
LLF39 S Il C1 1

Siglasadjudicadas para los aislaem

°L: esckrocios >400pum de diametr S : esclerocios <400um de diamé&tm;

nuestra condiciones de cultivo.

tosAddlavusde la zona de Forrsa.

: produccidetaotd

°Quimiotipo I:AFB y CPA; II: AFB, AFG y CPA; IV: ® A (Vaamondet al.,2003).
YDesignacion de los VCGs corretiva con la de NovasC  abral (2002).

3.2 Sulta

ada bajo

Se dtuvieron mutartes autooapatibles para 50 cepas de flavis de Salta.

Mientras que 43 cepas soélo produjeron un $iplo de mutante, 6 produjeron mas de un

tipo pero no fueron autocompatibles y 9 cepasectorizaron en clorato. Los resultados de

las confrontaciones entre los 50 aislamientos autodiligmgdeA. flavusobtenidos para

esta zona, se muestran en la Tabla 3.5.

Las cepas donde se obtuvieron mutantéscampatibles se distribuyeron en 40

VCGs, siete de los cuas presenta mas deaislamiento y los restantes estan compuestos

s6lo pa una cepa (Tabla 3.5). Los VCGsLDE1 y F1 incluyen el mayor numero de

aislamientos, tres cada uno, y todosrestanformados por cepas atipicasAddlavus Los
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VCGs G1, H1, I1 y J1 estan compuestos ¢as aislamientos cada uno y los VCGs K1 a
Q2 solo por un aislamiento. El indice deatsidad genética pa&alta es igual a 0.8.

Al igual que para los VCGs de Formosaglas las cepas que integran un mismo
grupo comparten el mismo quimiotipo, mienttage para la capacidao no de producir
esclerocios resulté diferente para los amskentos de los VCGs H1 e I1, donde puede
obsenarse aislamientos producés y no productores. Ademasiglial que para Cérdoba y
Formosa, no se encontré ningun VCG que incluyera cepas Sy L.

Las cepas que conformaron el VCG G2N® y T3N21) (Tabla 3.5) fueron luego
re-evaluadas en la Seccion 4 de esta tesis y clasificadasfcaamoarii.
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Tabla 3.5.VCGs conformados pdos aislamientos dA. flavusde la zona de Salta.

Cepd Esclerociod Quimiotip VCG' Aislamiento/ VCG
OC

TIN20 S 1l D1

TIN31 S Il D1 3
T1N33 S Il D1

T1N21 S 1l El

TIN35 S Il El 3
T3N44 S 1l El

T4AN18 S Il F1

TAN32 S Il F1 3
T4N35 S Il F1

T2N4* ND v Gl 2
T3N21* ND [\ Gl

T1N7 ND | H1 5
T3N9 L | H1

T3N24 L \% 11 2
T3N27 ND [\ 11

TAN33 S Il J1 2
T4N50 S Il J1

T1N13 ND | K1 1
TIN15 L | L1 1
T1N17 ND [\ M1 1
T1N34 S Il N1 1
T3N4 L | 01 1
T3N6 ND [\ P1 1
T3N8 L | Q1 1
T3N11 L | R1 1
T3N15 L | S1 1
T3N20 ND | T1 1
T3N23 L | Ul 1
T3N25 ND | Vi 1
T3N26 ND | W1 1
T3N28 L | X1 1
T3N33 ND [\ Y1l 1
T3N34 S Il Z1 1
T3N53 L | A2 1
T4AN1 L | B2 1
T4N2 L | C2 1
T4AN4 ND | D2 1
TANS L | E2 1
T4NG6 L | F2 1
TAN7 L | G2 1
T4AN13 L | H2 1
T4N14 L [\ 12 1
T4AN16 S Il J2 1
TAN25 ND | K2 1
T4N29 ND | L2 1
TAN34 S 1l M2 1
TAN39 L | N2 1
T4N47 L | 02 1
T4AN49 ND | P2 1
TANS2 L | Q2 1

2Siglas adjdicadas par#os ais lamientos ée flavusde la zonale Salta.
bL: escleroios >400pmde diametro; S: esclecio s <400pm dém

cultivo.

etro; ND: produccion no detettajdanuestras condicione

°Quimiotipol: AFB y CPA; Il : AFB, AFG y CPAI V: CPA (Vaasnde et al.,2003).
YDesignaadn de los VCGs corelativa con la deNo vas y Cabra2002 )y Pildairal.(2004).

“T2n4, T3N21 pertenece a la espeche tamarii (Seccion 4).

3.3 Corrientes

Se obtuvieron mutantest de 80 de los 90 aislamientosAleflavusobtenidos para
la zona de Corrientes, los 10 restantes fueron retirados ddloega que no produjeron

s de
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sectoresnit en clorato. De estos 80 aislamient@d solo produjeron un solo tipo de
mutante, 13 produjeron mas de un tipo perduspon autocompatibles y los 46 restantes
resultaron autocompatibles. Los resultados de lagauationes entre los aislamientos
autocompatibles se muestran en la TablaBr6ésta se indica el resultado final y no los
tipos de mutantes y nUmerosmeatantes quee manejaron.

Las 46 cepas dA. flavusanalizadas para esta zona (29 de mani cultivado y 17 de
mani nativo) se distribuyeron en 11 VCGs, @atecuales estuvieron conformados por mas
de una cepa (VCG R2 a W2) y los 5 restantes solo por una cepa (VCGs X2 a B3). Los
VCGs que incluyeron mas aislamientos fuesdnR2 y el S2 con 19 y 9 aislamientos
respectivamente. Los aislamientos procedentes de plantas cultivadas de mani se
distribuyeron en 5 VCGs, siendb mas frecuente el VCG R2 con 19 cepas. Mientras que
los aislamientos de las plantaetivas conformaron 6 VCGs, ttes cuales el VCG S2 fue el
gue incluyé mayor numero de cepas- Q).

El indice de diversidad getiga para Corrientes resulé@r igual a 0.24. Si se toman
en cuenta los aislamientos de mani cultivado por un lado y los de mani nativo por otro, el
indice resulante para cad@po de aislamiento dA. flavusdependiendo el sustrato es de
0.17 y 0.35 respectivamente (Tabla 3.6).

Como puede observarse en la Figura 32MEBGs conformados por cepas aisladas
de plantas de mani cultivadas no formaron parte de los VCGs de cepas de plantas nativas y
viceversa. Ademas no se observd ningun VCGigakiyera aislamientos procedentes de
diferentes especies dg@achisnativas, asi aquellos grupasncmas de un aislamiento como
S2, U2 y W2 quedaron formadg®r cepas provenientes ée glabratay A. correntina
respectivamente. ds grupos R2 y T2 presenta aislamientos denanies cultivados y
dentro de ellos puede observarse a cepas proveniente tamojadeomo de semilla.
Ademas, quedaron incluidos aislamientos dieerentes campos ya que en R2 hay
aislamientos de Empedrado (Bgn Luis del Palmar (SLP), San Miguel (SM) y Bella Vista
(BV) (Tabla 3.6).
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Tabla 3.6.VCGs conformados paislamientos d@. flavusde plantas nativas y cultivadas
de mani dela zonde Corrientes.

Cepd Esclerocb & Quimi  VCG®  Aislamiento/ VCG Origen

otipo®
SLP1 L I R2 hojaA. hypogaea
SLP6 L I R2 hojaA. hypoagea
SLP3 L I R2 hojaA. hypoagea
SLP L I R2 hojaA. hypoagea
SM2 L I R2 hojaA. hypoagea
SM4 L I R2 hojaA. hypoagea
SM5 L I R2 hojaA. hypoagea
SM8 L I R2 hojaA. hypoagea
SM13 L I R2 hojaA. hypoagea
BV3 L I R2 19 hojaA. hypoagea
BV4 L I R2 hojaA. hypoagea
BV6 L I R2 hojaA. hypoagea
BV7 L I R2 hojaA. hypoagea
EH2 L I R2 hojaA. hypoagea
EH6 L I R2 hojaA. hypoagea
EH8 L I R2 hojaA. hypoagea
EH13 L I R2 hojaA. hypoagea
EF8 L I R2 semila A. hypogaea
EF11 L I R2 semila A. hypogaea
M12H1 L v S2 hojaA. glabrata
M12H3 L v S2 hojaA. glabrata
M12H7 L v S2 hojaA. glabrata
M12H8 L v S2 hojaA. glabrata
M12H11 L v S2 9 hojaA. glabrata
M12H13 L v S2 hojaA. glabrata
M12H14 L v S2 hojaA. glabrata
M12H17 L v S2 hojaA. glabrata
M12H20 L v S2 hoja A. glabrata
SLP3 L I T2 hojaA. hypoagea
SLM4 ND I T2 hojaA. hypoagea
SLP5 ND I T2 5 hojaA. hypoagea
SM10 L I T2 hojaA. hypoagea
EF5 ND I T2 semila A. hypogaea
M12H2 ND \% u2 hojaA. glabrata
M12H5 ND \% u2 3 hojaA. glabrata
M12H6 ND v U2 hojaA. glabrata
EF1 L Vv V2 semila A. hypogaea
EF3 ND Vv V2 3 semila A. hypogaea
EF7 ND Vv V2 semila A. hypogaea
M9H19 ND I W2 > hojaA. corr entina
M9H23 ND I w2 hojaA. correntina
M2H1 L I X2 1 hga A. villosa
M6H15 ND I Y2 1 ho jaA. villosa
M9H24 ND I Z2 1 hojaA. corr entina
EF10 L \ A3 1 semila A. hypogaea
EF13 L I B3 1 semila A. hypogaea

Siglasadjudicadaspa ra los slam ietos d&. flavusde lazo na @ C orrietes.

P _: e lerocios>400pm de diametro; S: esclerocios=400um de diametro; ND: producciénno detetada bajo
nuestras condicio esdcultiv o.

°Quimiotipo I:AFB y CPA; II: AFB, AFG y CPA;IV : CPAY aao ndet d., 2003).

YDesg naciérde lo s \CGs correlativa con la deNov as y &b ral20 02) yiRlaiat al. (2004).
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Figura 3.2.0rigen y frecuenciade los aislanientosda. flavus que componen distribuidos
en los VCGs establecidos pdaazona de @ten de

fA hoja Av
20 Ohoja Ac

Nhoja Ag
15 - Esemilla Ah

W hoja Ah

N° aislamientos

R2 S2 T2 U2 V2 W2 X2 Y2 Z2 A3 B3
VCGs

Av: A. villosg Ac: A. correnting Ag: A. glabratg Ah: A. hypogaea

Al igual que para las otsazonas analizadas, todas las cepas integrantes de un
mismo VCG pertenecen al mismo quimiotiponexcepcion del VCGU2 donde dos de los
aislamientos pertenecen alimiotipo V y el restante al quimiotipo IV. En cuanto a la
capacidad de producir esclerocios, los VCB2 y S2 se caracterizaron porcluir
aislamentos que producen esclerocios tipanlientras que los VCGT2 y V2 presentaron
aislamientos productores y nooductores bajo las condicionds este estudio. y ademas

todas comparten la capacidadpieducir o no esclerocios.

4. Estab lecimiento de VCGs d@. flavusen la Argentina

Una vez establecidos los VCGs para acabna agroecoffica se procedié a
enfrenar cada cepa autocompatible obtenida para una zona con las otras caracterizadas para
las demas areas. Asi los 146 aislartie autocompatibles obtenid@b de Formosa, 50 de
Salta, 46 de Corriges y 25 de Cdordobae distribuyeron en 78 VCGspresentantes de la
diversidad genética d&. flavuspresentes en las zonas maraseEl indice de diversidad

de VCGs pard. flavusproveniente de semilla y hojde mani resulté igual a 0.53.
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Tabla 3.7. Cepas déA. flavusaisladas de semillas y hojas de mani cultivado y hojas de
mani nativo, representativas dellaersidad de VGs en la @ana manisera de la Argentina.

VGCG Cepd Quimio Escleroc® Origerf Afio' | VGCG* Cepd@ Quimio- Escleroc® Origerf Afio'
-tipo® tipo®
R2 SLP1 | L S. L. Palmar CO 2006 V2 EF3 \% Empedrado CO 2005
SLP6 I L S. L. Palmar CO 200p EF7 \ Empedrado CO 2005
SLP8 | L S. L. Palmar CO 200 D M36N1 I L Matorrales CD 1993
SLP9 | L S. L. Palmar CO 200 M3N1X | L Gigena CD 1993
SM2 I L S. Miguel CO 2005 E M22N3 I S Manfredi CD 1993
SM4 | L S. Miguel CO 200§ M36N2 Il S Matorrales CD 1993
SM5 | L S. Miguel CO 200§ P LLF14 | L Las Lomitas FO 2001
SM8 I L S. Miguel CO 2005 LLF40 | L Las Lomitas FO 2001
SM13 | L S. Miguel CO 2004 Q LLF5 \% Las Lomitas FO 2001
BV3 | L B. Vista CO 2005 LLF30 \Y . Las Lomitas FO 2001
BV4 | L B. Vista CO 2005 R LLF37 Il S Las Lomitas FO 2001
BV6 | L B. Vista CO 2005 M5N9 1l S Rio IV CD 1993
BV7 | L B. Vista CO 2005 F1 T2N4 \Y Tartagal SA 2001
EH2 I L Empedrado CO  200p T3N21 v Tartagal SA 2001
EH6 | L Empedrado CO  200p Gl TAN33 | S Tartagal SA 2001
EH8 | L Empedrado CO  200p T4ANS50 I S Tartagal SA 2001
EH13 I L Empedrado CO  200p W2 M9H19 | ltati CO 2004
EF8 | L Empedrado CO  200p M9H23 | Itati CO 2004
EF11 | L Empedrado CO  200p F M2N1 | L Holmerg CD 1993
S2  Mi12H1 1% L Empedrado CO  200¢ G M10A | L Manfredi CD 1993
M12H3 \% L Empedrado CO 200§ H M10N3 I L Charras CD 1993
M12H7 \% L Empedrado CO 2004 | M11IN3 | V. Rosario CD 1993
M12H8 \Y, L Empedrado CO 200§ J M14N1 | Las perdices CD 1993
M12H11 \Y L Empedrado CO 200§ K M14N2 | Las perdices CD 1993
M12H13 \% L Empedrado CO ZOOﬁ L M29N3 | V. Ascasubi CD 1993
M12H14 1% L Empedrado CO 200 M M40N1 I S Oncativo CD 1993
M12H17 v L Empedrado CO 200§ S LLF1 v Las Lomitas FO 2001
M12H20 \Y L Empedrado CO  200p T LLF7 \% L Las Lomitas FO 2001
N  LLF8 | L Las Lomitas FC 2001 u LLF10 I L Las Lomitas FO 2001
LLF9 | L Las Lomitas FC 2001 \Y LLF13 \% L Las Lomitas FO 2001
LLF25 | L Las Lomitas FC 2001 \W LLF15 | Las Lomitas FO 2001
LLF36 | L Las Lomitas FC 2001 X LLF21 | L Las Lomitas FO 2001
TIN7 | Taratagal SA 2001 Y LLF16 | L Las Lomitas FO 2001
T3N9 \Y L Tartagal SA 2001 Al LLF33 \Y, Las Lomitas FO 2001
A M35N1A v Ticino CD 1993 B1 LLF34 I L Las Lomitas FO 2001
M34N2 I La Carlota CD 199 H1 TIN13 I Tartagal SA 2001
M15N3 | Carnerillo CD 1993 11 TIN15 | L Tartagal SA 2001
M11N1 1% V. Rosario CD 1993 J1 TIN17 v Tartagal SA 2001
M11N1X \% V. Rosario CD 1993 K1 TIN34 I S Tartagal SA 2001
B M12N1 | L G. Cabrera CD 1998 L1 T3N4 | L Tartagal SA 2001
M6N1 I L Rio IV CD 1993 M1  T3N6 1% Tartagal SA 2001
M32N1 I L Alejandro CD 1993 N1 T3N8 | L Tartagal SA 2001
M38N1 | L Colazo CD 1993 o1 T3N11 | L Tartagal SA 2001
M29N1 I L V. Ascasubi CD 199 P1 T3N15 I L Tartagal SA 2001
T2  SLP3 I L S. L. Palmar CO 200b Q1 T3N20 I Tartagal SA 2001
SLP4 | S. L. Palmar CO 200p R1 T3N23 | L Tartagal SA 2001
SLP5 I S. L. Palmar CO 200p S1 T3N25 I Tartagal SA 2001
SM10 I L S. Miguel CO 20094 T1 T3N26 I Tartagal SA 2001
EF5 | Empedrad6O 2005 Ul T3N28 | L TartagaBA 2001
o LLF3 | Las Lomitas FO 200} V1 T3N33 1% Tartagal SA 2001
LLF17 I Las Lomitas FO 200} W1  T3N34 Il S Tartagal SA 2001
LLF22 | Las Lomitas FO 200} X1 T3N53 | L Tartagal SA 2001
LLF35 I Las Lomitas FO 200} Y1 T4N1 I L Tartagal SA 2001
Cl LLF39 Il S Las Lomitas FC 2001 Z1 T4N2 I L Tartagal SA 2001
T1N20 1l S Tartagal SA 2001 A2 T4N4 | Tartagal SA 2001
TIN31 Il S Tartagal SA 2001 B2 T4N5 I L Tartagal SA 2001
TIN33 Il S Tartagal SA 2001 c2 T4N6 I L Tartagal SA 2001
C M32N4 Il S Alejandro CD 1997 D2 TAN7 | L Tartagal SA 2001
M38N3 I S Colazo CD 199 E2 T4N13 I L Tartagal SA 2001
M35N2 I S Ticino CD 1993 F2 T4N14 v L Tartagal SA 2001
VA LLF18 1\ L Las Lomitas FC 2001 G2 T4AN16 Il S Tartagal SA 2001
T3N24 vV L Tartagal SA 2001 H2 T4N25 I Tartagal SA 2001
T3N27 1\% Tartagal SA 2001 12 T4N29 I . Tartagal SA 2001
D1  TIN21 Il S Tartagal SA 200} J2 TAN34 1l S Tartagal SA 2001
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TIN35 Il S Tartagal SA 200 K2 T4N39 I S Tartagal SA 2001

T3N44 Il S Tartagal SA 200 L2 T4N47 | L Tartagal SA 2001
E1 T4N18 I S Tartagal SA 200 M2 T4N49 | Tartagal SA 2001

T4N32 Il S Tartagal SA 200 N2 T4N52 | L Tartagal SA 2001

T4N35 Il S Tartagal SA 200 X2 M2H1 [ L Colén ER 2004
U2 M12H2 \Y Empedrado CO 20 Y2 M6H15 | P. I. Libres CO 2004

M12H5 \ Empedrado CO 200 z2 M9H24 | ltati CO 2004

M12H6 \Y, Empedrado CO 200 A3 EF10 \ L Empedrado CO 2005
V2 EF1 \Y L Empedrad€O 2005 B3 EF13 [ L EnpedradoCO 2005

8Grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCGS) asignados utilizando mutdantiesacuerdo a Cove (1976) y
modificaciones de Cotty (1994). Designacién de los VCGs correlativa con la de Novas y Cabral (2002) y
Pildainet al.(2004).

®Siglas adjudicadas para los aislamientoAdiéavusde la Argentina utilizados en este estudio.

°l: Quimiotipo I:AFB y CPA; Il: AFB, AFG y CPA; IV: CPA (Vaamondet al.,2003).

9.: esclerocios >400pum de diametro; S: esclerocios <400pm de diametro; ND: produccién no detectada bajo
nuestras condiciones de cultivo.

®Ubicacion de las 4 regiones productoras de mani en la Argentina. CD: Cordoba; FO: Formosa; SA: Salta ;
CO: Corrientes.

'Afio de cultivo y aislamiento.

- | VCGs que incluyenislamientos de mas de una zona agroecolégica.

De 78 VCGs totales soOlo cuatro incluyen cepas de mas de una zona agroecoldgica.
Los VCG N, Zy C1 se encuentran conformados por cepas de Formosa y Salta, y el VCG R
presenta cepas de Formosa y Cérdoba. No se observé ningin VCG que incluyera cepas de
Corrientes junto con cepas de otras zowsas)o tampoco otro que incluyera cepas de
Cordoba y Salta. Lo VCGs N y Z presentasianientos productorete esclerocios tipo L
y con quimiotipo |y IV respectivamente, mientras que los VCGs R y C1 cuentan con cepas
tipo S y con quimiotipo Il. No se encontré ningin VCG que incluyera cepas Sy L.

Las 26 cepas dA&. flavusatipicas se distribuyeram 13 VCGs dando un indice de
diversidad igal a 0.5, mientsaque las cepas tipicas Ae flavus(quimiotipo I, IV o V,
productoras de esclerosidipo L 0 no productorasncluidas en los 68 VCGs restantes

presentaron un indice muy similar, igual a 0.57.

5. Cepas atipicas de Argentina, Australia, Ben y Estados Unidos

Las 26 cepas atipicas da. flavus (quimiotipo Il y esclerocios tipo )S
autocompatibles caracterizadas para la Argenfliadla 3.7 se confrontaron con cepas
provenientes de otros paiséfabla 3.3 dando como resultado 25 VCGs, los 13
establecidos para la ArgentiiBabla 3.7 mas 12 VCGs con un solo aislamiento cada uno

correspondiente a cada cepa proveniente e patis. No se conformé ningan VCG que
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incluyera cepas de diferentes paises. Ademadscepas provenientes de Estados Unidos,

Australia y Benin no fueron compatibles entre si.

DISCUSION

Los estudios de VC en lArgentina son escasos, pafa flavus éstos se han
enfocado principalmente en aisigentos de la zonaanisera de Cordob&l primer trabajo
realizado fue de Novas y CabfaD02 seguido por el de Barrat al. (2005, los cuales
aportan resultados muy similares en cuanto a diversidad de VCGs vy relacion entre cepas
tipicasy atipicas de la especiEste es el primer trabajo dorskeaborda el estudio de VC
de aislamientos de\. flavus provenientes de semillas de mani de diferentes zonas
agroecolégicas, como también la comparacién de aislamientos procedentes de distintos
organos de la planta y de especies nativaArdehis Ademas el presente estudio permite
relacionar la produccion de micotoxinas, ewmbéws, diversidad genética, origen

agroecoldgico y sustratos de los aislamiento&.d&vus

Al igual que en estudios previos, se ob&wgn al menos dos tipos de mutantes en la
mayoria de las cepas de flavus aunque muchas de éstadideon ser descartadas del
analisis por no cumplir el requisito de autocompatibilidad. De las mencionadas cepas se
obtuvo mayormente sélo mutantesD y por lo tanto no se pudieterminar si son 0 no
autocompatibles. Horn y Gree(995 aislaron al menos dos tipoe mutantes de todas
las cepas a excepcion de dastamarii, Bayman y Cotty19910 descartaron 15 cepas de
un total de 105, mrmras que Fileyet al. (1995 reconocieron 157 cepas a las que no
pudieron asignar a ningun VCG por la caiarde mutantes complementarios.

En el caso donde se obtuvo al menos dopsstide mutantes diferentes para un
mismo aislamiento, y éstos no resultaron cdibfes, la falta deeomplementacion podria
deberse a una mutacion doble. Un argumentonali®#o es que la sistencia al clorato
resultara en la inactivacion del mesamo de la asimilacion del nitrat@ove, 1976a;

Cove, 1979 Gordon y Okamot@1991) observaron incompatibilatl entre cepas de.
oxysporumpertenecientes al mismo VCG. Segun estos autores, la necesidad del uso de
mutantes que nos permita Ve&sualizacion del heterocariontatroduce la posibilidad de

gue resulten interaccios@egativas entre los marcadonéizados, como consecuencia de
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mutaciones que no complememtaun cuando dichas cepas en su estado salvaje pudieron
ser compatibles. Concluyen que una reaccion negativa en una combinacidmaes
suficiente para decidir si daepas son 0 no compatibles. La forma de evitar los falsos
negativos es realizando todas taombinaciones posibles con las Brookeret al. (1997)
obtuvieron cepas deolletotrichumCorda cuyos mutantes eran incapaces de complementar
con ninguno de los otrosit derivados de la misma cepalgunos mutantes formaban
heterocariontes con sélo algunas de las cepas compatibles. Ante las dificultades que estos
resultados representan paraastudio poblacional, estos autores postulan la necesidad de
desarrollar ursetde testigos para cada cepa, los esigleben presentar un rango amplio de
compatibilidad. Ademas sefialan que deberian realizar confrontaciones con varios mutantes
derivados de cada cepa.

Como en nuestro trabajo realizamosrayor cantidad de confrontaciones posibles
entre todas las cepas, y en numerosos casliEzamos mas de un mutante disponible,
consideramos que disminuimos la posibilidad de falsos negativos. En varios trabajos se
observo la existencia de cepas autoincompat{lesrell et al.,1987; Jacobsen y Gordon,
1990. Estas cepas dificultan el analisisutg poblacion dado que poeden ser asignadas
a ningun VCG. Sin embargo, dichas cepas podsé potencialmentdiles en técnicas de
ADN recombinante o en trabajos de contb@bldgico, cuando seetesita que la cepa
liberada sea incapaz de formar unehecarionte con otra de la poblaci@roker et al.,

1991).

Segun Correlket al. (1987, los mutantes que presentan un escaso crecimiento en
hipoxantina, denominadosnx para las especies d&spergillus son los testigos mas
confiables en estudios de VC y sugieren el aislamiento deleiestos mutantes para cada
cepa como medio para evitar falsos negati®as.embargo, como sefsd6 anteriormente,
son dificiles de obtear por esta técnicglittich & Leslie, 1988; Horn & Greene, 1995
Estas observaciones coincidesndo que concluimos sobretedipo de mutante. Por un
lado, el mutantenxes el que mejor se detecta visualieeya que es el que presenta menor
grado de esporulacion pero, por otro lado, es el que se aislé en menor proporcion. Horn y
Greeng(1999 realizando comparaciones de todosridsdentificados dentro dA. flavus
A. parasiticusy A. tamarii reconocieron que las frecuencdss los tres tipos de mutantes
fueron significativamente diferentes y con@ron que el nUmero de mutantes de cada tipo
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obtenidos por esta técnica es el siguientaD>nirA>cnx Nuestros resultados sobfe
flavus concuerdan con estas observacionesmgtanismo por el cual se encuentran
diferencias entre aislamientos en cuantodahero y tipo de mutantegie se obtienen no ha
sido emontrado. Se ha sugeridpe podria estar relacionadoncel tamario fisico de los
genes o que algun loci puede ser siéceptible a la mutacion que ot(ditich & Leslie,
1988. También, Korolev y Katan (1997 relacionaron esta diferencia &ferticillium
dahliae Klebahn, con la edad del cultivg las condiciones de preservacion y
almacenamiento del aislamiento.

Las 146 cepas analizadas que resultmmmpatibles se agruparon en 78 VCGs.
Estos valores dan una diversidael 0.53, similar al olesvado por Papél986 y Horn y
Greeneg(1995 quienes para diferentes zordiess EEUU obtuvieron un valor de 0.5 y 0.69
respectivamente. En un trabajo realzalurante los afios 1987, 1988 y 1989 en un campo
de algodon en ArizonéEEUU) se detectd que la diverad de los VCGs durante el
periodo en el cual se llevd a cabloestudio, oscilo entre 0.15 y 0.88ayman & Cotty,
1991h, comprobando de esta manaqae la diversidad tambiées variable en escala
temporal. La alta dersidad genética dA. flavusde este estudio de CV, puede estar
indicada también por la gran cantidadw@Gs que incluyen solo un aislamieri&b de 78
VCGs totales, Tabla 3)7 De los resultados obtenidos mmestro estudio observamos que
la poblacion de SalteD.8) es mucho mas variabtpie la de Corriente®.24), y que los
indices para érmosa y Coérdoba son muy similar@s64 y 0.56 respectivamenteEsto
permitiria sugerir que la variabilidad depende de la zona agroecoldgica y del afio que se
analiza, ya que las muestrds Salta y Formosa provienele la cosecha de 2001 y sus
indices son diferentes, mientigge los aislamientos de Glaba y Corrientes se realizaron
en diferentes afos y los indices también setindds. El indice de dersidad genética para
Salta es mucho mayor que el@érdoba, el tamafio de las dosas productoras de mani es
muy diferente, siendo el area misera en Cérdoba mucho masemsa que la d8alta. Este
resultado muestra que un aregyeia puede estar integrauta individuos genéticamente
distintos, lo que apoya lasmclusiones de Bayman & Coiii©91b.

Solo 4 VCGs resultaron s conformados por cepds diferentes regiong3abla

3.7), 2 VCGs que agruparon cepas atipicassydos restantes cepas tipicas productoras de
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esclerocios tipo L. Ninguna cepa provenienlie Corrientes fue compatible con otra
proveniente de otra regiora distribucion de los VCGs no presenta ningun patréon
geogrdico claro, Papd1986 sugirid que cuantas mas muestras se tomen a través de una
amplio rango geografico es esperable quehms mas VCGs sean detectados y que los
miembros de alguno de los VCGS puedanremtapliamente dispersos. Estos VCGs que
incluyen aislamientos de drentes regiones agroecologicagrgsentan genotipos idénticos
sugieren un componente clonal mugrtie dentro de estos linajg¢bc Alpin et al.,2005.

De acuerdo con Horn y Dorn€t999, en un estudio realida con aislamientos da.
flavusde suelo de diferentes estados de EEMd& miembros de los VCGs interregionales
podrian haber divergido unos d&os pero mantener los missalelos que controlan la
VC. Sin embargo la baja frecuencia de VCGs interregionales sugiere que fuerzasaselectiv
enA. flavuspueden ocurrir en respuesta a un multitud de pardmetros ambiéHtalest

al., 1996. Orumet al.(1997 postularon que la temperatucandiciones de suelo, horas de
luz, historia de cultivos, meles de insectos, frecuendi® precipitaciones y practicas
agroculturales pueden io#nciar las poblaciones de flavus Asi los mismos factores que
influirian en las frecuencias de las especiedsf@ergillus(Seccion 1 pag. 52 - 55), como
también en los porcentajes depas productoras de aflsittas y esclerocios (Seccién 2,
pag. 75 - 77)en el campo podrian actuar ademasestdwrariabilidad intraespecificdeA.
flavus.

El clima de las zonas analizadas esrdifee, siendo la zonde Corrientes la mas
hameda (Tabla 1, Seccién 1). Para la zona seamide Cordoba k@mperatura media es
inferior con respecto a lasras zonas analizadas, y el promedio de precipitaciones es
similar a los de Formosa y Salta (Tabla 1Skccion 1). Las latitude otro parametro
asociado a la variabilidad eA. flavus donde estan ubicadassl@reas maniseras son
diferentes como también las practicas agroculturales. El cultivar que se utiliza en Corrientes
es distinto al de las otras zonas, y el tip@alévo en forma de "huerta” que se observa en
esta zona requiere de practitatalmente distintas a lasra$ zonas donde el mani es un
cultivo extensivo. Estas comparaciones, como i@meél resto de los pametros en los que
difieren las zonas, permiten sugerir nprgliminarmente que lavariabilidad poblacional

de A. flavus en nuestro se veria afectada pocatjunto de estos factores, sugiriendo un



131

aislamiento reproductiviBosland & Williams, 198y Sin embargo, las fuerzas selectivas

que favorecen el éxito de las diferentes cepas permanecen sin conocerse.

Con respecto a los aislamientos Aleflavus provenientes de ghtas nativas de
Arachis este estudio constituye el primer st a nivel mundial donde se analizan
genéticamente las poblacionesAldlavusasociadas a plantas no cultivadas. Boyd y Cotty
(200D realizaron un devamiento dé\. flavusasociado #&rosopisspp., analizando sélo la
capacidad toxigénica de estos aislamientos y la posibilidad de que estos arboles actien
como reservorios y fuentes sifigantes de hongos productords aflatoxinas. El estudio
mas similar que hallamos en la bibliografia consultada es el realizado porefahn
(1994 sobreF. oxysporumaislado de plantas silvestres de clavel en Israel. Estos autores
sugieren que el cultivo y domesticacion tiersdactos cualitativos y cuantitativos en las
poblaciones de ese patdgeno, pudiendo resatiacambios poblacionales a través del
cultivo, favoreciendo la constitucion de ciertos clones paatieal Nuestras observaciones
sobre A. flavus de Arachis nativas, parecen indicar que el sustrato determina las
poblaciones d@. flavusasociadas. De esteondp, a partir de este estudio surge la pregunta
sobre la relativa importancia de la Cla especializacion de hospedantesferflavus
como contribucion a la divergeia genética y al valor adaptativo, asi como también si los
genes que gobiernan la VC estariatamonados con los de la patogenicidad.

Horn et al. (1996 postulan que la altaliversidad de VCGs encontrada en
poblaciones dé. flavuses similar a la diversidad identificada en cepas no patogénicas del
suelo correspondientes & oxysporum(Gordon & Okamoto, 1991 Por el contrario
muchas poblaciones die oxysporumpatogénicas de plantasgpentan una diversidad de
VCGs relativamente baja. Espmdria ser el resultado de \antaja selectiva de algunos
VCGs en su espeaifidad de hospedaniBosland & Williams, 1987; Larkiet al., 1990,

0 con respecto de alguna cepatipatar introducida de otra regigiKatan et al., 1989.

Horn et al. (1996 sugieren a través de la edela diversidad encontrada Anflavus que
ninguno de los VCGS estaridaptado selectivamente paravadir los cultivos bajo
condiciones de campo. La mayor presion decs&n sobre esa espegyodria ocurrir en
respuesta a un gran numero de parametrosia®s necesarios f@auna invasion al

hospedante. El alto grado de producciéon decestios y de aflatoxinas, entre las agple



132

A. flaws indicarian que estos caracteres podriansetectivamente ventajosos bajo las
condicones del sudoeste de Georg&UU).

Algo para tener en cuenta es que los resl@e diversidad no son consistentemente
superiores para hongos que presentarodecion sexual en comparacion con aquellos
que no la presentaiCroft & Jinks, 1977; Correket al.,1986; Lamondia & Elmer, 1989
Aungue este hecho, en parte pudiera ser consecuencia de diféipogede muestreos
entre los estudios, sugerirfae las especies asexualeshd@gos son sorprendentemente
diversas(Bayman & Cotty, 1991 De esta manera la heterocariosis y la parasexualidad
(recombinacion mitética 0 somatica) serian procesos importantes en la variabilidad de las
formas anamorficasque carecen de reproduccion saxubrindando la diversidad
intraespecifica observaéa los estudios d&. flavus por ejemplo (Glast al.,2000).

Dentro de las poblaciones éspergillus los VCGs pueden ser considerados como
series de clones derivados de un ancestomun que luego se han dispersado y
diferenciado (Croft & Jinks, 197). Esta nocion de clonalidads sustentada por la
asociacion de caracteres morfologicos y produccion de toxinas en VC&sfldeus A.
parasiticusy A. tamariiencontrada por Horet al. (1996. Bayman y Cotty1993 usando
la técnica de RAPD confirmaron la estrecha relacion entre cepAs ftivusdentro de
VCGs. Jacobsen y Gordoh990 obtuvieron resultams similares ef. oxysporum

De nuestros resultados surge que tddascepas integrantes de un mismo VCG
perteneen al mismo quimiotipo y companteademas, la capacidad o no de producir
esclerocios. Estas observaciones concuerdan con otuososstionde han asociado a los
VCGs con la produccion daflatoxinas y esclerociofPapa, 1986; Bayman & Cotty,
1991b; Horn & Dorner, 1999). Changt al. (2005) observaron queaislamientos
pertenecientes al mismo VCG tienen idénticasomes de delecién deluster de genes de
biosintesis de aflatoxinas, pegstos patrones también se encuentran en otros aislamientos
de otros VCGs. Estos autores postulan tpge patrones de teidn pueden haberse
formado antes de la divergeacén diferentes VCGs o bien que, secuencias idénticas de
delecién pueden haber ocurrido independi@etge por un mecanismo preciso luego de
que el progenitor haya dirgtdo en diferentes VCGs.

Unos pocos VCGs agruparon aislamientos con quimiotipos diferentes y con

productores o no productores deeeatios (VCGs N, A T2, G y Z) y dentro de éstos, sélo
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un aislamiento presentd drgencia con el resto de los miembros del grupo. Nosotros
suponemos que como la técnica de Filtenboigrisvad (1980) es una técnica rapida y
cualitativa donde la ocrencia de falsos negativos passible debido a que pueden no ser
detectados niveles bajos @geoduccion de aflatoxinas, temaimos errores a causa de la
técnica utilizada con lo cual e&lios de cuantificacion mas prees serian necesarios. En
cuanto a la produccion de esclgos por parte deA. flavus es reconocido que esta
caracterista se da en funcion des condiciones de cultivo (Horat al., 1996) y
aislamientos idntificados en este estudio como no prodestipueden producir esclerocios

en otro medi® en otras condiciones.

En nirguno de los VCGs conformadadsirante el estudio, las cepas Aeflavus
tipicas y atiptas quedaron comprendidas enmismo grupo. Esto concuerda con los
resultados pientados por Bayman y Cott$993), que planteaque, aunque las cepas
estarian estréamente relcionadas con base en sumgbementariedad de ADN, la
ausencia de € entre ellas sugeriria aislaniento genético. Los resultados de este trabajo
verifican la eficacia de la técnica de VC y apoyan la hipdtesis de mantener a estos
organisma c ano especiesdependientes (Geiset al.,2001), teniendo en cuenta ademas
la variabilidadmorfolégica, de producciéde extrolitos y caracteres moleculaf8gccion
4).

Cuando se compararon las cepas S de ¢emtma y otros paises, no se conformo
ninglin VGG antre ellas. Con respecto a las capa&EUU, productorasdlo de aflatoxias
tipo B, es cogruente que no se incluyeran ningun VCG con las cepas productoras de
AFB y AFG, mientras que las otras cepa®vanientes de Austia y Benin, que si
producen ambos tipos de aflatoxinas y fenotipicamente son similares a las de Argentina, al
pertenecer a diintos VCGs se comportan como aislamientos tipicos. dievusdonde la
gran variabilidd genética permite obtener un alto numero de VCGs. Estos resultados se
contraponen @n los obtenidos pard. caelatus por McAlpin et al. (2005) quienes
observaron que el VCG1 comprendia asientos de EEUU y Japdn sugiriendo un
componerd clonal muy fuerte dentro de eéiteaje, como también que los integrantes de
este VCG tendan una habilidd competitiva superior paitiendo adaptarse a diferentes

condiciones \establecerse como el mas freste en regiones tan distantes del globo.
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En el presente estudio se obsaron cinco aislamientos con quimiotipo V (no
productores de aflatoxieani CPA) incluidos en dos VCQ@bB2 y V2). Cepas atoxigénicas
de A. flavusestan siendo utilizadas como uno dg ldopesticidas méasnportantes para
reducir la contaminacion degalddén con aflatoxias (Clevelancet al., 2003). Las cepas
atoxigénicas funcionan excluyendo por competen las cepas productoras de aflatoxinas
del ambiente agricola (Cotét al.,1994). El hecho de que loskimientos queonforman
un VCG presenten el mismo patron de producd@émaflatoxinas puedser de importancia
en el desarrollo de estrategide control biolégico. Geisat al. (1998) indicaron que la
recombinacion tiene importantes implicancias en las estrategias de control bioldgico,
particularmente en la adicién de cepas igtnicas, debido al potencial de cruzamiento
entre las cepas nativas y las introducid&asados en las barrerae incompatibilidad
vegetativa, el potencial para el intercambio genético seria mucho mayor entre aislamientos
dentro de un mismo VCG que entre asilamiedwmsliferentes VCGs. Potra parte Bock y
Cotty (1999) postularon que ako de varios VCGs atoxigéns puede ser mas efectivo
para el manejo de cepas toxigéniagse el uso de un solo VCG, provocando un
desplazamiento superior des productores de aflatoyas y formando comunidades

fungicas modificadas con estabilidad incrementada.

VC ha sido utilizada ampliamente para el establecimiento de la estructura genética
de las poblaciones fungicas, y también camopredictor de grupos cladisticos (Leslie,
1993; Koeniget al, 1997). Algunos estudios que comgar/C y técnicas moleculares
apoyan la validez de los VCGs como caracteres para la estimacion del parentesco entre
miembros de una especie (Bayman & Coi§93; McAlpin & Mannarelli, 1995; McAlpin
et al.,, 2005). Los resultados obtenidos demwsstgue los VCGs son un marcador
multilocular efectivo siendo partiarmente Util para caractesiz estructura genética de
poblaciones dé. flavusen la Argentina, donde el cosy las condicionesle laboratorio
limitan el numero de aislamientgsie pueden ser caracterizag@s métodos moleculares.
Estudios de VC pueden ayudamedir el grado de transégrcia horizontal de genes que

puede ocurrir entre genotipos diferentes o similared.d&avus Un mejor entendimiento
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de la variabilidad genéticalg estructura poblaciones entralentro de poblaciones en el

campo puede revelar la manemnas efectiva de manejatepatdogeno tan importante.

CONCLUSIONES PARCIALES

e La variabilidad genética varia tem poblaciones depdiendo de las
caracteristicas ambientaletemporales y agrolturales, demostrando que
las poblaciones dA. flavusse encuentran en constante cambio temporal y
espacial. Las 4 zonas agroecoldgicasAdgentina estudiadas, difieren en
caracteristicas tales como: temperameia, latitud, alturatipo e historia
del suelo, secuencia de cultivos,veles de insectos, frecuencia de
precipitaciones y practicas culturalés;tores que han sido sefialados como
parametros importantegue pueden determinar leomposicion de las

poblaciones d@. flavus

e Se comprueba una estrecha correlaaotre los VCGs identificados, la
produccion de aflatoxinas y de CPAsi como con la produccion de

esclerocios.

e Las poblaciones da. flavusson muy diversas y s&n afectadas por las
condiciones ambientales de cada regiondikarsidad no estaria relacionada

tanto con la tempolidad como con la regién agroecoldgica.

e La cepas atipicas d& flavusdeberian considerarse como un nueva especie
debido a que presentan una estm&ctpoblacional propia y no conforman

VCGs con las cepas tipicas.

e El bajo numero de VCGs que incluyeepas de diferentes regiones indicaria
gue el genotipo dé\. flavus esta ampliamente disgso, pero las cepas

pertenecientes al mismo VCG son genéticamente idénticas. Estas cepas
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pueden haber divergido urtke otra pero siguen manteniendo los mismos

alelos que gobiernan VC.
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INT RODUCCION DE LA SECCION

La seccionFlavi cuenta con las especies produasode toxinas mas importantes
desde el punto de vista econémico y deiddiumana y animal. Por lo tanto es muy
relevante conocer su taxomia y sugelaciones filogenéticas y toxigénicasielsen &
Smedsgaard, 2003).

La secuenciacion parcial del gen de R-tubulina ha sido ampliamente utilizada en
filogenias moleculares del génerspergillus(Petersoret al., 2001; Vargaet al., 2003)
como se muestra en el punto 4.6 de la intcoafun general de estasts. Los genes de 3-
tubulina son apropiados para estudios gemétioleculares iniciales por varias razones:
estan presentes en todos éagariotas conocidos, tienen niveles de expresion altos y son
regulados a nivel de la estabilidad ddRNA (Yenet al.,1988).

El producto del gen de R-tubulina constit@yerincipal componge estructural de
microtubulos, componentes criticdsl esqueleto nuclear ytaplasmatico necesarios para
la mitosis, meiosis y otros aspectos del desarrollo celular y la movilidad €Bsttd1995).
Las moléculas de tubulina son heterodimegoe constan de dos subunidades globulares
fuertemente unidas llamadagubulina y B-tubulina (Atkins, 1978). En la mayoria de los
organismos la tubulina esta codificada por una familia génica (Aleesdk, 1992) y su
secuencia esta altamente conservada. Esta caracteristica refleja en parte los limites
estructurales impuestos por la gran cantidadgroteinas a lague se unen (Alberest al.,
1992).

El término “extrolito” fue establecido p@amson y Frisvad (200%) partir de su
extensivo estudio utilizando Igeerfiles de metaolitos secundarios fungicos. Un extrolito
es un compuesto quimico liberado al extermoducido durante ldiferenciacion de un
organismo vivo. Los extrolitos son usualmenteretados, pero pueden ser acumulados en
la pared celular o membrana. Todos losra@itos tienen una diribucion taxondémica
limitada, mientras que los introlitos (= metabolitos primarios = metabolitos generales) son
distribuidos ampliamente, ejemplos de introlitos son el ergoesterol para los organismos
fungicos y el oxalacetato en todos loganmismos vivos. Dado que los extrolitos son
liberados al exterior directamte, estan involucrados ertdracciones entre el organismo

productor y cualquier otro orgesmo o el ambiente abidtico.
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Los metabolitos secundarigextrolitos), generalmenteeconocibles como colores
difusibles, colores en el reverse ths ctonias y exudados coloreados, han tenido un rol
especiben la taxonomiatlingica (Samson & Frisvad, 2005).d.oolores, especialmente el
de los conidios, son registrados como pdeda morfologia y pueden ser subdivididos en
melanina y complejos proteisanelanina que daal conidio fangico su forma fisica,
dureza y proteccion de la radiacion y otros @dqy volatiles) quactian frecuentemente
como sefiales ecoldgicas (Wicklow & Wilson, 1986).

En esta seccion se presentan resultadosstiedios morfologicos, moleculares y

toxigénicos que forman parte de un estudio polifasico de la taxonomia de la §¢aadion

Esta seccion del trabajo de tesis fue realizada durante una estancia en los
laboratorios de los Dres. dRert Samson y Jens Frisvad en el Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Holanda Center for Microbial Biotechnology,
BioCentrum-DTU, Technical University of Denmark, Lyngby, Dinamarca,
respectivamente, en el marco de una beca otorgada por la International Union of
Microbiological Societies (IUMS) — UNESCO.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Conocer las relaciones entre las especies de la se&taw, en base a
caractaristicas morfolégicas.

e Obtener el perfil de producci@®e extrolitos de la seccidravi.

e Obtener una filogenia molecular de la secckavi, en base a las secuencias
nucleotidicas parciatedel gen R-tubulina.

e Analizar el grado de correlacion de caracteristicas macro y micromorfolégicas,
produccion de extrolitos y caracterizacion molecular.

e Aportar informacion que pmiita validar o rechazar dapropuestas taxondmicas

tradicionales.
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HIPOTESIS
e Las caracteristicas morfologicas, perfil de producciéon de extrolitosugseacion
parcial del gende R-tubulingonestudios que permiten didcar la takonomnia de la
seccionFlavi.
e A. flavus“atipicos” constituyen una nuewespecie dein o de lacgadnFlavi.
e A.parasiticusll consttuyen una nueva espie dentrale la seced-lavi.
e Existen especies deawnt de la seccidrrlavi que son sinonin® deA. flavus A.

nomiusy A. parasiticus

MATERIALES Y METODOS
1. Cepas utilizadas @ el estudio

Se analizaron un tothde 97 cepas dAspergillus spp.(Tabla 4.1 y 4.2). Los
aislamientos utilizados seobtuvieron del cepario d el Cedmaalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), ell cepario de Center f@ Microbid Biotechnology,
BioCentum-DTU, Technical University of Deniark (IBT), o fueron aislados a partir de
senillas y hojas de mani culaido Arachis hypogaea y hojas de especies autéctonas de
mani (A. Mllosa, A. correnting A. glabratg y A. burkarti) de la Republia Argentina como
se detalla en la Seccion 1. Lespasutilizadasse eligierm en basea surepresentatividad
dentro de la secciorrlavi, grupos de compatibilidasiegetatia (VCGs)deA. flavusy por
haber sido aisladas de diferemthospedantes y zonas agroeggittas dentro dérgentina.
Todas las cepas utiimlas so n preservadas la coleccion del CBS y enABC cult
(alreviaturas de acudo con Holmgren, 1990).

Para la caractemacion morfolégica y el analisis filoge ético se utiliza26rcepas
de Argentina 'y 42 del CBS e IBy para el analisis del perfil @ produccion de évolitos 55
cems de Argentina y & del C BS. Para el analisis de extrdito se utilizaros ggpas de
Argentina para que ewieran representamo®s los grupod e compatibiéid vegetativa
que tuvieran mas de un aisli@mio (Seccion 3), con el objetide comprobasi los grupos
gue se formaron estésociado s a determin  ado perfd dxtrolitos; las 18cepas del CBS
paa el analisis de extlitos fu eron seleccidaa para quéoda s las especiesariedades

dela seccién pudieraser com paradas.
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2. Caracterizacion morfologi ca

Para la caracterizacion morfolégica, los aisientos se inocafon de unacaja de
Petri de 90mm de didmetro conteniendordgeapek extracto de levadura (CYA), agar-
sucrosa extracto de levadura (YES), agar- extracto de malta (MEA) y agar{@/Ana
(anexo pag. | y Il) y se incubaron eéamara de cultivo a 25°C y en CYA a 37°C en
oscuridad. Se analizaron caracteres magr micromorfologcos cuando los cultivos
acanzaron 7 y 14 dias de crecimiento. Los caracteres micromorfologicos (Estipite,
vesicula, métulas, fialidesconidios) se evaluaronolsre 30 observaciosede cada
aislamiento utilizado. Parda inoculacion se partié de ltmos en tubo picode flauta
contenendo MEA, se dm0 coransa una porcion de agar con cultivo y se coloco en un tubo
conteniendo mHa pep tona al 2¢anexo pag. Il) se llevoeortex durante 5 segulos y se

inoculd cada aja de Petri e puntos equidistargg Samsoret d., 2000).
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Tabla 4.1. Aislamierios de la seccion Flavi de Argentim K= 55) utilzados para
caracteizacion morfolégica, analisis de extrolitos y ebtu io filogenético.

Aislamiento® Sustratob Especi¢
M34N2 = CBS 117623 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus
M12N1 = CBS 117622 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus
M6N1 = CBS 117630 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus
M29N3 = CBS 117621 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus
M36N1 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus
M15N3 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus
LLF1 Senilla A. hypogaeaFO, Argentina A. flavus
LLF3 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina  A. flavus
LLF5 = CBS 117632 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus
LLF8 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus
LLF13 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus
LLF14 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus
LLF17 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus
LLF18 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus
T3N6 = CBS 117631 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus
T3N9 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus
T3N24 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus
T4N6 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina A. flavus
T4N29 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus
BV1 HojaA. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
BV2 HojaA. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
SM1 HojaA. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
SLP1 HojaA. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
SLP2 Hoja A. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
M9H4 HojaA. correntina CO, Argentina  A. flavus
EH1 Hoja A. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
M12H2" HojaA. glabratg CO, Argentina A. flavus
M12H5 = CBS 117624 HojaA. glabratg CO, Argentina A. flavus
ESN1 Seritla A. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
ESN2 Sanilla A. hypogaeaCO, Argentina A. flavus
M22N3 = CBS 115635 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus‘atipico”
M32N4 = CSB 117634 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus‘atipico”
M35N2 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus‘atipico”
M40N1 = CBS 117639 SemillaA. hypogaeaCD, Argentina A. flavus“atipico”
LLF37 = CBS 117636 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus‘atipico”
LLF39 = CBS 117633 SemillaA. hypogaeaFO, Argentina A. flavus‘atipico”
T1N20 = CBS 117620 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus“atipico”
TiN21 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus“atipico”
T4N18 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus“atipico”
T4N32 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus“atipico”
T4N33 = CBS 117637 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus‘atipico”
T4N34 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. flavus“atipico”
ESC1 =CBS 117638 SemillaA. hypogaeaCO, Argentina A. parasiticus
ESC2 SemillaA. hypogaeaCO, Argentina A. parasiticus
ESN3 =CBS 117619 SemillaA. hypogaeaCO, Argentina A. parasiticus
M2H5 = CBS 117617 Hoja A. villosa; CO, Argentina A. parasiticus
M9H3 = CBS 117618 Hoja A. correntina CO, Argentina  A. parasiticus
M7H3 = CBS 117610 Hoja A. glabratg CO, Argentina A. parasiticudl
M7H4 = CBS 117611 Hoja A. glabratg CO, Argentina A. parasiticudl
M8H1 = CBS 117612 Hoja A. glabratg CO, Argentina A. parasiticudl
M8H2 HojaA. glabratg CO, Argentina A. parasiticudl
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M8H4 Hoja A. glabratg CO, Argentina A. parasiticudl

M8H5 = CBS 117615 Hoja A. glabratg CO, Argentina A. parasiticudl
T3N21 = CBS 117626 SemillaA. hypogaeaSA, Argentina  A. tamaril

M13H3 = CBS 117616 Hoja A. burkartii CO, Argentina A. caelatus

®Designacion de los cultivos déspergillus el nombre del aislamiento corresponde a la abreviatura del
ndamero de muestra seguido por el nimero del CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, the
Netherlands)en los casos en que los aislamientos fueran incluidos en esta coleccion.
®Los aislamientos de la provincia de Cérdoba fueron obtenidos por Vaaetaaide 995).
‘Los aislamientos descriptos cordo flavus “atipicos”, A. parasiticusll y A. caelatusno pudieron ser
incluidos dentro de una especie ya descripta mediante la observacion de caracteristicas morfolégicas
realizada en la Seccion |.

Aislamientos utilizados para el analisis morfolégico y filogenético.

Tabla 4.2. Aislamientos adicionales de la secciavi (n= 42) utilizados para
caracterizacion morfolégica, andlisis de extrolitos y estudio filogenético.

Aislamientd Sustratob Especi¢
CBS 100927 Celofan; Islas del Pacifico Sur A. flavusvar. flavus
CBS 117733 Cepa de hospital; Utrecht, Holanda A. flavusvar. flavus
CBS 116.48 Sustrato desconocido; Holanda A. flavusvar. flavus
CBS 616.94 Tejido de tumor; Alemania A. flavus var.flavus
CBS108.30 Saccharunofficinaruny Egipto A. flavusvar. flavus(tipo “0”)
CBS 110.55 Contaminante aéreo; Brasil A. flavusvar. flavus(A. fasciculatus
CBS 542.69 stratigraphic core sample; Japon A. favusvar. flavus (A. kambarensis |
CBS 485.65 Manteca; Japon A. flavusvar. columnaris
CBS 242.65 Commeal; South Africa A. flavusvar. columnaris
CBS 117627 Commeal; South Africa A. flavusvar. columnaris
CBS 117.731 Dipodomys spectabilisUSA A. flavusvar. columnaris
CBS 501.65 Algodén, Lintafelt, UK A. subolivaceus
CBS 120.51 Contaminante de cultivos A. thomii
CBS 100925 Sustrato desconocido; Japén A. oryzae
CBS 121.62 A. hypogaeaNigeria A. parvisclerotigenus
CBS 117732 A. hypogaeaNigeria A. parvisclerotigenus
CBS 100926 Pseudococcus calceolarigélawaii, USA A. parasiticus
CBS 115.37 Sustrato desconocido; Japén A. parasiticugA. chungi)
CBS 260.67 Sustrato desconocido; Japén A. parasiticusvar. globosus
CBS 100928 Salsa de soja; Japon A. sojae
CBS 100929* Salsa de soja; Japon A. sojae
CBS 822.72 A. hypogaeaUganda A. toxicarius
CBS 561.82 Deposito de 16ss, USA A. toxicarius
CBS 580.65 Suelo; USA A. terricolavar. americanus
CBS 119.51 Japon A. terricolavar. americanus
CBS 260.88 Trigo; USA A. nomius
CBS 117629 Abeja, USA A. nomius
CBS 117187 Excremento de gusano de seda; Japon A. bombycis
IBT 23535 Excremento de gusano de seda; Japén A. bombycis
IBT 23537 Excremento de gusano de seda; Indonesia A. bombycis
CBS 399.93 Suelo; China A. zhaogingensis
CBS 104.13 Carb6n activado A. tamarii
CBS 104.14 Fruto deycopersicon esculentum A. tamarii
CBS 484.65 Contaminante aéreo; Brasil A. flavofurcatus
CBS 766.97 Suelo; USA A. pseudotamarii
CBS 765.97 Suelo; Brasil A. pseudotamarii




144

CBS 117625 Suelo de campos de Te; Pref. Miyazaki, Jagirpseudotamarii
CBS 117628 Suelo de campos de Te; Pref. Miyazaki, Jagirpseudotamarii
CBS 763.97 Suelo; USA A. caelatus
CBS764.97 Suelo; USA A. caelatus
CBS151.668* EstiércoldeLepus townsendilUSA A. leporis
CBS349.81* Suelo; USA A. leporis

®Designacion de los cultivos daspergillus CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, the
Netherlands!Aislamientos que fueron designados tipos de las especies establecidas.

* Aislamientos que no pudimn ser utilizados para el andlisis dextrolitos debido a que presentaron
contaminaciones eal menos uno de los medios de cultivo analizados.

I Aislamientos utilizados para el analisis de extrolitos.

Los caracteres macro y micromorfolégicos observados son los listados en el item 3
de Materiales y Métodos de la seccion Ic@br de la colonia fue observado a ojo desnudo
con la ayuda de la cartde colores de Methuen (Kwerup & Wanscher, 1978). Las
observaciones microscépicas sealizaron bajo microscapi Optico (Axiophot, Zeiss,
Germany). Las métulas, diametro de conidipsrugosidad de parede los conidios se
determinaron bajo 1,000x dmagnificacion. Las fotograffase tomaron utilizamd una
camara digital (Digital sight DS-U1, Nikodapdn) conectada al microscopio optico.

Todos los aislamientos tamhi&e inocularon en agar pexgillus flavus parasiticus
(AFPA) para chequear la produccion de acido aspergilicoetRitt, 1983).

Los conidios se caracterizaron ademadsizando un microscopio electronico de
barrido (SEM) (XL series scanning electron microscopic Philips), para lo cual se realizaron
suspeniones de conidios en alcohol 50%sg montaro en placas metalicas para su
deshidatacion (Romero, 1994).

3. Analisis de extrolitos en cultivo

El método extraccidn de extrolitos utilizafiee el descripto por Frisvad y Thrane
(1987) con modificaciones damedsgaard (1997) pasereeningestandarizado de
produccion de extrolitos (metabolitos secundarios) en cultivos.

Los aislamientos se cultivaron en cajasPeéri de 90mm ddiametro conteniendo
CYA, YES, MEA y OA en camara de cultivo2s°C en oscuridad. Al cabo de 10 dias se
tomaron con sacabocado esténil@gsde 6mm de diametro de uda las colonias de las 3
que crecian por ¢@ de Petri (aprox. 85mirde superficie). Loplugs se tomaron de la

siguierte forma: uno en el centade la colonia, uno en el egmo de la colonia mas alejado
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de las otras colonias de la caja y uno cercampuiaio de contacto con tdra colonia para
representar la variabilidad de la colonia.

Los 12plugsobtenidos para cada una de las ceggasolocaron en viales con tapa,
agregando 500 de metanol-diclorometep-acetato de etilo (1:2:3) conteniendo 1% (v/v)
de acdo férmico como solvente. Los viales se llevaron aasdnicador durante 60
minutos. El extracto obtenido luego de estecpso se transfirid a viales limpios utilizando
una pipeta Pasteur, luego los viales contafoda fase organica se colocaron bajo campana
hasta lograr la sequedad.

Los residuos obtenidos se redisolvieron enu#t@@ metanol conteniendo 0.6%
(v/v) de acido férmico, 0.02% (v/v) de &cido cloitd y 2.5% (v/v) de agua y se llevaron a
ultrasonicador por 10 minas. La evaporacion tsolvente de extraccion y redisolucion se
llevaron a cabo para remover el etilacetato que es incompatible para la inyeccion en la fase
movil de Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizada.

Todas las muestras se filtraron a través de filtros Minisart RC4 (Sartorius, Germany)
de 0.4%um de poro y se colocaron erales para el analisis.

El analisis de produccion de extrolitos se realizé en un cromatografo liquido Agilent
HP1100M (Hewlett-Packard, Germany) combinado un sistema detector de arreglo de
diodos (DAD,diode array detection(Waldbronn, Germany) usando inyecciones del10
colectando aproximadamente 2 espieosle UV por segundo desde 200nm a 600nm con un
anchod e baa de 4nm. Laseparaciones se realizaron en wwumna Cambridge
Hypersl BDS-C;g de 100 x 4 mm (Hewlett-PackardSA) con particulas deud e
incluyendo columna guarda de 4x4mm. Lduoma se mantuvo a 40°C. El andlisis se
realiz6 con una tasa deujip de 1ml/ minuto con un gramhte de agua-acetonitrilo
comenzando con 85% agua y 15% de acetlonlitegando al 100% de acetonitrilo en 40
minutos y manteniéndose en esta condicion aminutos para luego retornar a las
condiciones iniciales en 8 mirng y equilibrando por 5 minutod ambos eluyentes se les
agregd6 0.005% (v/v)alacido trifluoroacético (TFA).

Todos los compuestos quimicos utitiba fueron productos Merck con grado

analitio . Se mple6 agualoblemente destilada.
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4. Andlisis filogenético

4.1 Extraccion y cuantifcacion del ADN gendémico

Para la extraccion del ADN gendmico total de cada cepaspergillus se
realizaron cultivos en medio sélido MEA (anepag. |) de aquellasepas que presentaban
poca produccion de esclerocios, mientras gsiedpas productoras dido nimero de estas
estructuras de resistencia se cultivaron Malta Peptona (MPusando 10% (v/v) de
extracto de malta (Brix 10) y 0.1% (p/v) dadopeptona (Difco) en 2ml de medio en tubos
de 15nh, la incubacion fue de 7 dias a 25®ara purificar y extraezl ADN total se utilizo
el UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit (MO BD laboratories in¢ Solana Beach,
USA) siguiendo el protocolde los fabricantes.

La cuantificacion y verificacion de la integridad del ADN extraido fueron realizadas
por electroforesis en gel de agarosadtfftzando el colorante bis-benzimidazol y un
marcador de masaocida para comparar; en todos los casos el ADN migré como una
banda Unica con un tamafio mayor a 20000 pbsgéles se analizaron por egicion a un
transiluminador de luz ultrawvleta. EI ADN se guardo dmeladera a -20°C hasta su

utilizacion.

4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Parte del gen de R-tubulina fue @ificado utilizando los cebadoreprimers Bt-
T10 (5-ACGATAGGTTCACCTCCAGAC) o0 Bt2a (5-GGTAACCAAATCG
GTGCTGCTT TC) y Bt2b (5-ACCCTEGTGTAGTGACCCTTGGC) (Glass &
Donaldson, 1995). El lugar en donde cada unesties cebadores hibrida con el ADN esta
indicado en la Fig. 4.EIl tamafio aproximado de los prothg de amplificacion fueron de
+600 pares de basgsb). las reacciones seulron a cabo en 25ultedes, conteniendo 1ul
del ADN genémico (10 ng/ul), 0.75ul de MgQCl0mM, BioTaq), 2.5ul buffer con
10xNH, (BioTaq), 17.8ul agua estéril ultra purl.85ul dNTP (1mM), 0.5ul de cada
cebador (10nmol/ul) y 0.1ul enzima TadJ(fl, BiotagTM DNA Polymerase, Bioline
Rnadloph, USA).

Las reacciones se llevaron a cabo emenmociclador Gensmp PCR system 9700

(AB Applied Biosystems, Nieuwerkerk a/ds¥el, The Netherlandgrogramado para una
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incubacion inicial de 5 minutos a 94°C para activar la enzima polimerasa, seguidos por 35
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, y 1 minuto a 72°C. Se incubé al final a 72°C
durante 7 minutos para la extensibn e cadenas que pudieran haber quedado
incompletas.

Los productos amplificados sanalizaron por electroforesis en geles de agarosa
1,5% con buffer TAE 1X (40 mM Tris-acetatl mM EDTA, pH: 8) y revelados por
tincion con 0.5ug/ml de bromumde etidio, durante 20 minutas temperatura ambiente.

Los geles se analizaron por exposicion a un transiluminador de luz ultravioleta.

Fig. 4.1. Ubicacion de los cebadores que se utilizaron en la reaccion de PCR para amplificar la
regén del gerf3-tubulina.

T10 Bt2a

-> ->
1 intrén b
Bl exon

T10: 5" ACG ATAGGT TCACT CCAGAC 3
Bt2a: 5° GGT AAC CAAATC GGT GCT GCTTTC &
Bt2b: 5" ACC CTC AGT GTAGTG ACC CTT GGC 3

4.3 Secuenciacion de ADN
4.3.1 Preparacion y cuantificacion de los templados

Los productos de PCR se {igaron utilizando una colmna comercial GFX, PCR
DNA Purificacion kit (Amersham Biosciencep®&sendaal, The Netherlands) siguiendo el
protocolo especificado por los fabricantes.dacentracion de Igzroductos amplificados
fue estimada porelectroforesis en gel dagarosa 1,5% utilizando el colorante bis-
benzimidazol y un marcador deasa conocida para compar Los fragmentos de PCR
purificados se resuspendieram 50ul de buffer TAE fueron secuenciados directamente
(Whiteet al.,1990).

4.3.2 Reaccion de secuenciacion
Se secuenciaron ambas cadenas de Afilidando los cebadores de amplificacion

correspondiented={g. 4.1). Las reacciones decuenciacion se llevaron a cabo utilizando
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el kit DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Bioscience,
Roosendaal, The Netherlands).

Las reacciones de secuenciacion se realizan 10ul totales, conteniendo 1l del
templado de ADN (10-15 ng/pBiul Dye terminator RR mix, 4jagua estéril ultra pura y
1pl del cebador Bt2a o Bt-T10 o Bt2b (4pmol/ul). Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador GeneAm PCR system 9700 (AB Applied Biosystems, Nieuwerkerk a/d
Yssel, The Netherlands); ggramado con 30 ciclos de: 1 minuto a 95°C, 10 segundos a
95°C, 5segundos a 50°C y una reaccion dersion final de 4 minutos a 60°C.

Los productos de secuenciacion se peaiidn con una columna superfina Sephadex
G-50 (Amersham Bioscience, Roosaal] The Netherlands) en una plaxaltiscreenHV
Millipore (Amsterdam, The Netherlands) y cana placa de reaccion MicroAmp Optical
96-well (Amersham Bioscience, Roosendad@ihe Netherlands). Las secuencias de
nucledtidos se obtuvieron en un secuader automatico AB Prism 3700 Genetic
Analyzer (AB Applied Biosystems, Nieuwkerk a/d Yssel, The Netherlands) y las
secuencias obtenidas se analizarsando CEQ2000 DNA Analysis Software.

Utilizando las secuencias de nucleétidos adena partir de los distintos cebas®
de la anplificacion de cada copia se generasecuencias consenso creadas por medio del
los programas Segman y Eéiisdel lasergene package (DNAStar Inc., Madison, WI).

4.3.3 Alineamiento de secuencigsanalisis filogenético

Las secuencias obtenidas se alineantiizando el programaBioNumerics de
Applied Maths. En el caso de presentarse ambigiiedades en el alineamiento resultante, las
mismas fueron chequeadas a 0jo y corregidas.
Las distancias genéticas entre secuengida composicion debases se calcularon
utilizando el programa PAUPA.0 betalO (Swofford, 2000). Lagmpsse trataron como
50% del estado del caracter y los caracteres sin informacion fueron excluidos. La
construccion de arboles filogéticos de Maxima Parsimon{&IP) fue realizada con una
matriz de caracteres no pesadwsordenados. Se realiatna busqueda heuristica de 10
réplicas con orden de adicidae las secuencias aleatortd. soporte de cada clado se
realizo por medialel analisis ddootstrapcon 1000 réplicas (Hillis & Bull, 1993).

Otros parametros incluyendongitud del arbol, indice deonsistencia, indice de

retencién e indice de consistencia reescalado (Cl, Rl y RC, respectivamente) también
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fueron obtenidos ya que los programas de parsimonia utilizan estas medidas como
estandares para evaluardalidad’ de los cladogramas. La longitud es el ndamero
minimo de cambios en los estados de losaci@res (pasos) requados en un cladograma

para dar cuenta de los datos. El largo edrlebl de consenso provee informacion sobre la
existencia de conflicto de caracteres entraqydentro) de los cladogmas. El indice de
consistencia (Cl) (Kluge & Farris, 1969) esa medida de laantidad de homoplasia
presente en una matriz de datos relativanacierto arbol. El inde de retencion (RI)
(Farris, 1989) es la fraccion gesible homoplasia retenida como sinapomorfia en el arbol.

Las secuencias se depositaron en el GenBuimk/www.nlm.nih.gov/GenBank

4.4 Eleccién de grupo externo

De acuerdo a Nixon y Carpenter, (1993), cuanto mayor sea el nimero de taxones en el
grupo externo, mejor fundada estda inferencidilogenética. Aunque no es necesaria la
presencia en el analisis de mas de un taxéndetexminar la raiz del arbol, si lo es para
poner a prueba la monofildel grupo de estudio.

Los analisis filogenéticos en la secciBlavi a partir de secuencias de 13-
tubulina, (Vargaet al., 2003; Frisvadet al., 2005) guiaron la setcion del taxén que
conforma el grupo exteo de la matriz de fibulina, eligiéndose &\. niger como
representante. La secuenciaqgma del gen de R-tubulina d&. niger (CBS 120.49) se

obtuvo del banco de datds secuencias GenBarktp://www.nlm.nih.gov/GenBank

RESULTADOS
1. Caracterizacion morfologica

Todos los aislamientos d&spergillus analizados por examinacién microscoépica
exhibieron cabezuelas conidiales tonos verdosos-amarilk®s a castafios, y mostraron
colonias similares en todos los medios wiias en este estudio, creciendo todas muy
rapido y alcanzando a completardémetro de la caja a 25° y 37°C antes de los 7 dias.
Estas caracteristicas morfoldgicas estan tipicamente asociadas con laFeecifRaper
y Fennell, 1965).
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Con la &ce pcion dé. te ricolavar. americanugCBS 580.65, CBS 119.5{Fig.
4.5.A), A. leporis (CBS151.66, CB349.81),A. parasiticus Il (M7H3, M7H4, M8H1,
M8H2, M8H4, M8HS5) (g. 4.6.A),A. nomius(CBS 260.88),A. bombyci{CBS 117.187),
A. zhaoquingensiCBS399.93) (kg . 4.7.A)A. tamarii (CBS 104.13, CBS 104.14,
T3N21), A. flavofurcatugCBS 48&!.6 5) A. pseudotamari{CBS 766.97, CB 765.97, CB
117625, CE 117628) yA. caelats (CBS 73.97; CBS 7687, M 13HB(F ig. 4.8 e |
resto de los aislamientos peasaron una coloracion nararga el reverso de las cajas de
AFPA.

Dentro de & sccion Flavi, A. flaws, A. nomius A. parasiticus, A.tamarii, A.
pseudtamarii, A. cadatus y A. leporis san espedes capaes de podudr esclaocios.
Catorce de los aislamientos Aeflavusutili zados esultaron se productores de esclerocios
tipo S dos deellos (CBS 121.62, CB 117732)fueron caraierizadospor Fisvadet al.
(2005 como A. pawisclerotigens y los 12restants de Argettina carac#rizados coro A.
flavus “atipicos” (M22N3, M32N4, M35N2, M40N1, LLF39,LF37 , NR , Or1N21,
T4AN18, T4AN32, TAN33, T4N34) podriaserincluidos dentro de esta especi que las
obsewaciones maag o0 y microscopias mostia muchas similitudes i@ 4.3.C, 4.3.H.

Como la mayoriade la c pas perteneciented sub émp @rcumddi, los
aislamientosutilizados en estesstudio presentan alta propodri de métulas llevando
fidlides que cubrergan parte de lgesicula. El tamafio ddos @nidios es mugimilar entre
los aislamientos ya rugpsidad yornamentacion difieren &e gandes gupos, siendo los
conidios equinulados d&. tamarii A. pseudotamariy A. caeatuslos que presentaron una
ornamentacion mas conspicudg(F4.8.E, 4.8.N, 8.Q; Hg. 4.9.H, | J). Los conidiosde
los aislamientos dé. flavus“atipicos” de Agentina fueon los mas pequeriosligos de
todos los aislamietos observado (Fig. 4.3.J Fig. 4.9C) .La Figura4.9 mue¢sa lo s
conidios de distintas especies deskccion donde puede obsesela ornamentacion
caraceristica de cada una. Los resultados de las observaciones Guickd parad
aislamentos de A. parasiticusll, coincidieron con los de lae&cion 1, presentando
caaceristi@as similaes aA. caebtus, A. parasiticug A. flavus Pero al omparar esi s
aislamientos con la despdion de los aislamientd$ipo 0” de Feébelmanet al. (1998) y

con las caracteristicas observadas en estigdio para la cepaPFL (CBS 108.30) de
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Kumedaet al. (2003),A. parasiticusll presenta caracteristicas representativas de estos 2
grupos (Fig. 4.6; Fig. 4.9.F).

Las cepas del CBS utilizadas como representantes de todas las especies de la
seccionFlavi (Tabla 4.2) presentaron morfologiasid§s descriptas para las distintas
especies dentro de las cemlfueron incluidas (Rapé& Fennell, 1965; Kurtzman, 1987;
Kozakiewicz, 1989; Horn, 1997; Peterseinal.,2001; Itoet al.,2001). De las 26 cepas de
Argentina analizadas, 15 pudieron ubicateatro de especies de la secdidavi mediante
la observacion de caracteristicas morfatégi y las 11 restantes no pudieron incluirse
dentro de ninguna especidgaddecida con anterioridad.

Como resultado de las observacionesrfal@égicas podrian definirse 7 grupos
basados en caracteristicas morfolégicas sinsilardgre aislamientos (Tabla 4.3): el grupo
“A. flavus’con las especieh. subolivaceus, A. oryza&. leporisy A. flavus(Fig. 4.2; Fig.
4.9.A); ‘A. parvisclerotigenusque incluye aA. flavus*“atipicos” y A. parvisclerotigenus
como integrantes (Fig. 4.3; Fig. 4.9.B, C); el grupo parasiticus’con las especieA.
sojae A. toxicariusy A. parasiticus(Fig. 4.4; Fig. 4.9.D, E); el grupd\: terricola var.
americanus’(Fig. 4.5); A. parasiticusll” (Fig. 4.6; Fig. 4.9.F);”A. nomius” con A.
zhaogingensisA. bombycisy A. nomiuscomo integrantes (Fig. 4.7; Fig. 4.9.G); el grupo
"A. tamarii” que incluye a las especids flavofurcatus, A. thomii, A. pseudotamarii, A.
caelatusy A. tamarii (Fig. 4.8; Fig. 4.9.H, |, J). Resultauy dificil separar a las especies
de la seccionFlavi en grupos por sus caracteristicasrfologicas, debido a la gran
superposicion de caracteres eritts especies, ya que todasdapecies del grupo presentan

caracteristicas macro y micromorfolégicas muy similares
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Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas ricros opica8

Grupos AFPA" Colonia® esclerocios | estipite Vesicula metulas fialides conidios
A. /[qzzm + (exceptc 45-70. Verde luminoso, amarillento +/- 1000pm o +. 10-65um  6-10 x 4-5pun 6-10 x 3-5umr 3-6pum
! A. leporis cuando joven (29-E5); micelio (> 400um). | Pared muy  globosa- globosos a
(A. fIavqs, A. subolivaceus y A delgado, escaso, flocoso en el cent Tipo L rugosa. subglobosa subglobosos
A. leporis, A. oryzge oryzad  alto numero de cabezuelas conidia  Esféricos- equinulados
Reverso incoloro. Exudados, si sub-esférico:
presentes, incoloros.
A. parvisclerotigenus +/- 45-70. Verde luminoso, amarillento + (< 400um).| 1200pm o +. 20-50um  11-14 x 3- 6-10 x 3-5pm  3-4ym
(A. parvisclerotigenusA. cuando joven (29-E5); micelio Tipo S Pared muy globosa- 5um elipsoidales,
flavus“atipicos”) flocoso abundante, grisaceo, bajo Esféricos- |rugosa. subglobosa lisosa
ndmero de conidios. Reverso castafieub-esféricos, finamente
oscuro a los 14 dias. Exudados, si rugesos
presentes, incoloros.
A. parasiticus i 50-70.Micelio blanco no esporulac +/- 300-700um, 20-35pm  6-10 x 4-5pn 7-9 x 34pum 3.5-5.5um
. cuando joven; cabezuelas verde (>400um). raramente globosa- escasas conspicuame
(A. PEERIES, oscuro- olivaceo, tipo espinaca (3-/  Esféricos- 1000pm. subglobosa nte
A. toxicarius A. sojag E29-7). Reverso incoloro. Exudadi sub-esférico: Pared rugos: equinulados
si presentes, incoloros.
A. terricola var. - 50-70. Amarillo ocre a castafio - 300-700um, 20-35um  7-9 x 4-6pm  7-10 X 3-5um 4.55.5um
americanus luminoso (5-B3; 5-D5). Reverso Pared rugosa.globosa- escasas Elipticos,
incoloro, sin exudados subglobosa rugcsos
A. parasiticusll - 50-70. Verde olivdceo-castafio - 400-600um, 28-45um  9-14 x 5-7un 7-11 x 3-6un 4.5-5um
olivaceo (3-E8; 4-E7). Reverso raramente globosa- globosos,
amarillento. Exudados, si presenti 1000pm. subglobosa equinulados
incoloros. Pared rugost
A. nomius - 50-70. Micelio flocoso, castafio claro, +/- 300-1100pum, 25-35um  8-17 x 4-8um 7-11 x 37um 3.5-8um
(A. nomiusA. pocas cabezuelas conidiales verde (> 400um). | Pared lisao globosa- escasas globosos a
zhaoqgingensjsA. bombycis luminoso, amarillo olivaceo (2-D8; Cilindricos, | equinulada. subglobosa subdobosos
29-E4). Reverso caramelo (5-C4). con forma de rugosos a
Exudados naranja-castafio claro. cafion equinulados
A. tamarii - (exceptc 50-70. Castafio olivaceo, castafio +/- 200-800pum, 25-50pum  4-15 x 2-6un 7-10 X 4-6un 5-9um
(A. tamarii A. thomij A. A.thomi) (3-E7; 4-E6; 5-D7). Reverso casta (> 400um). | Pared globosa- groserament:
flavofurcatus A. amarillento (4-C4). Exudados, si  Esféricos- |finamente subglobosa rugosos con
pseudotamarii, A. caelatys presentes, incoloros. sub-esférico: | rugosa. pared gruese

3 as observaciones macro y micromofolégicasesdizaron a los 7 y 14 dias de crecimiefd&=PA: agar Aspergillus Flavus-Parasiticus.
“Los diametros de las colonias (mm) son resultado del promedio de los diametros en los medios CKMEA/EB). Los cddigos deolor correspondea Methuen , Handbook of

color, 1978).
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Figura 4.2. Caracteristicas del grupo morfologidoflavus:

A.subolivaceus A.leporis A. oryzae

A) Colonia en AFPA mostrandeaiccion positiva caracteristica del grupd.Reverso en CYA,
caracteristico de las especies del grupoG, K) Colonia en CYA, caberla y conidios de\.

flavus D, H, L) Colonia en CYA, cabemla y conidios dé. subolivaceusk, I, M) Colonia en
CYA, cabezuela y conidios d&. leporis F, J, N) Colonia en CYA, caberla y conidios de\.

oryzae
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Figura 4.3.Caracteristicas del grupo morfolégidoparvisclerotigenus’

A .parvisclerotigenus

A, B, C, D, E)A. parvisclerotigenusColonia en AFPA, mostrandeaccion negativa; Reverso en
CYA,; Colonia en CYA, cabezuela y conidids, G, H, | , J) A. flavus ‘“atipicos”: Colonia en
AFPA, mostrando reaccion positiva; Reverso &#OColonia en CYA,cabezuela y conidios.
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Figura 4.4. Caracteristicas del grupo morfologidoparasiticus’

A.toxicarius

' STEEE\ /N @
A) Colonia en AFPA mostrand@aiccion positiva caracteristica del grupd.Reverso en CYA,
caracteristico de las especies del grupoF, 1) Colonia en CYA, cabe®la y conidios deA.

parasiticus D, G, J) Colonia en CYA, caberla y conidios d@. toxicarius E, H, K) Colonia en
CYA, cabezuela y conidios de sojae
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Figura 4.5. Caracteristicas del grupo morfoldgidoterricolavar. americanus’

mostrando reaccion negativa;
Reverso en CYA; Colonia éDYA, cabezuela y conidios.

Figura 4.6. Caracteristicas del grupo morfoldgidoparasiticud!”.

A, B, C, D, E)A.parasiticudl: Colonia enFP, ostrando reaicinegativa; Reverso en CYA;
Colonia en CYA, cabezuela y conidios.
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Figura 4.7. Caracteristicas del grupo morfolégidonomius’

. Re\a& |
A) Colonia en AFR mostrando reacén negativa caracteristica delugo. B) Reverso en CYA,
caracteristico de las especies deipg. C, F, I) Colonia en CYA, cabe®la y conidios deA.
nomius D, G, J) Colonia en YA, caberela y conidios dé&. zhaoquingensi&, H, K) Colonia en
CYA, cabezela y conidiogle A. bombycs.

N T oyt
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Figura 4.8. Caracteristicas del grupo morfologidotamarii’.

y e

acteristicadel grupoB) Reverso en CYA,
caracteristico de las especies delpg. C, D, E) Colonia en CYA, caberla y conidios de\.
tamarii. F, G, H) Cdonia en ‘A, cabeziela yconidios deA. thomii. I, J, K) Colonia en CYA,
cabeze la y conidios dA. flawfurcatus L, M, N) Cdonia en YA, cabeziela yconidios deA.
pseudotamariiO, P, Q) Colonia en CYA, caberla yconidios déA. caelatus
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Figura 49. Conidios de especies de la seccion observados a microscopio electrénico (SEM).

A) A. flavus B) A. parvisclerotigenusC) A. flavus“atipicos”. D) A. parasitizs. E) A. toxicarius
F) A. parasiticusll. G) A. nomius H) A. tamarii I) A. pseudotamariiJ) A. caelatus En todos |ls
casos la barra indica 2.5um.

2. Analisis de extrolitos en cultivo

Los 73 aislamientos daspergillusde la seccidirlavi analizados producen un alto nimero
de exrolitos, incluyendo varias mitoxinas. En la tabla 4.4 se preteta distribucion de extrolitos,
volatiles y compuestos no caradtados pero con cromoéforosonocidos para las especies
analzadas de la seccidflavi contabilizandose un total de 59 qmmestos, de los cuales 22 no estan
caracterizados e identificados hasta el momento. Muchos extrolitos stioulaees paa una
espeie determinada, pero la mayoria son prodiogipor mas de una espedies exrolitos mas
amplamentie dstribuidos ente I mem bros ded secadn Flavi fueron aciddkojico, producido
por 68 aidamientos &cido ctlogazdnico (CPA) vy dflatoxina B, (AFB;) producidospor 45y 44
aislamiatos respectivamente y aflatoxinas B\FB.), Gi(AFG;) y G, (AFG,) producidas por 38
29 y 27 aislamientos respectivamente. Mienttas 20 aislamientos produjeron maglorina; 18

aislani entos, 3-mettil-estegm atocistina; 16 aislamientos, paspalinasggs  Jipanasitiadlido y
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F4 (compuesto no identificadolt5 aislamientos, antraquinona; aBlamientos, aflavininas y 11
aislamen tos, aflatrem entre los mas frecuentes.

Las especies que menor diversidad de extrolitos presentaron #eftavusvar. flavus
(CBS 542.69A. kambarensjs A. subolivaceusA. terricolavar.americanusA. zhaoquingensig\.
flavusvar. columnarisy A. caelatugCBS763.97).

En lamayoria de los casos la produccion de extrolitos es consistente entre aislamientos de
una msma especie, por @applo, todas las cepas de parasiticusexaminadas producen doi
kgjico, aflatoxinas y pasdticolido. Algunos extrolitos, comel acido kojico, fueron producidos por
la mayria de las especies, miexg que otros, como el aflatresvlo fueron producidos por una

esfecie en particular.
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Tabla 4.4.Perfil de produccion de extrolitos éspergillusseccionFlavi

Perfil de produccion de extrolitbs

Aislamiento Especie
AK FL FL; FL, CPA AFB; AFB, AFG; AFG, Och 1751 1961 192 11082 110% 11194 1166

M34N2 = CBS 117623 A. flavus + + + o+ - - - - - + - - - - - - i
M12N1 =CBS 117622 A. flavus + - - - + + + - - + - - - - - - -
M6N1 =CBS 117630 A. flavis + - - - + + + - - + - - - - - - ,
M29N3 = CBS 117621 A. flavus + - - - + + + - - + - - - - - - -
M36N1 A. flavus + - - - - + + - - - - - - - - - -
M15N3 A. flavus + - - - + + + - - + - - - - - - -
LLF1 A. flavus + o+ - - + + + - - + - - - - - - -
LLF3 A. flavus + - - - + + + - - + - - - - - - -
LLF5 =CBS 117632 A. flavus + o+ - - + + + - - + - - - - - - -
LLF8 A. flavus + - - - + + + - - - - - - - - - -
LLF13 A. flavus + o+ - - + - - - - + - - - - - - -
LLF14 A. flavus + o+ - - + + + - - - - - - - - - -
LLF17 A. flavus + - - - + + + - - + - - - - - - -
LLF18 A. flavus + - - - + + + - - + - - - - - - -
T3N6 = CBS 117631 A. flavus + o+ - - + - - - - + - - - - - - -
T3N9 A. flavus + o+ - - + + + - - - - - - - - - -
T3N24 A. flavus + o+ - - + - - - - + - - - - - - -
TANG A. flavus + o+ - - + + + - - - - - - - - - ;
T4N29 A. flavus + o+ - - + + + - - - - - - - - - _
BV1 A. flavus + - - - + + + - - - - - - - - - -
BV2 A. flavus + - - - + + + - - - - - - - - - -
SM1 A. flavus + - - - + + + - - - - - - - - - -
SLP1 A. flavus + - - - + + + - - - - - - - - - -
SLP2 A. flavus + - - - + + + - - - - - - - - - -
M9H4 A. flavus + o+ - - + + + - - - - - - - - - i,
EH1 A. flavus + - - - + + + - - - - - - - - - -
M12H2 A. flavus + o+ - - - - - - - + - - - - - - -
M12H5 = CBS 117624 A. flavus + - - - - - - - - - - - - - R
ESN1 A. flavus + o+ - - - - - - - - - - - - - - -
ESN2 A. flavus + o+ - + - - - - - - - - - - - - -
M22N3 = CBS 115635 A. flavus‘atipico” + - - - ¥ + + + + - - - - - - - .
M32N4 = CBS 117634 A. flavus*atipico” + - - - + + + + + - - + - - - - -
M35N2 A. flavus"atipico” + - - - + + + + + - - - - - - - -
M40N1 = CBS 117639 A. flavus*atipico” + - - - + + + + + - - - - - - - -
LLF37 = CBS 117636  A. flavus*atipico” + - - - + + + + + - - - - - - - -
LLF39 =CBS 117633  A. flavus‘atipico” + - - - + + + + + - - - - - - - -
T1N20 = CBS 117620 A. flavus*atipico” + - - - + + - + + - - - - - - - -
TIN21 A. flavus“atipico” + - - - + + + + + - - - - - - - -

3AK: Ac. kojicq FL.: flaviming CPA: ac. ciclopiazénicpAFB-G: aflatoxinas Och: ayzacloring 1751-1606:indoles
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Tabla 4.4.(Cont.) Perfil de produccién de extrolitos AlgpergillusseccionFlavi

Perfil de produccion de extrolitbs

Aislamiento Especie
AK FL FL; FL, CPA AFB; AFB, AFG; AFG, Och 1751 196 192 11082 110% 11194 1166

T4N18 A. flavus‘atipico” + - - - + + + + + - - - - - - - -
T4N32 A. flavus‘atipico” + - - - + + - + + - - - - - - - -
T4N33 = CBS 117637 A. flavus“atipico” + - - - + + + + + - - + - - - - -
T4N34 A. flavus"atipico” + - - - + + + + + - - - - - - - -
ESC1 =CBS 117638  A. parasiticus + - - - + + + - - - - - - - - - -
ESC2 A. parasiticus + - - - - + + + + - - - - - - - -
ESN3 =CBS 117619  A. parasiticus + - - - - + + + + - - + - - - - -
M2H5 = CBS 117617  A. parasiticus + - - - - + - + + + - - - - - - -
M9H3 = CBS 117618  A. parasiticus + - - - - + - + + - - - - - - - -
M7H3 = CBS 117610  A. parasiticudl| + - - - - + - + + - - - i - - - -
M7H4 = CBS 117611  A. parasiticudl + - - - - + - + + - - - - - - - -
M8H1 = CBS 117612  A. parasiticudl + - - - - + - + + - - - - - - - -
M8H2 A. parasiticudl + - - - - + - + + - - + - - - - -
M8H4 A. parasiticudl + - - - - + - + + - - + - - - - -
M8H5 = CBS 117615  A. parasiticudl + - - - - + - + + - - - - - - - -
T3N21 =CBS 117626 A. tamarii + - - - + - - - - + - - - - - - -
M13H3 = CBS 117616 A. caelatus + - - - + + + + + - - - - - - - -
CBS 100927 A. flavusvar. flavus + o+ - -+ - - - - - - - . . .
CBS 117733 A. flavusvar. flavus + - - - + + + - - - - - + + + + -
CBS 542.69 A. flavusvar. flavus + - - - - - - - - - + - - - - -
CBS 485.65 A.flavusvar.columnaris - - - - - - - - .- . . - . .
CBS 501.65 A. subolivaceus + - - -4 - - - .- . . i . .
CBS 120.51 A. thomii - - - e - - - . - - - - )
CBS 100925 A. oryzae - - - -4 - - - - + -+ - - - - -
CBS 121.62 A. parvisclerotigenus ~ + - - -+ + - + + - - - - - - .
CBS 100926 A. parasiticus + - - - - + - + - + - - - - - - .
CBS 260.67 A. parasiticusvar. .o N ) . . o ) ) ) ) ) ]

globosus
CBS 822.72 A. toxicarius + - - - . + - + o+ - - - ; - ; -
CBS 580.65 A. terricolavar.

americanus 0T ) ) ) ) ) ) ) -7 } } } -
CBS 260.88 A. nomius + - - - + - + o+ - - - ; - - +
CBS 117187 A. bombycis + - - - - + - + - - .- - - ; -
CBS 399.93 A. zhaogingensis - - - - - - - e - ; ; ]
CBS 104.13 A. tamarii + - - - - - - - - + - - - - - - .
CBS 766.97 A. pseudotamarii + - - - + + - - - - - - - -
CBS 763.97 A. caelatus + - - - - - - . - + - - - - - - .

3AK: Ac. kojicq FL: flaviminag CPA: &c. ciclopiazénicpAFB-G: aflatoxinas Och:oryzacloring 1751-1606: ndoles



Tabla 4.4.(Cont.) Perfil de produccién de extrolitos AlgpergillusseccionFlavi

163

Aislamiento

Especie

Perfil de producdin de extrolito%

E1156

M34N2 = CBS 117623
M12N1 = CBS 117622
M6N1 = CBS 117630
M29N3 = CBS 117621
M36N1

M15N3

LLF1

LLF3

LLF5 = CBS 117632
LLF8

LLF13

LLF14

LLF17

LLF18

T3N6 = CBS 117631
T3N9

T3N24

TANG

T4N29

BV1

BV2

SM1

SLP1

SLP2

M9H4

EH1

M12H2

M12H5 = CBS 117624
ESN1

ESN2

M22N3 = CBS 115635
M32N4 = CBS 117634
M35N2

M40N1 = CBS 117639
LLF37 = CBS 117636
LLF39 = CBS 117633
TIN20 = CBS 117620
TIN21

PPPPEP2P2PPPPPP2P>P>PPPPPPPPPP>>P>>> D>

. flavus
. flavus
. flavus

flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavis

flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavus
flavis

flavus
flavus
flavus
flavis

flavus
flavus

. flavus*atipico”
. flavus‘atipico”
. flavus*atipico”
. flavus‘atipico”
. flavus"atipico”
. flavus"atipico”
. flavus"atipico”
. flavus®atipico”
a 11655: ndol; AQ: antraquinonasNO, NB: estructura desconocidéED); E927-1156ED

11655 AQ842 AQ843 AQ199 N O NB E927 E963 E1017E1018 E1045 E1046 E1155
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Tabla 4.4.(Cont.) Perfil de produccién de extrolitos AlgpergillusseccionFlavi

Perfil de produccion de extrolithbs

Aislamiento Especie
11655 AQ842 AQ843 AQ1099 NO NB E927 9E3 E1017 E1018 E1045 E1046 E1155 E1156

T4N18 A. flavus“atipico” - - - - - - - - - - - - - -
T4N32 A. flavus“atipico”
T4N33 = CBS 117637  A. flavus“atipico”
T4N34 A. flavus*“atipico”
ESCL =CBS 117638 A. parasiticus
ESQ A. parasiticus
ESN3 = CBS 117619 A. parasiticus
M2H5 = CBS 117617  A. parasiticus
M9H3 = CBS 117618  A. parasiticus
M7H3 = CBS 117610  A. parasiticusl!
M7H4 = CBS 117611  A. parasiticusll
M8H1 = CBS 117612  A. parasiticusll
M8H2 A. parasiticusll
M8H4 A. parasiticusll
M8H5 = CBS 117615  A. parasiticusll
T3N21 =CBS 117626 A. tamarii
M13H3 = CBS 117616 A. caelatus -
CBS 100927 A. flavusvar. flavus +
CBS117733 A. flavusvar. flavus -
CBS542.69 A. favusvar. flavus +
CBS485.65 A. flavusvar. columnaris +
CBS501.65 A. sibolivaceus
CBS120.51 A. thomii
CBS 100923 A.oryzae
CBS121.62 A. parvisclerotigenus
CBS 100926 A. parasiticus
CBS260.67 A. parasiticusvar.

globosus
CBS822.72 A. oxicarius
CBS580.65 A. terricolavar.

americanus
CBS260.88" A.nomius
CBS117187" A.bombycis
CBS399.93 A. haogingensis
CBS104.13 A. amarii
CBS766.97 A. pudotamaiii
CBS763.97 A. @elatus

a 11655: ndol; AQ: antraquinonas NO, NB: estructura desconocidéED); E927-1156ED
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Tabla 4.4.(Cont.) Perfil deprod uccion de extratisde Aspergillus seccionFlavi

Peril de prodiccion de extrolitcd
Asp Mel659  Alli964  Allil083 Can743 Rd&22 PBFA Psp Kt 38T V cs Aflv

Aislamiento Especie

M34N2 = CBS 117623 A. flavus - : - - - - N ; A—

M12N1 = CBS 11822  A. flavus - - - - - - - - - + - -
M6N1 = CBS 11780 A. flavus - - - - - - - - - + ; -
M29N3 = CBS 11821  A. flavus - - - - - - - - - + i, R
M36N1 A. flavus - - - - - - - - - + - -
M15N3 A. flavus - - - - - - - - - + - -
LLF1 A. flavus - - - - - - - - - - - -
LLF3 A. flavus - - - - - - - - - - _ -
LLF5=CBS 11763 A. flavus - - - - - - - - _ - . .
LLF8 A. flavus - - - - - - - - - + - -
LLF13 A. flavus - - - - - - - - - - _ -
LLF14 A. flavus - - - - - - - - - + - -
LLF17 A. flavus - - - - - - - - - - - R
LLF18 A. flavus - - - - - - - - - - - -
T3N6 = CBS 11763 A. flavus - - - - - - - - - R _ .
T3N9 A. flavus - - - - - - - - - - - -
T3N24 A. flavus - - - - - - - - , - - -
T4ANG6 A. flavus - - - - - - - - - + - -
T4N29 A. flavus - - - - - - - - - + - -
BV1 A. flavus - - - - - - - - - + - -
BV2 A. flavus - - - - - - - - - + - -
SM1 A. flavus - - - - - - - - - + - -
SLPL A. flavus - - - - - - - - - + - -
SLP2 A. flavus - - - - - - - - - + - -
M9H4 A. flavus - - - - - - - - - - . -
EH1 A. flavus - - - - - - - - - + - -
M12H2 A. flavus - - - - - - - - - - . R
M12H5 =CBS 11824 A. flavus - - - - - - - - i, R _ -
ESNL A. flavus - - - - - - - - - - - -
ESN2 A. flavus - - - - - - - - - - i -
M22N3 = CBS 11635  A. flavus‘atipico” - - - - - - - + + - - +
M32N4 = CBS 11634  A. flavus‘atipico” - - - - - - + + - - ; -
M35N2 A. flavus“atipico” - - - + - - - + + - + -
M40N1 = CBS 11839  A. flavus‘atipico” - - - - - - - + + - - +
LLF37 =CBS 117636 A. flavus‘atipico” - - - - - - - + 4+ - - +
LLF39 =CBS 117633  A. flavus‘atipico” - - - - - - - + o+ - - +
T1IN20 = CBS 117620 A. flavus‘atipico” - - - - - - - + - - + +
T1N21 A. flavus‘atipico” - - - - - - - + + - - +

aAsp: asperfuran Mel, Alli, Can, Rai:ED; PA: parasiticélidg Psp:paspalina, pagalining; Kt: kontaning 3MST: 3-mdilesterigmatocistinaVcs: versicolorin Aflv: aflavininas



Tabla 4.4.(Cont.) Perfil deproduccion de extrolitos dsspergillusseccionFlavi

Perfil de prodiccion de extrolitds

Aislamiento Especie _ -
Asp Mel63 Alli9o64 Alli1083 Can743 R&22 PA Pp Kt 3MST Vcs Aflv

T4N18 A. flavus‘atipico’ - - - - - - - + - - - T
T4N32 A. flaws“atipico’ - - - - - - - + - - - +
T4AN33 =CBS 117637  A. flaws“atipico’ - - - - - - - + + - - +
TAN34 A. flaws*“atipico’ - - - - - - - + o+ - } +
ESC1 =CBS 117638 A. paasiticus - - - - - - - + - - - +
ESC2 A. pamasiticus - - - - - - + - - - - -
ESN3 =CBS 117619 A. pamsiticus - - - - - - + + - - + -
M2H5 =CBS 117617  A. pamsiticus - - - - - - + - - - + -
M9H3 =CBS 117618  A. pamsiticus - - - - - - + - - - +
M7H3 =CBS 117610  A. paasiticusl! - - - - - - + - - - - -
M7H4 =CBS 117611  A. pamsiticusl| - - - - - - + - - - - -
M8H1 =CBS 117612 A. paasiticusl| - - - - - - + - - - - -
M8H2 A. pamsiticusll - - - - - - + - - - - -
M8H4 A. pasiticusll - - - - - - + - - - - -
M8H5 =CBS 117615  A. pamsiticusl| - - - - - - + - - - - -
T3N21 =CBS 117626 A. tanarii - - - - - - - - - - - -
M13H3=CBS 117616 A. caehtus - - - - - - - - - - - -
CBS 10®27 A. flawsvar. flavus - - - - - - - . ) - ]
CBS 11733 A.flavusvar. flavus - - - - - - - + - - - -
CBS 54269 A. flawsvar. flawus + - - - - - - - - - - -
CBS 48565' A. flawsvar. columnaris - + - - + + - ; - ]
CBS 50165' A. sutplivaceus - - - - - - - - - - ;
CBS 12051 A. thamii - + + - - - - - ; - -
CBS 10®25 A. oryme - - - . - - - - . - _
CBS 12162" A. pawisclerotigenus - - - - - - + o+ 4 + + -
CBS 10026 A. pamsiticus - - - - - - + - . - - .
CBS 26067" A. pamsiticusvar.

- - - - - - + - - + - -

globosus
CBS 82272 A. toxicarius - - - - - - + - - - - ]
CBS 58065 A. terficolavar. ) ) ) ) ) ) o ] ] ]
ameri@anus

CBS 26088" A. nonius - - - - - - - - + + ]
CBS 11287 A. bonbycis - - - - - - - - ) ; ]
CBS 39993 A. zhaqingensis - - - - - - - - ) ; ]
CBS 10413 A. tanarii - - - . - - - - . ) _
CBS 76697 A. pseidotamarii - - - - ; ; - L ] - )
CBS 76397 A. caehtus - - - - - - - - ; ] )

aAsp: asperfuran; Mel, Alli, Can, Rai:ED; PA: parasiicolido; Psp:paspalina, pagalinina; Kt: kontanina 3MST: 3-metilesterigmatocistinaVcs: verscolorin; Aflv: aflavininas
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Tabla4.4.(Cont.) Perfil de produccién de exttol de AspergillusseccionFlavi

Perfil de poduaion de extrolito®

Aislamiento Especie . - .
Aft Mel AIk912 Krnl1123 Dhg Gl PR768 Mtd787 SCyt Upso F4 joFspA Fni Hu Av

M34N2=CBS 117623 A. flavus - - - - - - - - - - - - - + - -
M12N1=CBS 117622 A. flavus - - - - - - - - - - + - - .
M6N1 =CBS 117630 A. flavus - - - - - - - - - - + - - .
M29N3 = CBS 117621 A. flavus - - - - - - - - - - + -+ .
M36N1 A. flavus - - - - - - - - - - - - - - -
M15N3 A. flavus - - - - - - - - - - - - - - -
LLF1 A. flavus - - - - - - - - - - - - - .
LLF3 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - - -
LLF5 = CBS117632 A. flavus - - - - - - - - - - - - - - -
LLF8 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - - -
LLF13 A. flavus - - - - - - - - - - + - + - - -
LLF14 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - - -
LLF17 A. flavus - - - - - - - - - - + - - .
LLF18 A. flavus - - - - - - - - - - + - - .
T3N6 = CBS117631  A. flavus - - - - - - - - - - + - - .
T3N9 A. flavus - - - - - - - - - - - - - .
T3N24 A. flavus - - - - - - - - - - + - - .
T4NG6 A. flavus - - - - - - - - - - - - + - - -
T4N29 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - - -
BV1 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - - -
BV2 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - - -
SM1 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - - -
SLP1 A. flavus - - - - - - - - - - -+ o+ -
SLP2 A. flavus - - - - - - - - - - -+ o+ ..
M9H4 A. flavus - - - - - - - - - - - - - .
EH1 A. flavus - - - - - - - - - - + - - - -
M12H2 A. flavus - - - - - - - - - - - - - - -
M12H5 = CBS 117624 A. flavus - - - - - - - - - - - - - - -
ESN1 A. flavus - - - - - - - - - - - . + + - .
ESN2 A. flavus - - - - - - - - - - .- 4 + - .
M22N3 = CBS 115635 A. flavus‘atipico” + - - - - - - - - ..
M32N4 = CBS 117634 A. flavus‘atipico” - - - - - - - - - - . - - -
M35N2 A. flavus‘atipico” - - - - - - - - - - - - - - -
M40N1 = CBS 117639 A. flavus‘atipico”  + + - - - - - - - - - - - - -
LLF37 = CBS117636 A. flavus‘atipico”  + - - - - - - - - - - - - - -
LLF39 = CBS117633 A. flavus‘atipico”  + - - - - - - - - - - - - - -
TIN20 = CBS 117620 A. flavus‘atipico”  + - - - - - - - - - - - - - -
TIN21 A. flavus‘atipico”  + - - - - - - - - - . - - -

aAft: aflatrem;Mel: ED; Alk: ED; Krn: ED; Dhq: 2-hidroxietil-quinazolindcrisogina’; Gl, PR, MetD, Scyt, Ups F4, &F, Aspi, Fni, Hu, AVED.



Tabla 4.4.(Cont.) Perfil de produccion de eolitos deAspergills seccionFlavi

Aislamiento

Especie

Perfil de produccién dextrol

itBs

Aft Mel Alk912 Krn1123 Dhg Gl

PR768 Mtd787Scyt Upso F4

joF Aspi Fni Hu

T4N18
T4N32

T4N33 = CBS 117637
T4AN34

ESC1=CBS 117638
ESC2

ESN3 = CBS 117619
M2H5 = CBS 117617
M9H3 = CBS 117618
M7H3 = CBS 117610
M7H4 = CBS 117611
M8H1 = CBS 117612
M8H2

M8H4

M8H5 = CBS 117615
T3N21 = CBS 117626
M13H3 = CBS 117616
CBS 100927

CBS 117733

CBS 542.69

CBS 485.65

CBS 501.65

CBS 120.51

CBS 100925

CBS 121.62

CBS 100926

CBS 260.67

CBS 822.72
CBS 580.65

CBS 260.88
CBS 117187
CBS 399.93
CBS 104.13
CBS 766.97
CBS 763.97

. flavus“atipico”

. flavus“atipico”

. flavus“atipico”

. flavus“atipico”

. parasiticus

. parasiticus

. parasiticus

. parasiticus

A. pasiticus

. parasiticudl

. parasiticudl

. parasiticudl

. parasiticudl

. parasiticudl

. parasiticudl
tamarii
caelatus

. flavusvar. flavus
A.flavusvar. flavus
. flavusvar. flavus
flavusvar. columnaris
subolivaceus
thomii

oryzae

. parvisclerotigenus
. parasiticus

. parasiticusvar.
globosus

A. toxicarius

A. terricolavar.
americanus

. homius

. bombycis

. zhaoqgingensis

. tamarii

. pseudotamarii

. caelatus

>>2>r2>r2>r> 2>

>r>2>2>>2>>

>rr2>r>

aAft: aflatrem; Mel:ED; Alk: ED; Krn: ED; Dhq: 2-hidroxietil-quinazolindcrisogina”; Gl, PR, MetD, Scyt, Upso, F4, JoF, Aspi, Fni, lAv:ED.
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El perfil de produccidén de extrolitos de cada undadeaislamientos de las esps de la

seccionFlavi permite diferenciar a las espes entre dhbasandose en su potencial toxigénico. Estos

resultados se resumen la Tabla 4.5.

Tabla 4.5.Diferenciacion de grupagentro de la seccidflavi en base a la produccion de extrolitos

Grupo

Produccion de extrolitos

AK CPA FL AFB AFG Och AQ PA Psp Kt

3MST Aflv Aft Dhq

>>>>>>>>> P

flavus

. flavus*atipicd’

. parasiticus

. parasiticus Il

. parvisclerotigenus

nomius

. zhaoqgingensis
. tamarii

. pseudotamarii
. caelatus

LT T i i S

+

+/-

+/-

+/-
+

I

+
+/-

o+ o+ + t o+

+/-

+/-

+/-

+/-

®AK: acido kéjico; CPA: acido ciclopiazonico; FL: flavimina; BF aflatoxina tipo B; AFG: aflatoxina tipo G; Och:
oryzaclorina; AQ: antraquinonas; PA: parasiticélido; Psp: paspalina/paspalinina; 3MST: 3-metil-esteisgmeato
Aflv: aflavininas; Aft: aflatrem; Dhq: 2-hidroxietil-quinazolina (crisogina)

Los aislamientos de la varied&d flavusvar. columnaris A. flavusvar. flavusy el de la
especieA. subolivaceugpresentaron un perfil de producciéon de extrolitos similar aA.déavus
mientras qued. parasiticusvar. globosusy A. toxicariusresultaron igual que el d& parasiticus
por lo que en base a este tipoashdlisis estas variedades y especies estarian incluidas dentro de los
gruposA. flavusy A. parasiticugespectivamente.

La extraccion de extrolitos revebdemas que los aislamientos Aleflavus“atipicos” de
Argentina producen el mismo perfil gue parvisclerotigenusen cuanto a la produccién de
aflatoxinas y CPA, no asi parapaoduccion de indoles, alfaviningsaflatrem, es por este motivo
gque quedaron en dos grupos diferentes (lavus “atipicos” y A. parvisclerotigenus
respectivamente). Estos dos grupos se caramtepar tener un patrén geoduccion intermedio
entreA. flavusy A. parasiticusya que todos ellos producen CPA y aflatoxinas B, cAnftavus y
aflatoxinas G, parasiticolido y paspalina/paspalinina cdmgarasiticus En las paginas VIl -
XXXII del anexo estan representados los cromatmgade los aislamientos de las espegies
flavus (CBS117632),A. parasiticus (CBS117619),A. flavus “atipicos” (CBS115635) YyA.
parasiticusll (CBS117610), con el objetivo de ilustras ldiferencias de pduccién de extrolitos
de cada una de estas especies.

El aislamiento M13H3, caracterizado colocaelatuspresentd un perfil de produccion de
extrolitos diferente al tipo de lespecie (CBS 763.97) ya que dlamiento de Arg&ina tiene la
capacidad de producir CPA vy aflaioas. Este constituye el primeegisto de produccién de CPA
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y aflatoxinas por parte dA. caelatussensu stricto. Este aish@éento y el CBS763.97 quedaron
incluidos dentro del grup@. caelatugpor caracteristicas morfologicas.

A. nomiusse caracterizé por producir aflatoxéng 3-metil-esterigmatocistina al mismo
tiempo, dando un perfil deroduccion similar @&. bombycismotivo por el cual ambas especies son
incluidas dentro del grupA. nomius Mientras queA. pseudotamarjiconforma un grupo aparte
aunque presentd un patr muy parecido al dé. flavus con la excepciéon de flaviminas y acido
aspergilico (resultado de placas de AFPA) combdmacbservada unicamenter@dos aislamientos
deA. flavus El grupoA. tamarii incluye a las especidés tamariiy A. oryzae

Los aislamientos caracterizados morfolégicamente canparasiticusll, fueron los Unicos
capaces de producir 2-hidroxiggilsinazolina (crisogina), como también 2 compuestos cuya
estructura aun no ha sido caracterizada (NO, E1DaBntras que el resttel perfil de produccion
es igual al déA. parasiticus A. flavustambién produjo otro compuestie estructura desconocida
(F4), solo presente en las extracciones de naisl#os de esta especie, es por ésto que los
aislamientos quedaron en grupo separado del resto.

La mayoria de los aislamientos de Argeathesultaron incluidos dentro de los grupos
flavusy A. parasiticuscon excepcion de M13H3 y T3N21 qgaedaron incluidos dentro de los
gruposA. caelatusy A. tamarii respectivamente. Los aislamiestde Argentina denominaddés
flavus “atipicos” (M22N3, M32N4, M40N1, LLF39, LLF37, TIN20 y T4AN33)Ay parasiticusll
(M7H3, M7H4, M8H1 y M8H5) conformaron grup@®n caracteristicas propias de produccion de
extrolitos por lo que no pudieron incluirse derdeoninguna especie conocida hasta el momento.

De esta manera, del andlisis de produccion de extrolitos se pueden agrupar a las especies de
la seccionFlavi en 10 grupos (Tabla 4.5)A. flavus; “A. zhaoqingensis”A. parvisclerotigenus’,

"A. flavus “atipicos™, A. parasiticus, ‘A. parasiticui’, "A. nomius, ‘A. tamarii, ‘A.
pseudotamarii’y “A. caelatus” Esta asociacion entre un detehado perfil de produccion de
extrolitos y las especies permite hacernaeias taxondmicas dio de la seccidRlavi, pudiendo

correlacionarse con los resultados desoleciones morfoldgicas y filogenéticas.

3. Andlisis filogenético

La amplificacion por PCR de secuw@s parciales del gen R-tubulindilizando los
cebadoreg'10, bt2a y Bt2b (ver Materiales y Métodesg. 4.1), dio como resultado productos del
tamafo esperado para loslamientos del génerdspergillus(Petersoret al.,2001; Vargeet al.,
2003). Las secuencias variaron en longitudee@0-650pb, con una longitu alineamiento de

495- 630pb. Las secuencias generadas a partoetdeldor T10 resultaron sidargas que las de
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Bt2a, como puede observarse enita B.1. El dineamiento resulté en umaatriz de 724 caracteres
y 69 taones, De los 724 caracteres, 176 resultaron ser filogenéticamente informativos.

El analisis de MP resultd en 5000 arbolgsalmente parsimonios de 182 pasos de
longitud (Cl= 0.846, R+ 0.960, RC= 0.812).En la fig(F ig4.10) se muestra ademas el arbol de
consenso estricto. Sea lizaron andlisisbdetstrapcon 1000 pseudoréplicgmra determinar el
grado de soporte que bdan los datos a cada uno de los cladossqugen del analisis de MPalL
Figura 4.11muestra uno de los arboles masspaoniosos Yos valores déodstra pobtenidos para
el gen R-tubulina

De la observaciéon de la topolagdé arbol se desprade g uealsec cidrlavi se divide en 3
grandes clados, de los cuales dos encuentranrésereltos ycon urfuerte soporte.Esbs clados
corresponden & leporis” (100%bootstrap, “A. flaws-A. parasitias” (98%) y”A. tamarii” (50%)
(Fig. 4.11) Dento deeste ultimo hay 4ladosmenores con alto @ de soportg”A. caehtus’; “A.
pseudotamarii’ “A. tamarii’; “A. nomius y A. bombycjsy 2 de ellos agrupan arlam ente
aislamientos de espees distintasA. tamarii y A. flavofurcatus 100%bootstrap A. nomiusy A.
zhaogingensisl00%bootstrap (Fig. 4.11).

Dentro del gan clado A. flaws-A. parasitiaus” las relacbnes no et comple tenenteresueltas.
Aunque puede observarse 3 cladmenoresdos con alto valor de soporteX. flaws” y “A. flaws
“atipicos™) y otro ("A. parasiticus’) donde laagrupacion de especies seencuentra regaldada por
un buen valor de soporte (51%). Las espesieffavus A. thomii, A. subolivaceusA. oryzaey los
aislamientos CB 110.55 y 542.69 A" fasciculatus y A. kambarens’ respectivament e) se
agupan dentro del @do “A. flaws’, con un alto valor de soper (82%) sugiriendo que se
encuentan muy rel acionadas. No ocurcerhismo  con las esgdciparasiticusA. toxicarius A.
sojaey A. terric ola var. americanusdd clado “A. parasitizis” ya que su agrupamiento no esta
respaldado por un buen valor de st@@b1%). Dentro del clad@. parasiticus’puede observarse
claramente los alam ientos dendmaosdco Ao parasiticusll se encuemt amn uy @tionados
entre si, con un alto k& de soporte (87%jFig. 4.11).

La mayoria ddos asl amigos deAr eptinaresultaron incluidos dertt del principal gan
clado (A. flaws-A. parasitias’) con exepcion de M13HY T3N21que quedaron incluidos dentro
de los clados A. cadatus” y “A. tamarii” resgpdivamene. Lcs aishmentos de Agentina
denominadosA. flavus“atipicos™ (M22N3, M32N4, M40N1, LLF39, LLF37, TIN20 y T4AN33) y
“A. parasitizus II' (M7H3, M7H4, M8H1 y M8H5) confanaron clados coraltos vdor es de
bootstrapy se encuentran bien deafios en el arbotonsensojndicando ser grupos claramente

monofileticos.
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Los resultados de la secuenciaciéon paradal gen B-tubulina para la especke
parvisclerotigenusno fueron concluyentes ya que ldss aislamientos utilizados (CBS121.62 y
117732) quedaron en clados difees. Este resultado no se ctaceona con la caracterizacion
morfologica y toxigénica donde se observa umieelsa relacion entre tes dos aislamientos.

Del andlisis filogenético se despde como resultado que la seccidavi cuenta con 10
clados, dos de los cuales tienen un wvale soporte menor o igual al 7094 (‘bombycis” 70%
bootstrapy “A. parasiticus’con 51% debootstrap), mientras que los 8 sgantes se encuentran
respaldadogpor valores mayores al 85%A( caelatus” “A. pseudotamarij” "A. tamarii, “A.
nomiws’, "A. parasiticul’, “A. flavus; “A. flavus“atipicos™, ‘A. leporis) (Fig. 4.11). El arblode
cons@so estricto muestra que los 3 grandedadaobservados en el arbol mas parsimonsaso
fuertemente monofileticos, agual que los cladosA. caelatus’ “A. pseudotamarij”’A. tamaii”,

“A. namius’, “A. parasiticufl’, “A. flavus’y “A. flavus“atipicos™ (Fig. 4.10).

En latabla 4.6 puede observarse los grupo$os que se puede dividir a la secdidavi en
basea caracteristicas morfologicas, toxigénicas y moleculares. Esta tabla resume laslagsult

obtendos para la Seccion 4 de esta tesis.
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Fig. 4.10. Arbol consenso del afisis de MP paréspergillussecciérFlavi basado en la

secu@ciacion parcial del gen 3-tubulina.
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* Designacion de los cultivos dAspergillus el nombre del aislamiento corresponde a la abreviatura del namero
muesta seguido por el nimero del CBS (Centraalbureau Sobimmelcultures, Utrecht,éhiNetherlands)eltos casos
en que los aislamientos fueran incluidos en esta coleccion.

**|os valores debootsrap en porcentaje-60%) estan indicados en las ramas del arbol.
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Fig. 4.11.Uno de los arboles mas parsimoniosog\dpergillussecciérFlavi basado en la
secu@ciacion parcial del gen 3-tubulina.
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* Desgnacion de los cultivos dasperdllus: el nombre del aislamiento corresponde a la abreviatura del nimero de

muestra seguido por el nimero del CBS (CentraalbureauSatimmelcultures, Utrecht, élNetherlands)en los casos
en que los aislamientos fueran incluidos en esta coleccion.

**|os valores debootsrap en porcentaje-60%) estan indicados en las ramas del arbol.
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Tabla 4.6.Agrupamiento de especies de la secéilavi en base a caracteristicas morfolégicas, quimicas y moleculares.

Grupos y especies de la seccidiavi

Morfolégicos Quimicos Moleculares
Grupo Especies Grupo Especies Grupo Especies
A. flavue A. flavus A. flavus A. flavus A. flavus A. flavus
A. subolivaceus A. subolivaceus A. subolivaceus
A. leporis* A. zhaoqgingensis A. zhaoqingensis A. thomii
A. oryzae A. terricola var. A. oryzae
americanus
A. thomii
A. parvisclerotigenus A. parvisclerotigenus  A. A. parvisclerotigenus
parvisclerotigenus
A. flavus‘atipicos” A. flavus A. flavus‘atipicos” A. flavus A. flavus “atipicos”
“atipicos” “atipicos”
A. parasiticus A. parasiticus A. parasiticus A. parasiticus A. parasiticus  A. parasiticus
A. toxicarius A. toxicarius A. toxicarius
A. sojae* A. sojae
A. terricolavar. A. terricola var. A. terricola var.
americanus americanus americanus
A. parasiticusll A. parasiticudl A. parasiticusll  A. parasiticudl A. parasiticus Il A. parasiticus Il
A. nomius A. nomius A. nomius A. nomius A. nomius A. nomius
A. zhaogingensis A. bombycis A. zhaoqgingensis
A. bombycis A. bombycis A. bombycis
A. tamarii A. tamarii A. tamarii A. tamarii A. tamarii A. tamarii
A. flavofurcatus* A. oryzae A. flavofurcatus
A. thomii
A. pseudotamarii A. pseudotamarii A. pseudotamarii A. pseudotamar A. pseudotamarii
A. caelatus A. caelatus A. caelatus A. caelatus A. caelatus
A. leporis A. leporis

* Aislamientos que no pudieron ser utilizados para&@isis deextrolitos debido a que presentaron contaminaciones en al memog los medios de cultivo analizados
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DISCUSION

Este es el primer estudio del généspergillusseccionFlavi donde se analizan
aislamientos procedentes deAlgentina. Ademas, se conton los tipos de los taxones
utiizados, en este caso de espedmindando el concepto adecuado de la
circunscripcion del nombre y permitiendo realizar revisiones nomenclaturales y
taxondmicas sumamente necesarias ded&oesta seccion, taimmportante para la
industia alimentaria.

Debido a que la sisteméatica de la secdéiavi presenta inconvenientesrpa
alta variabilidad del grupo dentde un contexto morfoldgico con pocos caractgras
superposicion de morfologiasmilares entre los individupse hace necesario glas
descripciones de especies dentro deségcion estén basados en descripciones
morfologicas breves y acompafados déudiss moleculares y fisiolégicos que
permiten aportar mayor riqueza a la descripcion.

El analisis del perfil de produccion de extrolitos aportd informacién muy galios
ya que ademas de la observacion de baoditas conocidos, seomprobd la produccion
de muchos otros, con cromoforos cardst@os, para los cuales no se conoue s
estructura y funcién, dando nues perspectivas para lleva cabo otros estund mas
completos. El cultivo de los aislamientos £medios distintospara la produccion de
extrolitos, permite que el a@hiento crezca enfdrentescondiciones bidticas y por lo
tanto &egurarnos que la mayor cantidad de metabolitos estaran presentes en lo
extractos analizados. Bodd al (2002) sugirid que el usde una serie diferentge
condiciones bidticas y abidticas garaatia produccién de diversos metabolitos.

Los hongos son una fuente rica devedsidad quimica, y junto con do
Actinomycetes pragcen mas del 50% dedamnetabolitos utilizadopor la industria
farmacutica. Es por este motivo que estos organismos son el objetivo de numerosos
programas high-throughput screening(HTS) en busca de nuevos productos
farmacéuticos y otros componentes bioaxsti Para optimizar $oprogramas HTS es
muy importante el conocimiente los organismos, sus géeneros y especies que daran
informacion de su bio y quimiodiversidaglgologia, metabolitos secundarios, medios
Optimos para la produccion deetabolitos, etc. La utilizagn de la quimiotaxonomia es
una de las técnicas mas eficaces les programas HTS ya que por métodos
estandarizados es posible obtener lanidlad del organismo y la produccion de
metabolitos. El acido koéjico es una drogaynimportante en la industria farmacéutica

para la eliminacion de las manchas de piel, oryzaclorina y asperfuram son nuevos
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antifungicos, aflatrem esemorgénico. Estos constituyen algunos ejemplos de los
metabolitos producidos por especiesadseccion y su utilidad o actividad .

Los aislamientos 34N2, M12H2, ESN1,N&S(Tabla 4.2) no produjeron CPA ni
aflatoxinas. Considerando gaetualmente como técnica dantrol bioldgico se utilizan
cepas no toxigénicas de flavus(Cottyet al.,1994; Bock & Cotty, 1999), estas 4 cepas
podrian servir de base pdoamulaciones de biopesticidas en nuestro pais.

En este estudio se aplicaron técnicasba#ogia evolutivapara analizar las
relaciones filogenéticas entre las especies que conforman la sdédamin Los
resultados de la variacion genética, avds de la secuenciacion de B-tubulina

permitieon, ademas, realizapnexiones entre variacion genotipica y fenotipica.

1. Correlacion de los chdos molecularmente definidos, caracterizacion
morfol gica y quimica

Los resultados de la secuenciacién pardel gen 3-tubulina sugieren que la
seccion Flavi podria dividirse en 3 grandes cladod\.(‘tamarii, “A. flavus-A.
parasiticus; “A. leporis), pero el cladoA. tamarii’ no cuenta con un valor de soporte
que justifigue la agrupacién (50B@otstrap con lo cual los clados menores incluidos
dentro de éste grupo no se encordrannuy relacionados. El gran cladd. tamarii
contiene los tipos dé. tamarii, A. flavofurcatus A. pseudotamarjiA. caelatus A.
nomius A. zhaogingensj$\. bombycisademas de otros aisléentos. Este resultado es
congruente con los obtenidpara R-tubulina por Itet al (2001) y Rigéet al (2002),
aunque Petersoet al (2001), secuenciando ITS, obtuvo un valor de sopou alto
para este grupoA. tamarii A. flavofurcatus A. pseudotamariiy A. caelatusse
caracterizan por poseer comgliconspicuamente ornamadbs en tonoslivaceos a
castafios aunque el perfil de producail@nextrolitos es diferente ya ghetamarii solo
produce CPA y oryzaclorina miensraque A. pseudotamariiy A. caelatuspueden
producir aflatoxinas. En este esiudlas secuencias de [-tubulina Aletamariiy A.
flavofurcatusresultaron idénticas, al igual quedbtenido por Peteos (2000) para las
secuencias D1-D2 y Kozakiewics (198@)a la morfologia de los conidios.

A. caelatusfue definida como una espeaeamz de producir solo acido kdjico
(Horn, 1997), pero el aislamiento M13H3clmido dentro de esta especie por sus
caracteristicas morfologicas, produce aflatoxinas y CPA. Este resultado sugiere que el

genotipo del gen R-tubulina y la habiliddel producir toxinas nestarian asociados.
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A. nomiusconforma un linaje sepado de las otras esgies productoras de
aflatoxinas (A. flavus y A. parasiticus) se encuentra muy relacionado cén
zhaogingensisy A. bombycis,caracterizandose este grupo gwoducir conidios en
tonos verdosos amarillentos yesasamente ornamentados, ademasnomiusy A.
bombyis comparten el mismo perfil de produccida extrolitos. Este grupo de taxones
se encuentra fuertemente relacionado, apmy@or una buena resolucion en el arbol,
permitiendo establecer un origemonofilético, lo que concuéa con los resultados de
otros estudios anteres (Petersoat al.,2001; Rigoet al.,2002).

El clado’A. flavus’incluye a las especies con mayor importancia econémica de
la secciérFlavi (A. flavus A. parasiticusA. oryzaeA. sojag¢. En base a los resultados
obtenidos en este estudio las especies @egean clado se caracterizan por presentar
cabezuelas conidiales emnbs amarillos al principio y verde luminoso cuando maduros,
y esclerocios esféricos 0 subesférieos > a 40um, y dependiendo de la especie la
capacidad de producir CPA, latbxinas de tipo B y Gpaspalina, parasiticolido,
aflavininas, aflatrem y crisogina. La mis relacion fue previamente sugerida por
Peterson (2000) y Rigét al.,(2002) en base a la secuencias de ITS, 5.8Sy 26S. Las
cepas tipo deA. flavus var. flavus A. oryzae A. subolivaceusy A. flavus var.
columnarisse encontrarian relacionadas muy cercanamente, esto confirma resultados
obtenidos por Nikkuniet al (1998), Peterson (2000) y Rigg al (2002) quienes
utilizaron otros marcadores tegulares para arribar alismo resultado. Con respecto a
A. thomij a diferecia de lo obtenido por Rigét al (2002), se observa una relacion
muy es$r echa col. flavus (82% bootstrap aunque de acuerdo a las caracteristicas
morfolégicas (color de las cabezuelas y tamagocdnidios) es muy similar A.
tamarii (Raper & Fennell, 1965) y el perfil @xtrolitos lo pone en el mismo grupo que
A. terricola var. americanusdebido a que no produce ningin metabolito bajo las
condiciones de andlisis de este dgtuPor lo tanto con &ss datos no se podria arribar
a una conclusion dado que losifbs de analisis no resultan congruentes en cuanto a su
ubicacion taxonomica.

Kurtzman et al (1986) sugirieron qué\. oryzaey A. flavus debian ser
consideradas como una unica especie. En base a nuestros resiltamyzae A.
subolivaceus, A. thomyi A. flavusvar. columnarispodrian ser consideradas variantes
morfolégicos déA. flavus

Las resultados de las observaciones morfologicas y analisis de extrolitos

concentran a las especigsparasiticusA. toxicariusy A. sojaeen un unico grupo A.
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parasiticus) caracterizado por la produccion de cabezuelas conidiales verde oscuro a
olivaceo, esclerocios cuando presentea 40Qum, y muy constantes en cuanto a la
produccion de ambos tipos de alfatoxinas, parasiticolido y ausencia de CPA. Al
observar el arbol de maxima parsimoreafas especies estariformando un clado
junto conA. terricolavar. americanugpero con bajo vatode soporte (64%ootstrap.
Estos resultados no concuerdam los obtenidos por Nikkuet al (1998) y Rigéet al
(2002) en dond@. parasiticusA. toxicariusy A. sojaeforman un clado con un fuerte
soporte yA. terricola var. americanusforma un clado diferge, aunque relacionado,
con A. thomii Las diferencias entre ambos estgdpueden deberse a que la relacion
entreA. parasiticusA. toxicariusy A. sojaeconA. terricolavar.americanusno es muy
fuerte y esto puede afectar el valorsdporte. Nuevos analisis extrayend@. derricola
var. americanusdel estudio serian necesarios para esclarecer la relacion Aentre
parasiticus A. toxicariusy A. sojaeya que las caracteristicas morfolégicas y quimicas
son muy contundentes en cuanto a su similitud. Asimismo, si Aiethomii es
morfolégicamente mas similarAa tamarii en el medio de cultivo YES, las cabezuelas
toman un color mas dorado similar al Aleterricola var. americanusel cual presenta
conidios muy ornamentadasigual que las otras dos especies (Kozakiewicz, 1989).

Varios estudios sugieren gée oryzaey A. sojaeson solamente variantes Ae
flavus y A. parasiticusrespectivamente (Kurzmaet al., 1986; Egelet al., 1994;
Feibelmanet al., 1998; Geiseret al., 1998; Rigbet al., 2002), indicando que estas
especies podrian consideravsgiantes “domesticadas” y que existiria justificacion
evolutiva para manetenerlasparadas. Sin embargo sephapuesto que estos taxones
se matengan como especies diferentedbide a la confusion regulatoria que esta
coespecificidad podria generarlanndustria alimetaria (Geiseet al.,1998).

A. flavus “atipicos” y A. parasiticus|l podrian considerarse como nuevas
especies debido al alto valor de soporte tipreen en el analisidogenético, indicando
el aislamiento genético detes dos clados y dando evidéas de que sonspecies
diferertes a las ya descriptas para la secétavi bajo el concepto filogenético de
especie (Tayloet al.,1999). Los resultados del analisisgenético se complementan
con la observaciéon morfoldgica y el perfil dgtrolitos particulares para cada uno de
estos grupos, permitiendo sugerir que se featde dos especies morfoldégicas nuevas
dentro de la seccion. Estas nuevas especiadags incluidas dentro de los cladés ~
flavus y °“A. parasiticus’ respectivamente. Si bienA. flavus “atipicos”

morfolégicamente son muy similares A. parvisclerotigenus los metabolitos
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secundarios y la secuenciacion del getulidina permiten hipotetizar que son dos
especies diferentes, con algunasactaristicas morfologicas sgladas.A. flavus
“atipicos” y A. parvisclerotigenugpodrian ser consideradaspesies cripticas ya que
morfologicamente son indistinguibles, peroaalalizar otros aspectos de su biologia
como la produccién de extrolitos y secuande R-tubulina y obtener separacién con
fuerte soporte quedan establesidamo especies diferentes.

El cladoA. flavus“atipicos” que contiene a l@gpas productoras de esclerocios
pequefios (cepas S) y aflatoxinas tipo 8 y CPA como principales caracteristicas
podrianser referidas también como esplel grupo Il comirmado por Geiseat al
(1998; 2001), que tendrima posicion filogenéta intermedia entrA. flavusy A.
parasiticus(Hesseltinest al.,1970). En estos estudios sstsene la hipdtesis de gée
flavus como esta definido en la actualideefresenta un grupo nadilético, incluyendo
a menos dos grandes gruposaiglamientos (I y Il) que muestran evidencia de una
larga historia de aislamiento reproductivo. Ademas establecen que el grupo I, por sus
caracteristicas genéticas, morfologicasoghimicas debia ser pbkemente reconocido
como una nueva especie. El cladlavus“atipicos”, como se encuentra definido en
este estudio, permite hipotetizque podria tratarse dea nueva especie, y para
fortalecerla taxon6micamentereconveniente realizar wstudio incluyendo las cap
S aisladas en Australia, Estados Unidos y Benin.

ParaA. parvisclerotigenuso fue posible arribar@na conclusion taxonémica
en el estudio filogenético. Morfol6gicamente muy similér. #lavus“atipicos” pero
diferente en cuanto al perfil de produccdmextrolitos, hace necesario un estudio de
mayor numero de aislamientos y con otrosaadores para establecer la relacionesntr
estas dos especies.

Las especies productoras de aflatoxirasflavus A. parasitizs A. nomiusA.
bomycis A. pseudotamarjiA. caelatusy los aislamientoslenominado#\. parasiticudl
y A. flavus ‘atipico$ ) quedaron esparcidgor todoel dendograma. Estos resultados
sugieren que, en ausencia de recombinas@dmal, y como la produccion de toxinas es
muy compleja y poco probablie serindependientementedquirida, la habilidad de
producir aflatoxinas fue perdida (o ganadairias veces en lavolucién (caracter
convergente u homoplasias) (Tranh Dathal.,1998; Vargeet al.,2003) Sin embargo
Geiseret al (1998) sefialan que las especiegigienicas tienen una historia de

recombinacion, pudiendo significar que #&notipo toxigenico ha sido pasado
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lateralmente entre aistaentos de diferentebackgroundgenético, por ejemplo por
medio de heterocariosis.

A. leporisresulté ser basal a las otras especies de la seccion de acuerdo a la
secuenciacion parcial de R-tubulina. ®mbargo se encontré muy relacionadd.a
flavusen cuanto a las caracteristicagrfologicas. Peterson (2000) y Rigbal (2002),
basados en analisis filogeiw®s observaron el mismo tpédn de relacion. Kozakiewicz
(1989) sugirid que esta espedieberia exluirse de la secciBlavi para pasar a formar
parte de la seccioWenti, aunque Vargat al (2003) la incluye nuemente dentro de
la secciérFlavi peio formando un linaje muy separadd desto de los itegrantes de la

seccion.

2. Consideraciones taxonomicas

Durante el desarrollo de este estudichadrabajado opacionalmente sobre la
base del concepto morfolégico de especiscidleiendo las especiesediante caracteres
diagndsticos (morfolégicos, quimicos, fisiolégs, secuenciacion del gen de R-tubulina)
que permitan diferenciarlos entre si. En el marco tedrico se sigui6 el concepto evolutivo
de especies, donde se hipotetiza quesediterencias puedeser explicadas po
ancestralidad comun, y los conceptos deriHgton y Rizzo (1999) teniendo en cuenta
la variacion interespecifica.
Como consecuencia de este estudio proposeros especies nuevas para la seccion
Flavi, A. minisclerotium(A. flavus“atipicos”) y A. arachidicola(A. parasiticusll). A
continuacion se brinda la defpcion de cada uno de ellas.

Aspergillus minisclerotiumPildain, Vaamonde, Frisvad & Samson sp. nov.
(Fig. 4.12)
Typus: (CBS 115635 cultivo seco de M22N3 CBS115635 - cultivo liofolizado

cultivado en agar Czapek, en oscuridad por 7 dias) aislado de semieaatas

hypogeaManfredi, provincia d€ordoba , Argentina.
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Etimologia: referido al tamafio de los esclerocios, caracteristico de este nuevo
taxon. La descripcion d&. minisclerotiumse basé en los aislamientos obtenidos en la
Argentina (Vaamondest al.,1995; Pildaingt al.,2004; Pildaingt al.,2005).

Colonias en YES, MEA, OA, CYA alcaan un diametro de 60-70mm luego de
7 dias a 25°C, como también en CYA a@7Fig. 4.12.A, B, C, D). Superficie de la
colonia con micelio poco aéreo, en OAMEA micelio flocoso, textura compacta.
Micelio vegetativo blanco muy abundantepn escasas cabezuelas conidiales y
densamete pblado de esclecios negros. Estructura®raodiales verde luminosos-
verde amarillato (29-E5, Kornerup y Wanscher, 19#) massereversode la colonia
naranja amarillento a naranja castafio en YES, castafio amarillento a castafio luminoso
en MEA y QA, castafio en CYA. No se observaron exudados. Acido aspergilico
producido enAFPA. Diametros de esclesios entre 150 y 300p (3 réplicas por
aislamiento, 30 esclerocios por replica).

Cabezuelas conidiales normalmentesebiadas, consistiendo en metulas y
fialides. Estipites de codioforos largos en promedio 1200um y maximo 2000um,
anchoen promedio 11.76um y maximo 21lumrgzhgroseramente rugosa. Didametro de
la vesicula en promedio, 41.35um globosa a subglobosa. Métulas cilindricas 3.25-
4.8um x 11-14pum; fialides-Bum x 6-10um (Figd.12.E, F, G). Conidios elipsoidales o
subglolnsos (2.3)3-4.17(6) um de diametverde palido, pared lisa a finamente rugosa
(Fig. 4.12H, 1, J).

A. mnisclerotiumcrece bien a 25, 37y 42°C.
Produccion de extrolitos: acido aspergilico, acido kagjico, acidopiazonico,
aflatoxina B,, aflatoxina B, aflatoxina G, aflatoxina G, paspalina-paspalinina,

kotanina-like, aflavininas, aftrem.

Fig. 12.A, B, C, D) Aspecto de la colonia d&. minisclerotiuma los 7 dias en CYA;
MEA; YES; OA.E, F, G) Conidioforo, métulas y fialides; Ornamentacion del estipite;
VesiculaH, 1) Conidios a MOJ) Conidios a SEM.
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2

Aspergillus minisclerotiuny A. flavusse distinguen genéticamente con varias
substituciones de nucleotidos presentes en la comparacion de sus secuencias de [3-
tubulina. Ademas, por patrones de produccion de extrolitos diferentes, tamafio y
ornamentacion de los conidiggamario de los esclerociasendo esta caracteristica la
mas consistente y repiucible para distinguir aislamientos de estas dos especies.

Con A. parvisclerotigenu§CBS121.62) comparten las mismas caracteristicas
morfolégicas pero el patron de produccion de extrolitos es difer&@ntaifisclerotium
produce aflavininas y aflatrem), al idugue la secuencia del gen R-tubulifedria
tratarse de especies cripticas peros netudios son necesarios ya que los dos
aislamientos deA. parvisterotigenusutilizados en la secuenciacion no mostraron
resultados a partir de losalas se pueda llegar a uranclusién sobre esta especie.
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Aspergillus arachidicolaPildain, Frisvad & Samson sp. nov.
(Fig. 4.13)

Typus: CBS 117610cultivo seco de M7H3 CBS117610 - cultivo liofolizado cultivado
enagar Czapek, en oscuridpdr 7 dias) aislado de hoja deachis glabraa, provincia

de Corrientes, Argentina.

Etimologia: derivado del nombre del género dehinArachis de donde se
aislaron las cepas. La descripcién Be arachidicolase basé en los aislamientos

obtenidos en la provincia de Corriesitdrgentina, a partir de hojas deglabrata

Colonias en YES, MEA, OA y CYA alcanzaun diametro de 60-65mm en 7 dias a
25°C y en CYA a 37°C. Superficie de tolonia aterciopelada, con abundantes
cabezuelas conidiales @anos olivaceos a castafies mase (3-E8; 4-E7. Kornerup &
Wanscher, 1978), manteniendo el mismolor a los 14 dias. Reverso verde
amarillento; no se observaron exudados.dtsclos ausentes (Fig. 4.13.A, B, C, D).
Cabezuelas conidiles uniseriadas o biseriadas, radiadasdoadie en columnas
divergentes en a la madurez. Estipites incoloros, finamente rugosos, vamelalepe
mayormente (250) 400-600 (10Q@); con un diametro inmedahente debajo de la
vesicula (6.5-) 9-10. Vesiculgbosas a subglobosas (23-) 28u#®de diametro,
fértiles sobre el 75% de swperficie; metulas 9.5-13.5 x 5-frf; fialides 7-11 x 3-
6.5um (Fig. 4.13. E, F). Conidios globososubglobosos, equinulados, frecuentemente
con tejido conectivo, velosos (¥H-) 4.5-5 (-6.5um (Fig. 4.13.G, H).

A. arachidicolacrece bien a 25, 37 y 42°C.
Produccion de extrolitos: acido kojico, , aflatoxina, Bflatakina B, aflatoxina G,

aflatoxina G, parasiticélido, crisogina.

Dentro de la seccidhlavi, A. arachidicolase asemeja A. caelatusen la morfologia de
la colonia. Sin embargo, los aislamientos Ae arachidicola producen conidios

equinulados yA. caelatuspresenta conidios con omantacién tubercular yuerpo
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espordgeno (Horn, 1997). Los aislamientiss estos 2 grupos resultaron en ramas
diferentes y con alto valor de soporte en el arbol debBlina, y ademas presentan
diferentes patrones de produccion de extrolitos.

A. parasiticuses distinguible microscopiogente deA. arachidicolapor el color verde
oscuro de sus colonias (Raper & Fdhng&965). La forma y ornamentacién de los
conidios deA. arachidicolase superponen con las Ae parasiticus Ambas especies
producen aflatoxinas B y G pero no CPA. juaduccién de crisogina y lossultados
negativos en AFPA por parte de arachidicolason caracteres valiosos para distinguir
edas dos especies.

A. flavus es muy diferente dé. arachidicolapor sus caracteristicas colonias verde
amarillentas (Raer & Fennell, 1965). Ambaespecies comparten los estipites con
pared rugosa perA. flavusgeneralmente tiene estiftenas largos (mas de 1Q00),
también presenta conidiosenos equinulados. Ademias aislamientos da&. flavusson
cgpaces de producir aflatoxinas BPA y acido aspergilico (Samseh al., 2000),
presentando por lo tanto upeffil de produccién de exblitos distinto al deA.
arachidicola Todas las diferencias morfolégicas, produccion de extrolitos y la
secuenciacion de R-tubulina sugieren dife@semarcables entre estas dos especies.
Los conidios deA. arachidicolapresentan una rugosidagtermedia entre los dA.
flavusy A. parasiticus Este es un caracter que esta nueva especie comparte con las
cepas “O” propuestas por Feibelman al. (1998), con la diferera de dque estas cepas
son muy cercanas A. nomiusy A. arachidicolaesta relacionada noA. parasiticus
(Feibelmanet al., 1998) A. arachidicolano produce esclerocios y las cepas O se
definieron como productoras. Skeberian realizar mas edios para establecer la
correcta relacion entre estos aislamientos.

La cepaA. flavus var. flavusCBS108.30 que fue identificada como tipo FP-1 por
Kumedaet al (2003) necesita ser incluidientro de la especi. parasiticusdebido a

su morfologia, produccion de extrolitos I§ posicibn que adquiri6 en el arbol
filogenético (Fig. 4.11). Nuestro objetivo ahalizar CBS108.30 fue clarificar Ai
arachidicolapertenecia al clado identificadomo FP-1intermedioentreA. parasiticus

y A. flavus (Kumedaet al., 2003) Nuestros resultadawnostraron que CBS108.30
pertenece a un clado diferente alAdarachidicola
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Fig. 4.13 A, B, C, D) Aspecto de la colonia d&. arachidicolaa los 7 dias en CYA;
MEA; YES; OA.E, F) Vesicula, métulas y fidlide§&) Conidios a MOH) Conidios a
SEM.

2 um

CONCLUSIONES PARCIALES
o El estudio de la seccioRlavi requiere de la utilizacion de diferentes
disciplinas debido a la superposicida caracteres entre los miembros de

este grupo.

o La quimiotaxonomia aparece como umarramienta de mucha utilidad

para resolver problemas taxoni@dos dentro de la seccion.

o La habilidad de producaflatoxinas fue perdida (o ganada) varias veces

en la evolucién de los integrantes de la secElami.

Recomendaciones taxondmicas:
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Se definen 2 nuevas especies para la sedeiam, A. arachidicolay A.
minisckerotium a partir de aislamientos procedentte hojas de mani de especies
autoctonas de la Argentina.

A. tamariiy A. flavufurcatusdeben ser consideradas coma sola especid).
tamarii.

A. oryzae A. subolivaceuy A. thomison variantes morfofficos de la especie
A. flavus.

A. zhaoquingensidebe incluirse dentrde la especié. nomius.

A. sojae, A. toxicarius, A. terricolaar. americanusson variantes morfolégicos

de la epecieA. parasiticus
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e A. flavusy A. parasiticusson las especies dominantes de la sedei@vi en mani
cultivado y nativo de la Argentina, y se encuentran ampliamente distribuidos en las
zonasmaniserasA. flavuses mas frecuente en mauitivado, tato en semillas como

en hojas, contrariamentdaahipotesis establecida trabajos anteriores.

e Sereafirma la hipétesisle que la contaminacion pér. flavusobsevada en mani

durante el almacenamiento proviene de la pre-cosecha

e La incidencia de las especies dedeccionFlavi, y en particular dé\. flavus,se
encuentra asociada a factores microclimaticos practicas agroculturales y cultivares

propios de cada una de las zonas agroecoldgicas analizadas

e flavus tipicos, productores desclerocios tipo L y con quimiotipo | son los mas

frecuentemente aislados a padé mani en la Argentina.

e Lascepas tipo S de la Argentina presenun patron de prodaién de aflatoxinas
caracteristico, solo asociado a estos aislamientos productasslei®cios pequefios.

Su incidencia estaria relacionada con climas secos y temperatura elevada.

e La produccion de esclerocios y aflatoxinas estan correlacionadas positivamente. La
capaadad de producir esclero@y aflatoxinas se encueatdeterminada por factores
bidticos y abidticos, qudependen del sistenbajo estudio. Estos factores parecen ser

la luz, temperatura y sustrato.

e Raificamos que, debido a lmportantisima frecuencia dgeodwctores de CPA, se

justifica el estudio de la ocurreia natural de este metabolito.

e Los VCGs son un marcador multiloculaeetivo siendo particarmente Util para
caraderizar estructuragenética de poblaciones de flavus en la Argentina. Se
fortalece la hipotesis de estrecha cacedn entre los VCGs identificadosa

produccion de alfatoxinas y de CPA, asimo con la produccién de esclerocios.
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e La variabilidad genética de las poblacionesAddlavusson particulares para cada
region analizada, dependiendo de caradieds como temperatura media, latitud,
altura tipo e historia del suelo, secuendm cultivos, niveles de insectos, frecuencia

de pecipitaciones y practicas tturales.

e Lascepas tipicas y atipas déA. flavustienen una estructuggoblacional propia, no

hay VCGs establecido hasta el momento que incluya ambos tipos de cepas.

¢ Del estudio filogenético seatifica la hipotesis de quia habilidad de producir
aflatoxinas fue perdida (o ganada) varias vetek evolucion de los integrantes de la

secciéonFlavi.

e Las cepas atipicas dA. flavus productoras de ambospdis de aflatoxinas y
esclerocios pequefios, debemsiderarse como una nuesspecie. Se denomino a la

misma comaA. minisclerotium

e En base a consideraciones morfologicas, produccion de extrolitos y analisis
moleculares se recomiendan modificamés taxondmicapara la seccioklavi. Se
establecen 2 especies nuevas para la se€tadn y se aconseja sinonimizaA.
flavufurcatuscon A. tamarii A. oryzae A. subolivaceuy A. thomiconA. flavus A.

sojae A. toxicarius, A. terricolaar. americanusonA. parasiticus
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1. MEDIOS DE CULTIVO y REACTIVOS

Agar Dicloran18% Glicerol (DG18) (Pitt & Hocking, 1997)

Glucosa 10g
Peptona 59
KH.PO, 1g
MgSQO,.7H,O 0.5g
Glicerol 220g
Agar 15g
Dicloran 0.2% p/\en etanol 2mg
Cloranfenicol 100mg
Agua destilada 1l

Agar Papa Dextrosa (PDA)Kirk et al, 2001)

Papa 200g
Agar 209
Dextrosa 15g
Agua destilada 1l

Agar Czapek Extracto de Levadura (CYA) (Pitt & Hocking, 1097)

KH,PO, 1g
Czapek concentrante 10ml
Solucion metales traza 1ml
Extracto de levadura 59
Sacarosa 309
Agar 159
Agua destilada 1l

Agar Extracto de Malta (MEA) (Kirk et al, 2001)

Extracto de Malta 20g
Peptona 1g
Glucosa 20g
Agar 209
Agua destilada 1l

Agar Glicerol 25% Nitrato (G25N) (Pitt & Hocking, 1997)

KH2PO, 0.75¢g
Czapek concentrante 7.5ml
Extracto de levadura 3.79
Glicerol 25@
Agar 12¢g
Agua destilada 750ml

Aspergillus Flavus y Parasiticus Agar (AFPA)(Pitt & Hocking, 1997)

Peptona 10g
Extracto de levadura 20g
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Citrato férrico de amoénio 0.5¢
Cloranfenicol 10mg
Agar 159
Dicloran 0.2% p/v en etanol am
Agua destilada 1l

Agar Czapek-Dox (Cz-Dox)Bayman & Cotty, 1991a)

KoHPO, 19
MgSOs. 7H,0O 0.5¢
NaNG; 39
KCIO 59
FeSQ 0.01g
Sacarosa 309
Agua destilada 1l

Agar-Sucrosa Extractode levadura (YES)(Pitt & Hocking, 1997)

Extracto de levadura 20g
Sacarosa 200g
Agar 159
Agua destilada 1

Agar Avena (OA) (Kirk et al, 2001)

Avena 20g
Agar 20g
Agua destilada 1

Malta Peptona (OA) (Samsoret al, 2000)

Extracto de Malta 10%/v
Bactopeptona 0.1p/v

Reactivo de Erlich (Fernandez Pintet al, 2001)

4-dimetilaminobenzaldehido 19
Etanol 75ml
HCL concentrado 25ml
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2. ANALISIS ESTADISTICO

SECCION 1

Andlisis de la varianza (ANOVA) de la frecuencia de aislamientos de las distintas
especies de la secciORlavi aisladas de las hojas de plantas de mani nativo y
cultivado. Prueba de minima diferencia significativa (LSD) para separacion de

medias.
SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 4 292.753 73.1882 5.38 0.0007
WITHIN 80 1087.29 13.5912
TOTAL 84 1380.05

HOMOGENEOUS
VARIABLE MEAN GROUPS

AF 45294 |
AP 3.2941 |
APII 0.4118 .1
AT 0.1765 .1
AC 0.0588 ..I
SECCION 2

Prueba de independencia® de procedencia de semillas y hojas de mani sobre la
produccion de esclerociosPrueba G para tablas de 4 x 3 de procedencia de

semillas sobre la produccién de esclerocios.
VARIABLE
CASE L ND S
+ + + +
1 OBSERVED| 13 | 9 | 8 | 30
EXPECTED| 15.67 | 8.57 | 5.76 |
CELLCHI-SQ| 0.46 | 002 | 0.88 |
+ + + +
2 OBSERVED| 28 | 9 | 3 | 40
EXPECTED| 20.90 | 11.43 | 7.67 |
CELLCHI-SQ| 241 | 052 ]| 285 |
+ + + +
3 OBSERVED| 47 | 35 | 36 | 118
EXPECTED| 61.65 | 33.71 | 22.64 |
CELLCHI-SQ| 3.48 | 005 | 7.89 |
+ + + +
4 OBSERVED| 73 | 17 | O | 90
EXPECTED| 29.78 | 16.29 | 10.93 |
CELL CHI-SQ| 351 | 0.03| 10.93 |

+ + + +
161 70 47 278

OVERALL CHI-SQUARE 33.02

P-VALUE 0.0000

DEGREES OF FREEDOM 6
CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

G = 64.8053 FOR TOTAL SET
G(WILLIAMS) = 63.4158
NON-SIGNIFICANT SUBSETS:
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1, G-STATISTIC = 3.9528
ROWS=1 2 3
COLS=1 3

2, G-STATISTIC = 2.8522
ROWS=1 2 3
COLS= 2 3

3, G-STATISTIC = 4.3974
ROWS=1 2 4
COLS=1 3

4, G-STATISTIC = 12.1967
ROWS= 2 3 4
COLS=1 3

5, G-STATISTIC = 6.5421
ROWS =1 2
COLsS=123

6, G-STATISTIC = .1941
ROWS =1 3
COoLs=123

7, G-STATISTIC = 7.6973
ROWS = 2 4
COLS=123

Prueba de independencigy® de mani nativo y cultivacdb sobre la produccién de
esclerocios.

VARIABLE
CASE A B

+ + +
1 OBSERVED| 48 | 9 | 57

EXPECTED| 46.23 | 10.77 |
CELL CHI-SQ| 0.07 | 0.29 |
+ + +
2 OBSERVED| 25 | 8 | 33
EXPECTED| 26.77 | 6.23 |
CELL CHI-SQ| 0.12 | 0.50 |

+ + +
73 17 90

OVERALL CHI-SQUARE 0.97

P-VALUE 0.3235

DEGREES OF FREEDOM 1
CASES INCLUDED 4 MISSING CASES 0

Prueba de independencia? de hojas y semillas de mani cultivado (sitio 15) sobre
la produccién de esclerocios.

VARIABLE
CASE D ND

+ + +
1 OBSERVED| 1 | 12 | 13

EXPECTED| 3.50 | 9.50 |
CELL CHI-SQ| 179 | 0.66 |
+ + +
2 OBSERVED| 6 | 7 | 13
EXPECTED| 3.50 | 9.50 |
CELLCHI-SQ| 179 | 0.66 |

+ + +
7 19 26

OVERALL CHI-SQUARE 4.89

P-VALUE 0.0271

DEGREES OF FREEDOM 1
CASES INCLUDED 4 MISSING CASES 0
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Prueba de independencig? de procedencia de semillas y hojas de mani sobre la
produccion de aflatoxinas. PruebaG para tablas de 4 x 3 de procedencia de
semillas sobre la produccién de aflatoxinas

VARIABLE
CASE AFB  AMBAS ND
+ + + +

1 OBSERVED| 17 | 5 | 8 | 30

EXPECTED| 2131 | 465 | 4.04 |
CELLCHI-SQ| 087 | 0.03| 388 |
+ + + +
2 OBSERVED| 30 | 2 | 8 | 40
EXPECTED| 2841 | 6.20| 5.39 |
CELLCHI-SQ| 0.09 | 285 | 1.27 |
+ + + +
3 OBSERVED| 70 | 31 | 17 | 118
EXPECTED| 83.80 | 18.30 | 15.89 |
CELLCHI-SQ| 227 | 881 | 0.08 |
+ + + +
4 OBSERVED| 90 | O | O | 90
EXPECTED| 4048 | 884 | 7.68 |
CELLCHI-SQ| 6.74| 884 | 7.68 |

+ + + +
174 38 33 278
OVERALL CHI-SQUARE 41.71
P-VALUE 0.0000

DEGREES OF FREEDOM 6
CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

G = 49.5214 FOR TOTAL SET
G(WILLIAMS) = 48.3346
NON-SIGNIFICANT SUBSETS:
1, G-STATISTIC = 8.3222
ROWS=12 3 4
COLS=1 3
2, G-STATISTIC = 9.3646
ROWS=1 2 3
COLs=123
3, G-STATISTIC = 10.4740
ROWS = 2 4
COLs=123

Prueba de independenciay’ de mani nativo y cultivado sobre la capacidad
toxigénica. Prueba G para tablas de3 x 2.

VARIABLE
CASE A B
+ + +
1 OBSERVED| 8 | 52 | 60

EXPECTED| 22.67 | 37.33 |
CELL CHI-SQ| 9.49 | 5.76 |
+ + +
2 OBSERVED| 23 | 2 | 25
EXPECTED| 9.44 | 1556 |
CELL CHI-SQ| 19.46 | 11.81 |
+ + +
3 OBSERVED| 3 | 2 | 5
EXPECTED| 1.89 | 3.11 |
CELL CHI-SQ| 0.65 | 0.40 |
+ + +
34 56 90
OVERALL CHI-SQUARE  47.57
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P-VALUE 0.0000
DEGREES OF FREEDOM 2
CASES INCLUDED 6 MISSING CASES 0

G = 51.5443 FOR TOTAL SET
G(WILLIAMS) = 48.3262
NON-SIGNIFICANT SUBSETS:
1, G-STATISTIC = 5.2553
ROWS=1 3
COLS=1 2
2, G-STATISTIC = 2.8919
ROWS = 2 3
COLS=1 2

Prueba de independenciag® y coeficiente de correlaciény por rangos para datos
dicotomicos para el estudio de una posible asociaciéon entre la produccién de
aflatoxinas y produccion de estructuras de resistencia de flavus

217 61 278
FISHER EXACT TESTS: LOWER TAIL 0.0000 UPPER TAIL 0.0000 TWO
TAILED 0.0000

PEARSON'S CHI-SQUARE  23.89 YULE'S Q 0.62
P (PEARSON'S) 0.0000 SE (Q) 0.0952
YATES' CORRECTED CHI-SQ  22.29 SE (H0: Q =0) 0.1669
P (YATES) 0.0000 YULE'S Y 0.35
LOG ODDS RATIO 1.4545 SE (Y) 0.0681
SE (LOR) 0.3102 SE (HO: Y =0) 0.0835
SE (HO: LOR = 0) 0.3339 C MAX 0.67
CROSS PRODUCT RATIO  4.2823 PHI 0.29
CONTINGENCY COEFF 0.28 PHI MAX 0.91
SECCION 3

Andlisis de la varianza (ANOVA) de la frecuencia de mutantes totalesaD, nirA y
cnx de A. flavus Prueba de minima diferencia significativa (LSD) para separacién

de medias.
SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 2 1186.33 593.167 116.16 0.0001
WITHIN 255 1302.10 5.10629
TOTAL 257 2488.44

SAMPLE GROUP
VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

CNX 1.5349 86 1.7469
NIAD 54535 86 3.3700
NIRA 0.4651 86 0.9542
TOTAL 2.4845 258 2.2597
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CASES INCLUDED 258 MISSING CASES 0

HOMOGENEOUS
VARIABLE MEAN GROUPS

NIAD 54535 |
CNX 1.5349 .|
NIRA 0.4651 ....1|

Andlisis de la varianza (ANOVA) de la frecuencia de mutantesiaD, nirA y cnx de
A. flavus de Formosa. Prueba de minima diferencia significativa (LSD) para

separacion de medias.
SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 2 300.368 150.184 42.35 0.0001
WITHIN 111 393.632 3.54623
TOTAL 113 694.000

CHI-SQ DF P

Andlisis de la varianza (ANOVA) de la frecuencia de mutantesiaD, nirA y cnx de
A. flavus de Salta. Prueba de minima diferencia significativa (LSD) para

separacion de medias.

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 2 1736.51 868.257 115.53 0.0005
WITHIN 351 2637.98 7.51562

TOTAL 353 4374.50

Andlisis de la varianza (ANOVA) de la frecuencia de mutantesiaD, nirA y cnx de
A. flavus de Corrientes. Prueba de minima diferencia significativa (LSD) para

separacion de medias.

SOURCE DF SS MS F P
BETWEEN 2 1186.33 593.167 116.16 0.0001
WITHIN 255 1302.10 5.10629

TOTAL 257 2488.44
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