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INTRODUCCION

La población de Saptoria trítici de la Argen
tina presenta un alto nivel de variabilidad, reflejado 
en las diferencias culturales y la virulencia, ex
puestos en estudios anteriores (Cordo y Unquist, 
1987; Cordo y Arriaga, 1987; Cordo et al., 1992a; 
Pereüó et al., 1987,1990a, 1990b, 1991). Basán
dose en los patrones de patogenicidad producidos 
sobre líneas de hospedantes con diferente 
germoplasma, y según los diferentes tipos 
mortoculturales ya caracterizados (Cordo et al., 
1992a; Perellóetal., 1990a, 1991 ),iapoblación de 
aislamientos de S utoria  tritici puede subdividirse 
en subpoblaciones o “tipos*. Cada una de estas 
subpoblaciones estarían formadas, presu- 
mfclemente, por razas o biotipos relacionados 
entre sí. La marcada diferencia en la estructura de 
la población de Saptoria tritici en la Argentina, la 
hace de interés para examinarla electro- 
Icréticamente a nivel proteico. La electroforesís de 
proteínas e ¡soenzimas es ampliamente utilizada 
por su efectividad, particularmente en los estudios 
de variabilidad intraespecífica en plantas (Kephart, 
1990). Si bien para esta finalidad ei estudio del ADN

en expansión, los relacionados con proteínas

son sumamente útiles ya que representan el pro
ducto directo de la transcripción y traducción del 
AONy son componentes estructuralesy enzimáticos 
déla células (Micaleset al., 1986, Kephart, 1990). 
La electrcforesis de proteínas obtenidas de micelios 
de hongoe fit opatógenos ha sido utilizada en la 
clasificación e identificación de numerosas espe
cies fúngicas y en taxa inferiores a la especie 
(Clare, 1963; Striper, 1965; Macko et al., 1967; 
Faris et al., 1986; Bielenfn et al., 1988)

En el género Phytophtor ( P.
dreschleríy P. syringae) el análisis de proteínas 
nativas y desnaturalizadas permitió reconocer 
subgrupos dentro de cada una de las especies 
(Bielenin et al., 1988). También en P. megasperma, 
con proteínas desnaturalizadas, se observó varia
ción intraespecffica y se correlacionó dicha varia
ción con diferencias en la morfología y virulencia 
(Faris et al., 1986; Irwin y Dale, 1982).

Durbin (1966) en el género Septoria, empleó 
proteínas solubles para diferenciar tres especies 
(S.tritici, S.avenas y  S.nodorum). McDonald y 
Martinez (1990 a y b) utilizaron la técnica de 
polimorfismo de fragmentos de restricción de ADN 
(RFLP) para estudiar la variabilidad genética de
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MATERIALES Y  METODOS
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una población de aislamientos de S.
En el país la caracterización electroforática 

de aislamientos de S. tritícino ha sido investigada 
aún. De allí que el presente estudio se condujo para 
determinar la existencia de diferencias cuaii y/o 
cuantitativas en las proteínas desnaturalizadas de 
una población de aislamientos de S.tritkL

En todos los casos, los cultivos fueron obte
nidos por aislamiento directo desde hojas de plan
tas de trigo con síntomas típicos de la enfermedad 
colectadas a campo. La designación original da 
cultivo, hospedante o fuente, y origen geográfico 
de los aislamientos empleados en este estutfio, a  
indican en la Tabla 1.

Tabla 1: Designación original del cultivo, origen geográfico y hospedante o fuente de los 
aislamientos de S. tritíci estudiados.

Culture designation, geographic origin and host of source of the isolates of S.tritici 
studied.

Designación Localidad de Procedencia Fuente de Origen

21 B Barrow Bobwhke “S ' 2165 x O -188(F7)

LH5 Los Homos Línea de crianza no identificada

M „ La Plata Buck Poncho

1191 Barrow Bobwhke*S* 2274x0-3-88 (Kz)

5 E La Estanzuela MNalew deec. Kavkazt(Kz)
(Uruguay)

P, Pergamino LPI/ Bobwhke "S'

D.E. INTA Necoehea Bobwhke "S’  CM 33203

P. Barrow Buck Napostá

18 E La Estanzuela Don Ernesto INTA
(Uruguay) (Bobwhite "S")

38 N Crenel Dorrego LP 38388 ( Buck Napostá)

23 Miramar Retacón INTA

1095 La Estanzuela Bobwhite "S"
(Uruguay)

10 B Barrow Bobwhke "S' /'Qenaro

to
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L o s  aislamientos fueron obtenidos en una 
n a ra  fría  (4*C) en tubos pico de flauta con agar 
I t a  (e x tra c to  de m alta, 30g; peptonas 
:o lógicas,5g; levaduras,2g; agar, 20g y agua 
; t ila d a  1000 mi) hasta el momento de su empleo, 
ca d a  tubo se agregó 5 mi de agua destilada 
é r il,  se homogeneizó con un ansa y se vertieron 
-il de la suspensión en erlenmeyers de 250 mi de 
oacidad con 100ml del medio líquido Czapek 
>x (NO,Na3g, PO„H2K 1 g, S 04MgO,5g, CIK0,5g, 
) 4Fe 0,01 g, sacarosa 30g, y agua destilada 
OOml). Se incubaron 3 erlenmeyers/muestra en 
m ara  de cría a 20 ± 2 ' C y con ciclos alternantes 
i 12 horas luz-oscuridad con el agregado de luz 
ircana al ultravioleta en el período luminoso, 
lego  de 20 días, la masa miceliar producida se 
tró a través de muselina y se lavó con abundante 
ju a  destilada. Las muestras pesadas se conser- 
iro n  a -20" C hasta el momento de su empleo.

Cada extracto miceliar, previamente pesa- 
o, fue mezclado en un mortero (relación 1:1) con 
na solución buffer 0,062 M de Tris (hidroximetil- 
minometano) pH 6,8, 2 % de dodecil sulfato de 
odio (SDS), 5 % de mercaptoetanol, 10 % de 
llicerol y 0,1 % de azul de bromofenol, como 
narcador del frente de corrida. Los extrae
os se calentaron a 1009C durante 3 minu
és (Laemmli, 1970); posteriormente se 
¡entrifugaron 2 veces a 10.000 rpm duran- 
e 10min. Los sobrenadantes se conserva
ron a -20* C hasta la realización de la 
:orrida electroforética.

La electroforesis se llevó a cabo en 
una cuba para placas verticales ( 180 x 
160 mm). La concentración de acrilamida 
del gel separador fue del 13 % y 1 % de 
N,N' metéfn bfe-pcrilamida (bis) y 3 % de 
acrilamida y 0,043 % de bis-acrilamida en 
el gel concentrador. La corrida tuvo una 
duración de 18h a una corriente constante 
de 15 mA por placa.

La coloración de los gales se realizó 
de acuerdo con la técnica de Fairbanks at 
al.(1971)
RESULTADOS

Se halló una elevada variación intra-especí- 
f ica entre los patrones de proteínas desnaturaliza
das de los distintos aislamientos. (Fig. 1 y Fig 2).

Se visualizaron diferencias entre los patro
nes de los distintos aislamientos, aunque no 
todos brindaron bandas suficientemente nítidas 
para su análisis. En aquellos que aportaron bandas 
claras y distinguibles, se observó que cada uno 
presentó un patrón particular y único. Se observa
ron diferencias cualitativas y cuantitativas. Los 
aislamientos P3,23 y 1095 revelaron la presencia 
de unas pocas bandas proteicas (2 a 5) pero 
ubicadas claramente en distinta posición. (Fig. 1 y 
Fig. 2)

Figura 1

Figura 1: Patrones Electrotoréticos de proteínas 
desnaturalizadas (SDS-PAQE) de los aislamientos de

S. tritter.
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Figura 1:p* j

Electroforóticos de n  
ñas desnaturalizadas :j 
PAGE) de tos atslanr 
de S. tríticr. 1: 21B.2tl 
Mw,4: 1191. 5: SE 6 P, 

D.E. INTA. 8:P,,9: la  

38N, 11: 23, 12:1» 
13:10B, 14:33B, 1S
16:108, 17:148,1
19:818, 20:1/918 

Protein patterns 
isolated o f S. He 
21B, 2:LHS3: M „.4 III 

5: 5E, 6: P,, 7: D.E »' 
8:P,,9: 18E.10: 3ífí. I 
23, 12:1095, 13:1*
14:33B, 15:P,, 16:1]

17:14B,18:2, 19:61
20:1/91B.

Figura 2: Represad 
cton dagramática de las fw  
pales bandas de proteínas»  
naturalizadas (SDS-PAGE* 
tos aislamientos de Sm 
1:21 B, 2:LHÍ , 3:MB, 4:1» 

5:5E, 6:P,, 7:D.E.INTA I#, 
9:18E,10:38N, 11:23, 121® 
13:1ÓB, 14:331
15:Pt: 16:1Ó8, 17 ;14B,H* 
19:B18, 20:1/91B.

D i a g r a m m atit 

representation o í the 
tsandtog proteins of toóla»: ■' 
S trítíd : 1:21 B, 2:LH,, 3*. 
4:1191,5:5E, 6:PS, 7: D.EW* 

8:P,, 9:18E, 10: 38N, 11: & 
12:1095,.13:10B, 14:338,156 

16:108, 17:14B, 18:2, 196’* 
20:1/91B.

■uT
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F igura 2: Representación 
nnéBoa da las principié—barataseis 
has dasnaturaftart— (SDS-PAGE) 
>aMHnienlDsdsS.Miot121B>2LH(, 
, 4:1191,6:SE, 6:Pr  7:0.E JNTA, 8:Pr  
£.10:9814. 1123, 12:1096, 19:106, 
9B. 15:P,,16:108,17:14B,18:2,
18,20-.1/91B.

Dtagammalc rapta—ntaSonotfta 
» bandng proMns ofisolatadof 5. 
1 : 1:21 B, 2LH,. 3:14*, 4:1191, 5:SE, 
, 7: D.EJNYA, 8:P,, 9:186,10: 98N, 
29. 12:1095, 19:10B, 14:998, 1S:P,, 
IOS. 17:146,182,19:818,20:1/91B.

♦

Los aislamientos B*,5E, P, y 108 N también 
i distinguieron por presentar bandas diferentes 
il resto.

Los aislamientos caracterizados electro- 
«éticamente, respondieron a los tipos culturales 
waduroidss y afcinos (en susformas puh/urulentas 
•soso y aterciopelado “tipo corded").

Las dbtintas variantes morfocukurales com- 
Htnderon una serie diferente de estructuras del 
ib: dsede el talolevaduroide con céMae brotantes 
(P,), continuando por el talo mtcebor constituido 
porpsaudomicefocon células terminales brotantes 
(Pt, LH,m), también por el talo miceliar con hilas 
verdaderas y abundancia da conidios (10951 23, 
108y 35 B), para finalizar con el estroma aMno sin 
pienidbs (5 E).

Cada estructura celular (eelulae brotantes o 
conidbs)fue infectiva cuando se la inoculó sobre 
tiigo, ya que reprodujo la lesión tfpicayconpicnicfoe, 
psroM halaron diferencias en la virulencia (Cordo 
•tsL, 1992a; Peraltó et al.. 1990b).

La gran variación en virulencia y caracterís

ticas morf oculturales de los aislamientos también 
se vió reflejada en el alto nivel de diversidad 
electroforética encontrada Sin embargo, estos 
tres caracteres no parecían estar asociados, como 
se observa por ejemplo: con los aislamientos 23 y 
B18, en los queeltipoculturaly el patrón de bandas 
electro!oréticas es distinto, y la virulencia es alta en 
ambos aislamientos (Tabla 2).

DISCUSION

El reconocimiento de diferenciación 
mtraespecffica de S. tritíci, se basa en pruebas 
de patogenicidad sobre un "set” de hospedante 
dMerenciales, y en las características morf ocul
turales "in vitro". Así, fue posible establecer en el 
país la existencia de un alto grado de variabilidad 
en dichos caracteres.

El anáisis de patrones de proteínas nativas 
y desnaturalizadas de hongos fitopstógenos ha 
sido usada con frecuencia para diferenciaciones 
inter eintra específicas (MiealesetaL, 1986; Clare, 
1963; Striper, 1965; Mackoet al., 1967; Bielenin et



Perotó A, MC GianibeK, C Corto, HE AMpiy HO Arriaga. Caracterización de las proteínas..



Rovm* do it Focmod do Agronomía. Tomos 6&57. Años 19$w91

F lO u ra  3 : Colonies da S.tritid da 20 « M  da 
«arrodo «n  ÁM  (ages malta). Loa atamientos 2091,27, 

3B y 30  no toaron InoMdoe an al anttsis da proteínas 
r la  poca cantktad da extracto mtoetar obtenido.

Tipos cuttur atse: levaduroide : Pr 2 3 ,1095.1191, 
0 1 .3 3 8 . y  1/91; aM no: SE. P,. LH,m, 148.108,18E.3B; 
*coaatrom<Mcooociptentdtoa:B18,106,6ymtea8nr: M1t, 
i. 2. 21B . 30 . 2 7 .

20deys old cultures ofS.MIfcfln Malt Agar (MA). The 

isolates 2091,27, M1(, 38 y 30 wara not fndudad in the 
proWn artalysi*.Cultural typaa: ysasM ke : Pr 23, 1096, 

1191,2091,338, y 1/91; afeino: LH,m, 148,108,
18E, 38; typical atromaKc wüh picnida : 818, 108, 8 y 

miceM: M „, 38,2 ,21B, 30,27.

abta 2 : tip o  cultural, virulencia y patrones de bandas proteicas de algunos aislamientos de S. tritíci.
C u ltu ra l type, virulence and protein patterns of some S. isolates

A is lam ien to s Tipo cultural Virulencia Patrón proteico

P, mucoso levaduroide 
c.brotantes cilindricas

baja 3 bandas (a,b,c)

23 mucoso levaduroide 
conidios secundarios

alta 2 bandas (f,h)

1095 mucoso levaduroide 
conidios secundarios

no
caracterizada

5 bandas (a,b,c,e,g)

B 18 típicos picnidios 
con picnidiosporas

alta muchas bandas, una (b) 
distinguible del resto

P, afcino, micekar, yesoso, 
células brotantes elípticas

baja muchas bandas ubicadas 
en posición diferente del 
resto de los aislamientos

108 típicos picnidios con 
picnidiospora

no
caracterizada

idem P,

5 E afcino, putvurulento 
yesoso,conidios secundarios

baja idem P, y 108

LH5 albino, miceliar,yesoso baja bandas similares a Mw, 
1191 y 38 N.

* No se mencionan algunos aislamientos analizados por su baja resolución electroforética.
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al., 1988; Hammy Hansen, 1983). Con raspado al 
género Septoria, Durbin (1966) halló patrones
idénticos o muy similares con pequeñas variacio
nes en la posición de las bandas, al analizar las 
proteínas solubles de tres especies de este géne
ro. McDonald y Martinez (1990a y b) hallaron un 
alto nivel de polimorfismo entre aislamientos de 5. 
tritici, aún provenientes de la misma hoja y la 
misma lesión, con el empleo de la técnica de 
polimorfismo de fragmentos de restricción de ADN.

Los resultados aquí obtenidos con proteínas 
desnaturalizadas muestran un elevado pofimorf ismo 
con gran variación en el número y posición de las 
bandas. Estos estudios bioquímicos preliminares, 
sobre la población local de aislamientos de 
patógenos, proveen una evidencia adicional de su 
alto grado de variabilidad.

En Puccinia graminb la investigación con
junta de electroforesis de proteínas y virulencia, 
aportó una nueva prueba de la importancia del 
proceso sexual en el mantenimiento de la variación

(Burdon y Roefels, 1985). En S. friWcL la  e x is t  
del proceso sexual en la población de a é s fa m ñ  
de la zona, aum entaría la p o s ib ilid a d  
recombinación genética, asegurando la  
de una considerable dveretdad de g e n o tip o s , e; 
sada en la gran variabilidad observada.

El análisis de un mayor número d a  m arca  
res genéticos (isoenzimas y ADN) c o n trib u ir 
lograr una mayor comprensión de la m a g n iti 
distribución de la variación qué existe e n  e 
organismo.
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