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RESUMEN

El género Alternaria incluye especies fitopatdgenas y con potencial para la produccion
de micotoxinas con implicancias en la agricultura y en la industria alimenticia. Se
analizaron 60 muestras de semillas de trigo de 12 localidades trigueras de Argentina y
de cinco cultivares de trigo con el objetivo de identificar morfoculturalmente los grupos
de especies de Alternaria presentes. Luego se seleccionaron 10 aislamientos de cada
uno de los grupos de especies presentes: 4. arborescens, A. tenuissima, A. infectoria y
A. alternata para realizar pruebas de patogenicidad en hojas y en semillas de trigo. Un
representante  de cada grupo de especies fue caracterizado molecular y
bioquimicamente. Dos aislamientos de Pithomyces chartarum, especie relacionada con
Alternaria, aisladas a partir de semillas de trigo fueron caracterizadas
morfologicamente, y una molecular y bioquimicamente. La caracterizacion molecular
de los aislamientos de los grupos de especies de Alternaria y la de Pithomyces
chartarum confirmaron la identificaciéon morfocultural. La presencia de los grupos de
especies de Alternaria arborescens, A. tenuissima, A. infectoria y A. alternata se
corrobor6 en todas las zonas trigueras del pais. Los ensayos de patogenicidad
demostraron la existencia de aislamientos pertenecientes a todos los grupos de especies
de Alternaria patdgenas en hojas (medido a través de la incidencia e indice de dafo). Se
comprobd el comportamiento patdgeno de Pithomyces chartarum en semillas de trigo
de los cultivares estudiados. Pithomyces chartarum y los grupos de especies de
Alternaria produjeron en semillas de trigo disminucién de la germinacion, plantulas
debilitadas y necrosis en el coleoptile. En relacion a las micotoxinas, los grupos de
especies A. arborescens, A. tenuissima y A. alternata produjeron alternariol, alternariol
monometil éter, altenueno, altertoxina I y II, tentoxina y acido tenuazoénico. El grupo
especie A. infectoria produjo altertoxina I y II y tentoxina y Pithomyces chartarum

produjo alternariol y alternariol monometil éter, no citados previamente.

ABSTRACT

The genus Alternaria includes phytopathogenic and mycotoxin producing species with
implications for agriculture and food industry. Sixty wheat seed samples from 12

locations in Argentina and five wheat cultivars, were analyzed with the aim of

v



identifying the Alternaria species groups. Four groups of species -arborescens,
tenuissima, infectoria and alternata- were characterized according morphocultural
features. Ten isolates of each one groups were then selected to analyze its pathogenicity
by tests on leaves and seeds of wheat. Representative isolates of each species groups
were also characterized molecularly to corroborate the morphological determination.
Metabolites present in the isolates were analyzed to detect mycotoxin production by
biochemical tests. Moreover, two strains of the fungus Pithomyces chartarum, an
Alternaria related species, were also isolated from wheat seeds. Two strains were
characterized by morphological characters, and one also with molecular and
biochemical analysis. The molecular characterization Alternaria species-groups
complex and Pithomyces chartarum confirmed the morphocultural identification. The
presence of Alternaria arborescens, A. tenuissima, A. infectoria and A. alternata
species-groups in all samples of the wheat areas of Argentina analyzed was confirmed.
It showed that there are strains belonging to all groups with pathogenicity on both
leaves and seeds of wheat, as measured by the incidence and damage index. It was
observed symptoms of rot, reduction in germination of grains, necrosis in coleoptiles
and weakening of seedlings emerged from infected grains from both fungi infected
grains in artificial inoculation (Alternaria species-group and P. chartarum). In relation
to mycotoxins, the A. arborescens, A. tenuissima and A. alternata groups, produced
alternariol, alternariol monomethyl ether, altenuene, altertoxin I and II, tentoxin and
tenuazonic acid. The 4. infectoria group, produced altertoxin and tentoxin I and II and
Pithomyces chartarum produced alternariol and alternariol monomethyl ether, which

were not previously mentioned
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Capitulo 1
INTRODUCCION



1.1 Situacion actual del cultivo de trigo (Triticum spp.) en Argentina

El trigo es una planta monocotiledonea, perteneciente a la Familia Poaceae que
produce granos alimenticios. Este cereal ha sido ampliamente cultivado en todo el mundo y
constituye el alimento basico de gran parte de la poblacion mundial. Anualmente se
producen aproximadamente 700 millones de toneladas en el mundo. Argentina se encuentra
entre los principales paises productores, y se ubica entre los 15 primeros segun la
Organizacién de las Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO) en

relacion a la produccion de trigo durante el periodo 2010-2012 (Cuadro 1.1).

Cuadrol.1: Produccion de trigo: Principales productores (millones de toneladas).

Variacion:
2013

respecto de
Promedio 2011 2012 2013 2012
2010-12 estim. pronost. (%)
1 UE 135.2 137.6 132.0 138.0 4.5
2 China Continental 117.7 117.4 120.6 121.4 0.7
3 India 87.5 86.9 94.9 92.3 2.7
4 Estados Unidos 58.8 544 61.8 58.0 -6.1
5 Fed. de Rusia 45.2 56.2 38.0 53.0 39.5
6 Australia 26.5 29.9 22.1 23.0 4.1
7 Canada 25.3 25.3 27.2 28.0 2.9
8 Pakistan 23.9 24.3 24.0 24.7 2.9
9 Turquia 20.5 21.8 20.1 20.5 2.0
10 Ucrania 18.3 22.3 15.8 19.5 23.4
11 Kazajistan 14.3 22.7 10.3 15.2 47.6

Iran (Rep. Islamica

12 del) 14.1 13.5 13.8 13.5 2.2
13 Argentina 13.4 14.1 10.1 12.5 23.8
14 Egipto 8.1 8.4 8.7 8.5 -2.3
15 Uzbekistan 6.6 6.3 6.7 6.5 -3.0
Total mundial 672.5 700.2 661.8 690.0 4.3

Fuente: FAO. Perspectivas de cosechas y situacidon alimentaria. N° 1 marzo 2013.
http://www.fao.org/3/a-al998s.pdf. Consultado el 12/10/14.

En Argentina, el trigo es uno de los principales cultivos invernales y quizés el grano

mas antiguo. En nuestro pais se producen principalmente dos tipos de trigo:


http://www.fao.org/3/a-al998s.pdf

mayoritariamente trigo pan (7riticum aestivum L.), en un 98,5% vy el trigo duro o fideo

(Triticum durum Dest.) contribuye con un 1,5% a la produccion.

Segun estadisticas de la FAO hechas a partir de datos oficiales, la Argentina posee al

ano 2013 un area cosechada de més de tres millones de hectareas, produciendo

aproximadamente 8 millones de toneladas, alcanzando un rendimiento de 25378 Hg/Ha.

Los datos correspondientes al trienio 2011 — 2013 estan ilustrados en el Cuadro 1.2 y la

Figura 1.1.

Cuadro 1.2: Trigo. Area cosechada (superficie), produccién y rendimiento en Argentina

Afo Superficie  Producciéon  Rendimiento
(Ha) (Hg/Ha)
2013 3162138 8024995 25378
2012 3019403 8197855 27151
2011 4494278 14500517 32264

Fuente: FAOSTAT | © FAO Statistics Division 2014 | 05 November 2014 faostat.fao.org.
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Figura 1.1: Trigo. Area cosechada (superficie), produccion y rendimiento en Argentina
Fuente: FAOSTAT | © FAO Statistics Division 2014 | 05 November 2014 faostat.fao.org.

En relacion al comercio exterior de cereales, segun estadisticas oficiales del SENASA

en el periodo enero a septiembre de 2014, el trigo ocupa el tercer lugar con 1.534.843 tn



exportadas, luego del maiz y la cebada, en primer y segundo lugar respectivamente (Cuadro

1.3).

Cuadrol.3: Exportaciones de cereales del afio 2014 (enero a septiembre), en toneladas.

Orden  Especie/Producto TOTAL

Subproducto 17.641.458 %
1 Maiz 11.730.768 66
2 Cebada 2.967.633 17
3 Trigo 1.534.843 9
4 Sorgo 828.484 5
5 Arroz 426.832 2

Fuente: SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria), 2014.

En el mismo periodo anteriormente mencionado, el principal importador de trigo

argentino fue Brasil con un 94 % del total (Cuadro 1.4.).

Cuadro 1.4: Reporte comparativo del comercio exterior de trigo 2013/2014. Primeros nueve

meses de cada afio.

) 2013 2014
Trigo
Tn Tn
Total 2.604.313  1.534.841
Brasil 2.109.759  1.448.575
Pert 132.573 171
Colombia 80.421 1.386
Venezuela - 49.919
Tanzania 30.750 -
Sudafrica 25.763 -
Otros(as) 225.046 34.790

Fuente: SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria), 2014.

1.2 Enfermedades que inciden negativamente en la produccion del cultivo

En Argentina el cultivo de trigo es susceptible, en todas sus etapas de crecimiento,

al ataque de una gran cantidad de agentes fitopatégenos que pueden causar distintas

enfermedades. La ocurrencia de una enfermedad en particular y la magnitud del dafio



provocado dependera tanto del medio ambiente (si se dan o no las condiciones favorables
para el desarrollo de determinado patdgeno), del cultivar de trigo (si el mismo es resistente,
tolerante o susceptible al patdégeno), del tipo de patégeno (que incluye su virulencia) y de la
presencia o no, de vectores asociados.

Los distintos agentes fitopatdgenos pueden provocar enfermedades, y por
consiguiente una disminucion de la cosecha, asi como una merma de la calidad de la
misma, siendo ésto una de las principales limitantes en la potencialidad de la produccion y
el rendimiento del cultivo de trigo.

El Atlas Fitopatologico Argentino cita para Triticum aestivum L. subsp. aestivum 70
especies de microorganismos como agentes causales de enfermedades en trigo en
Argentina, incluyendo hongos, Oomycetes, bacterias y virus (Perelld ef al. 2013).

Las enfermedades foliares, junto a las de la espiga, estan entre las que provocan un
mayor impacto en la productividad. Cordo (2014) presenta una revision realizada de las

principales enfermedades foliares y de la espiga del trigo (Cuadros 1.5 y 1.6).

Cuadro 1.5: Importancia relativa de las enfermedades foliares del trigo segin su difusion e
importancia relativa

Frecuencia Nivel de Efecto sobre
Enfermedad Agente causal Etiologia Difusion de desarrollo de A
. s . rendimientos
aparicion sintomas
Enanismo Barley yellow dwarf . . . moderado/
amarillo virus(BYDV) Virus amplia moderada  moderado/ bajo bajo
Estrlgdo Xanthomonas translucens pv. Bacteria  limitada baja moderado/ bajo moderado/
bacteriano undulosa bajo
Roya de la hoja Puccinia recondita Hongo amplia moderada/ moderado/ bajo importante/
baja moderado
Mancha amarilla Drechslera tritici-repentis Hongo amplia alta moderado/ alto moderado/
importante
Sep tOI'lO?lS dela Septoria tritici Hongo amplia moderada  moderado/ bajo moderado/
hoja importante




Cuadro 1.6: Importancia relativa de las enfermedades de la espiga del trigo segiin su difusion e
importancia relativa

Frecuencia Nivel de Efecto sobre
Enfermedad Agente causal Etiologia Difusion de desarrollo de A
. s . rendimientos
aparicion sintomas
Fusarlos'ls dela Fusarium graminearum Hongo amplia moderada moderado/ importante
espiga severo
Estrlgdo Xanthomonas translucens pv. Bacteria  limitada baja moderado/ bajo moderado/
bacteriano undulosa bajo
Carbon volador Ustilago tritici Hongo  amplia  moderada leve bajo
Caries Tilletia laevis Hongo amplia baja moderado/ moderado/
severo importante

1.2.1 Enfermedades de origen micotico

Los hongos infectan los tejidos de los distintos o6rganos de las plantas de trigo a
través de heridas y aberturas naturales o por penetracion directa a través de la epidermis del
hospedante. Las infecciones mas frecuentes se reconocen por podredumbres hiimedas o
secas, deformaciones, manchas, pustulas, masas carbonosas y eflorescencias. Estos
sintomas son el resultado del agotamiento de los nutrientes presentes en el hospedante, la
produccion de toxinas o productos de estimulacion del crecimiento y la ruptura enzimatica
del mismo tejido hospedante (Cordo, 2014).

Las enfermedades fingicas se encuentran entre las mas importantes en el cultivo de
trigo ya que la mayoria de los patdégenos que lo afectan son hongos y Oomycetes.

Annone (2006), con una linea imaginaria que corte la provincia de Buenos Aires de
Este a Oeste a la altura de los partidos de Castelli, Las Flores, Gral. Alvear, Bolivar y
Trenque Lauquen, define las que, por convencion, se han denominado regiones productoras
Norte y Sur. Los escenarios sanitarios mas frecuentes en esas dos regiones presentan
diferencias sustanciales, no solo en las enfermedades mas frecuentes sino también en los
niveles de desarrollo epidémico. De integrar los valores medios de prevalencia, intensidad
de sintomas y efecto potencial sobre los rendimientos, las enfermedades de mayor
importancia relativa para la region Norte son la “roya de la hoja” ocasionada por Puccinia
recondita (syn. Puccinia triticina = Puccinia recondita f.sp. triticina), la “mancha amarilla”

producida por Drechslera tritici-repentis y “la fusariosis de la espiga” ocasionada por



Fusarium graminearum. En tanto que para la region Sur, son la “septoriosis de la hoja”
producida por Septoria tritici, la “roya de la hoja” causada por Puccinia recondita f.sp.
tritici y el “pietin” ocasionado por Gaeumannomyces graminis.

Entre las enfermedades fingicas que afectan a la espiga y la semilla se destacan la
“fusariosis de la espiga” del trigo causada por Fusarium graminearum, el manchado de la
semilla/grano de trigo (producido por el complejo fingico conformado por los géneros
Alternaria spp., Bipolaris spp., Curvularia spp, Drechslera spp., Exserohilum spp., siendo
las especies A. alternata y B. sorokinana las que han sido aisladas en mayor frecuencia) y
los carbones del trigo: carbon cubierto (7illetia laevis, T. tritici), carbon desnudo (7.
controversa), y carbon volador Ustilago nuda f.sp .tritici Schaftnit (syn. U. tritici)
(Carmona, 2005).

Los patégenos fungicos que atacan a la plantula y al sistema radical son Fusarium
spp., Bipolaris sorokiniana (Lori & Sisterna 2014), Gaeumannomyces graminis, Pythium
spp. Y Rhizoctonia spp. (Wolcan 2014).

Las enfermedades fingicas que afectan hojas y tallos incluyen la mancha amarilla
del trigo (Drechslera tritici-repentis), la mancha borrosa del trigo (Bipolaris sorokiniana),
la septoriosis del trigo (Septoria tritici), las royas del trigo (Puccinia triticina (Syn. P.
recondita), P. striiformis y P. graminis) y el oidio de trigo (Blumeria graminis) segin
Carmona (2005).

A las enfermedades antes citadas para el cultivo de trigo en Argentina se suman las
denominadas “enfermedades nuevas o emergentes” como las ocasionadas por Ascochyta
hordei var. europaea, causante de manchas foliares, Phoma sorghina, el brusone o
quemado (producido por Pyricularia grisea), el rayado por Cephalosporium (C. graminis),

los tizones y manchas causados por el complejo de especies de Alternaria (Perelld 2014).

1.2.2 Importancia del género Alternaria como hongo patogeno de cultivos

Las especies del género Alternaria son tanto parasitas de plantas como saprofitas en

sustratos organicos, €stas ultimas estan involucradas en la degradacion de material vegetal.



Muchas de las especies de Alternaria patdogenas estan citadas en casi todos los
paises del mundo, mientras que la presencia de otras estd restringida a areas especificas.
Ejemplos de especies de distribucion cosmopolita son A. solani en papa y tomate (Rotem
1994), A. dauci en zanahoria (Hernandez-Castillo et al. 2006, Strandberg 1977), A.
brassicae (Nowicki et al. 2012) y A. brassicicola (Gaetan & Madia 1998, Cramer et al.
2006, Nowicki et al. 2012, Formento, A.N. 2013, Formento, A.N., 2014) en Brasicaceas,
entre otras.

La mera presencia de especies de Alternaria patdgenas en varias partes del mundo no
indica su impacto econdmico o agricola en determinada area. Las citas frecuentemente no
consideran la intensidad de enfermedad y dafio, y, por consiguiente, aparecen citados en el
mismo nivel, paises con brotes esporadicos de enfermedad, sin importancia econdmica,

como paises que sufren epidemias devastadoras.

Muchos de los hospedantes del género Alternaria son susceptibles a sus respectivas
enfermedades en dos estadios de su desarrollo. El primer pico de susceptibilidad ocurre en
el estadio juvenil. De hecho Neergard (1977) listo todas las especies de Alternaria que son
transmitidas por semilla, alterando la germinacion normal de la misma y causando
damping-off. El segundo momento de susceptibilidad se da en el estadio senescente. La
susceptibilidad de las hojas o plantas envejecidas ha sido reportada en casi todos los
sistemas de Alternaria-hospedante (Rotem 1994). También existe una predisposicion a la
enfermedad en presencia de heridas. Estas heridas locales producirdn un aumento de la
infeccion de todas las especies de Alternaria patdgenas, aunque esta influencia es mas

critica en patogenos débiles (Rotem 1994).

Por las caracteristicas de este segundo momento de susceptibilidad, el aumento en la
intensidad de la epidemia en las enfermedades causadas por especies de Alternaria
fitopatdgenas generalmente ocurre cuando parte del rendimiento ha sido producido. Por
ello, la pérdida de rendimiento causada por enfermedades producidas por Alternaria sera
generalmente menor a las pérdidas causadas por otros patdgenos que dafian al mismo

hospedante en un estadio mas temprano de crecimiento (Rotem 1994).

Muchas de las enfermedades causadas por especies del género Alternaria son

comunes y cosmopolitas. Existen hospedantes importantes, que incluyen una variedad de



cultivos, como las brasicaceas (4. brassicae, A. brassicicola y A. japonica), zanahoria (4.
dauci), papa (4. solani), tomate (A. solani), girasol (A. helianthi), ), citricos (4. citri, A.
limicola. A. alternata), cereales, entre ellos el trigo, girasol (4. helianthi), maiz (A. tenuis),
manzano (4. mali), papa (4. solani), tomate (4. solani), zanahoria (4. dauci), ademas de

muchas plantas ornamentales y numerosas malezas.

La ausencia de registros de una cierta especie en alguna parte del mundo puede ser
debida a un ambiente inadecuado, a la ausencia de hospedantes compatibles o a la
insuficiente investigacion en ciertos patosistemas en la region o pais en cuestion. Esto

podria extrapolarse a la situacion actual del patosistema A/ternaria/trigo en Argentina.

1.3 Caracteristicas del género Alternaria Nees ex Fr

El género Alternaria fue descripto por primera vez en 1817 por Nees. Es un hongo
perteneciente al grupo de los Hyphomycetes dematidceos, cuyos conidios pigmentados y
septados de modo muriforme se desarrollan sobre el dpice de conididforos caracteristicos.
(Simmons 2007). (Figura 1.2). Su clasificacién taxondmica es la siguiente:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
SubClase: Pleosporomycetidae
Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

Fuente: MycoBank 2015, Indexfungorum 2015.
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Figura 1.2: Microfotografia de los conidios de Alternaria. (Magnificacion 400x).a,e: A.
infectoria, b,c,d: A. alternata, f: A. triticina, g: A. tenuissima, h: A. brassicae, i: A. brassicicola.

La identificacién de especies dentro del género Alternaria es compleja ya que a
diferencia de otros géneros de Hyphomycetes, Alternaria no ha sido sujeto a una revision
taxondmica integral y el género no se ha discutido hasta el momento en coloquios
internacionales.

Existen extensos y valiosos trabajos desde comienzos del siglo XX, como los de
Elliot (1917), Neergard (1945), Joly (1964), Ellis (1971, 1976), Rotem (1994) y Simmons
(1967, 1971, 1981, 1982, 1986, 1990,1992, 1994, 1995, 2007) sobre la caracterizacion del
hongo (Simmons 2007).

La identificacion de especies del género Alternaria y su division en grupos de
especies se realiza atendiendo caracteristicas morfoldgicas y produccion de metabolitos
secundarios (Andersen ef al. 2001, 2002, 2009; Pryor & Bigelow 2003) y también mediante
analisis filogenético basado en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) (Pavéon 2010,
2012b), ADN polimérfico detectado al azar (RAPD, rapid amplified polymorphic DNA)
(Roberts et al. 2000), la técnica de polimorfismo en el largo de los fragmentos amplificados
(AFLP, amplified frangment length polymorphism) (Gannibal et al. 2007), o mediante la
secuenciacion de determinados marcadores genéticos.

Simmons & Roberts (1993) concluyen que las especies de Alternaria de esporas
pequefias que forman cadenas, esporulan en patrones distintivos y discernibles. La
apariencia de cada patréon de esporulacion, usualmente visible a 50X de aumento en placa

de cultivo, esta definida por el conidiéforo primario (largo, ramificacion, proliferacion
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lineal), los conidios (tamafio, forma, intensidad de color), las cadenas (nimero de conidios,
ausencia o presencia de ramificaciones) y los conidiéforos secundarios interconidiales
(largo, proliferacion lineal, patron de ramificacion). Los cultivos de una semana en agar
papa zanahoria (APZ), en general, presentan una poblacién que, en relaciéon a sus
estructuras de esporulacion, alcanzd al estado de desarrollo representativo del grupo. Si
transcurre un tiempo mayor el sobrecrecimiento aéreo obstaculiza la identificacion.

Simmons (2007) propone una clasificacion taxonémica que resulte en un método
util de caracterizacion segin grupos de especies, que exhiben patrones similares tanto
esporulaciéon como de morfologia conidial. Aunque estos grupos no llegan a nivel de
identificacion de especies, ha sido probada su utilidad para caracterizar aislamientos y
agruparlos para subsiguientes pasos de identificacion. Dentro de la comunidad cientifica
internacional se considera este trabajo de Simmons como emblematico y referente para
determinaciones taxonomicas del género.

En la actualidad ademés del acercamiento taxondmico tradicional de Simmons (op.
cit.) existen varios investigadores contemporaneos que con otros enfoques contribuyen a la
clasificacion dentro del género Alternaria, tales como los estudios de Roberts et al. (2000)
que enfatizan el caracter fitopatdogeno y combinan técnicas morfoldgicas y moleculares.
Andersen & Thrane (1996) y Andersen et al. (2002) realizaron una clasificacion con énfasis
en metabolitos secundarios; por su parte, De Hoog & Horré (2002) proponen una
clasificacion aplicada también a aspectos de medicina humana. En tanto el enfoque
filogénetico ha sido el elegido por Pryor & Gilbertson (2000) y Pryor & Bigelow (2003).

En relacion a las técnicas moleculares, actualmente son un requerimiento esencial
para la exitosa identificacion de microorganismos cuya caracterizacion solo por rasgos
morfoculturales es confusa, como es el caso de las especies de Alternaria en estudio. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la eleccion de los marcadores genéticos
adecuados para corroborar un diagndstico previo con un alto grado de especificidad. Entre
los marcadores genéticos empleados para Alternaria, se destacan los espaciadores internos
de la transcripcion, ITS1 e ITS2 (Chou & Wu 2002; Konstantinouva et al. 2002; Zur et al.
2002; Andersen et al. 2009), el gen que codifica para la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (gdp) (Pryor & Bigelow 2003), genes que codifican para la sintesis de

micotoxinas (Andersen et al., 2006) y el gen Alt a 1 que codifica al principal alérgeno
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producido por A. alternata y que presenta genes homoélogos descriptos en otras especies del
género Alternaria (Hong et al. 2005).

En Argentina, existen antecedentes del estudio comparativo de patrones
1soenzimaticos de Alternaria infectoria asociados al cultivo de trigo (Perelld et al. 2003).
Recientes estudios quimiotaxondmicos (utilizando el perfil de metabolitos secundarios) se
suman al intento de contribuir a la caracterizacion y diferenciacion de especies de

Alternaria de esporas pequenas (4. alternata y A. tenuissima) (Benavidez et al. 2011).

1.3.1 Importancia del género Alternaria como hongo patogeno de trigo

De los grupos de especies dentro del género Alternaria definidos por Simmons
(2007), existen cuatro de ellos asociados al trigo en Argentina: A. infectoria, A. alternata, A
tenuissima y A. arborescens (Perell6 & Larran 2013). Estos mismos grupos se aislan con
frecuencia en otras areas productoras de trigo (Andersen et al. 2002, 2009, Maskova et al.

2012) (Figuras 1.3y 1.4).

Figura 1.3: Sintomas producidos por Alfernaria en hojas de trigo.
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Figura 1.4: Conidios de Alfernaria aislados de trigo. a A. tenuissima, b A. infectoria, ¢ A.
alternata, d A. triticina.
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En semillas, el escudete negro (“black point”) es un problema de aparicion frecuente
en la mayoria de las regiones trigueras del mundo (Mathur & Cunfer 1993) y en Argentina
(Broggi et al. 2007). Se caracteriza por la presencia de una coloracion parda o negra en la
zona del germen de la semilla de trigo (Figura 1.5) que, en casos severos, puede extenderse
al area circundante y al surco (Conner & Davidson 1988). Tradicionalmente, se ha asociado
su ocurrencia con la infeccion de organismos tales como Bipolaris sorokiniana y Alternaria
alternata, entre otros hongos (Mathur & Cunfer 1993). Cabe destacar que ya desde los afios
50 A. alternata se reporta como el hongo subepidérmico més comun de la semilla de trigo,

en coincidencia con resultados mas recientes de Argentina (Broggi et al. 2007).

Figura 1.5: Sintomas de escudete negro producido por Alternaria y otros patdégenos en
semillas de trigo (fila de arriba) versus semillas sanas (fila de abajo).

En Argentina, si bien el grupo alternata es descripto como mayoritario, muchas
especies podrian haber sido confundidas y erréneamente incluidas en el grupo, o bien
tratarse de nuevos miembros taxondmicos de reciente aparicion en el area agroecoldgica
triguera de Argentina.

El grupo de A. alternata comprende especies con conididforo primario suberecto,
conidios pequefios en grupos de cadenas ramificacion libre, los conidi6foros secundarios
intercalares generalmente son cortos e inconspicuos. El aspecto dominante de la

arquitectura de la colonia es denso (Simmons 2007) (Figuras 1.6, 1.7 y 1.8).

Se ha sefialado, ademads, un considerable deterioro en la calidad visual de la pasta,
vinculado al aumento en la cantidad de puntos negros en las sémolas producto de la
molienda de granos enfermos (Dexter & Matsuo 1982). Durante las ultimas campafias, las

industrias semolera y fideera de nuestro pais han alertado sobre la presencia de niveles
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excesivamente altos de grano con escudete negro. Sin embargo, se carece de informacion
actualizada acerca de la composicion de especies de Alternaria imperantes en las diferentes
areas de produccion triguera de Argentina, con la sospecha de que otras, diferentes de A.
alternata, estarian presentes e involucradas en la produccion de “black point” en los
cultivares de trigo actualmente en produccion (Perell6 ef al. 2008a, Patriarca et al. 2006).

En trigo, algunas especies de Alternaria tales como A. triticina Prasada & Prabhu
ocasionan tizones severos en las hojas y manchado de las semillas en espigas, con pérdidas
del rendimiento de hasta un 60 % bajo condiciones favorables a la infeccion y desarrollo de
la enfermedad (Anahosur 1978, Zillinsky 1983, Nema 1986, Singh et al. 1998). Esta
especie fue citada por primera vez en nuestro pais en 1992 (Perell6 et al. 1992). En los
ultimos afios, los relevamientos efectuados sobre diferentes cultivares y regiones ecologicas
trigueras, indican que el manchado por Alternaria triticina sigue presente (Alberione et al.
2010) constituyéndose en una nueva adversidad para el cultivo de este cereal que necesita
ser investigada especialmente dado su estatus de enfermedad cuarentenaria para paises
importadores de trigo procedente de Argentina y que limitaria el ingreso del grano de trigo
a nuevos mercados (Perello ef al. 2005b, Perelld & Sisterna 2006).

Otros aislamientos de Alternaria obtenidos recientemente en muestras de las ultimas
campafas trigueras fueron coincidentes con la descripcion morfobiométrica de los
miembros del grupo de especies de Alternaria infectoria que constituirian nuevos taxones
para Argentina (Perell6 & Larran 2013). El teleomorfo de Alternaria, correspondiente a un
hongo Dothideomycete del género Lewia Barr. & Simmons, ha sido identificado en
cultivos in vitro y en rastrojo de trigo a campo, en conexion con el anamorfo (Perelld &
Sisterna 2008b). Esto tendria implicancias epidemioldgicas y podria explicar en parte la
gran variabilidad del hongo.

Por su parte, el grupo A. infectoria, se caracteriza por los conididforos secundarios
conspicuos y elongados, con varios loculos conididogenos, determinantes de una
arquitectura abierta y ramificada (Simmons 2007). Diferentes miembros del grupo
infectoria se identificaron asociados al manchado foliar y de la semilla de trigo en
relevamientos y muestreos realizados en diferentes zonas trigueras (Perelld et al. 1996,

2002, 2005a, 2008a). (Figuras 1.6, 1.7 y 1.8).
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Los estudios realizados por Christensen et al. (2005) mostraron que el grupo
infectoria comprende las especies A. arbusti, A. infectoria, A. oregonensis, A.
triticimaculans, A. metachromatica, A. viburni, A. intercepta, A. novae-zelandiae y A.
conjuncta, mas varios taxa aun desconocidos. Ademas, los estudios moleculares mas
recientes demostraron que A. triticina pertenece genéticamente al grupo de especies de
“infectoria” (Xue & Zhang 2007; Andersen et al. 2009). En Argentina, A. triticimaculans,
A. infectoria y A. triticina eran las especies del grupo identificadas hasta el afio 2010 como
patogenas del trigo (Perelld & Sisterna 2008b, Perell6 2010a, Perell6 2010b). Un caracter
importante para la identificacion de este grupo de especies, es que tanto A. infectoria y los
miembros del grupo, producen colonias blancas en el medio Agar dicloran rosa de bengala
sacarosa y extracto de levadura (DRYES) segiin Frisvald 1983 y Andersen et al. 2002.
(Apéndice 1).

Gonzalez et al. (1996) revelan que durante un monitoreo realizado en 1993,
utilizando 44 muestras de granos de trigo de las regiones trigueras Il y V, aislaron
Fusarium graminearum como hongo predominante, seguido por A. alternata como
segundo mas frecuente. Entre otros hongos, se aisld 4. tenuissima en menor porcentaje. No
se probo en este estudio la patogenicidad de los aislamientos obtenidos.

La evaluacion sanitaria de ciertos cultivares en las campafias 2010-2011 (Perell6 &
Larran 2013) indican la presencia de nuevos aislamientos que se corresponden
morfologicamente con el grupo de especies de A. tenuissima sensu Simmons (Simmons
2007) y al grupo de especies de A. arborescens.

El grupo A. tenuissima presenta conidios, 10 a mas de 25, en cadenas no
ramificadas, ocasionalmente aparecen ramas laterales cortas, que no son dominantes de la
poblacién y conididéforos primarios cortos (Simmons 2007). (Figuras 1.6,1.7 y 1.8).

El grupo A. arborescens posee conidioforos primarios largos, erectos y solitarios,
con conidios naciendo en el 4pice del conidiéforo en cadenas ramificadas (Simmons 2007)

(Figuras 1.6 y 1.8). Este grupo fue citado en tomate en Argentina (Patriarca 2011).



16

i
5

g

Figura 1.6: Esquema de los patrones de esporulacion y morfologia de conidios de los
grupo-especie de Alternaria presentes en trigo. Referencias: a: 4. tenuissima, b: A. arborescens, c: A.
infectoria, d: A. alternata. Barra: 50 pm. Fuente: Simmons 2007.
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Figura 1.7: Microfotografia de los patrones de esporulacion y conidios de los grupo-
especie de Alternaria: A. tenuissima, A. infectoria y A. alternata. (Magnificacion 50x).
Fuente: Gannibal 2008.

Figura 1.8: Esquema de los conidios de los grupos de especies de Alternaria: a A.
tenuissima, b A. arborescens, ¢ A. infectoria y d A. alternata (Barras: 50 pum). Fuente: Simmons 2007.
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1.3.2 Géneros cercanos a Alternaria que causan enfermedades en trigo

Existen algunos géneros en estrecha conexion con Alternaria, tales como
Pithomyces, Embellisia, Ulocladium y Stemphylium (Pryor & Bigelow 2003).

Muestras colectadas de granos del SE de la Provincia de Buenos Aires en los
ultimos ciclos agricolas, indicarian que ciertas nuevas especies afines a Alternaria estarian
también distribuidas en la micobiota del grano de trigo, indicando una gran dinamica y

plasticidad en el grupo en estudio (Perellé com. pers. 2014).

Entre estos géneros asociados a Alternaria, Pithomyces Berk. & Broome es un
hongo de suelo ubicuo, cosmopolita en la naturaleza (Domsch et al. 2007) que se cita
comunmente como un hongo saprofito en las hojas muertas de mas de 50 especies de
plantas diferentes, especialmente en leguminosas forrajeras y gramineas.

Pithomyces chartarum (Berk. & M.A. Curtis) M.B. Ellis fue descripto en 1874
como Sporidesmium chartarum por Berk. & M.A. Curtis, aislado de papel en
descomposicion. Es un hongo dematidceo, con colonias de rapido crecimiento en medio de
cultivo agar papa glucosado, al principio hialinas, luego gris oscuro (Domsch et al. 2007).
Sus conidiéforos color oliva palido, son lisos u ocasionalmente verrucosos. Los conidios
son comunmente elipsoidales, con 3(-4) septos transversales, septos longitudinales
usualmente en las células centrales, con frecuencia constrictos en el septo, color marrén
claro a oscuro cuando maduros, equinulados o verrugosos. Un denticulo pequefio

permanece adherido comunmente en la base del conidio (Ellis 1971) (Figura 1.9).

Figura 1.9: Esquema de P. chartarum: conidios y micelio. Fuente: Ellis 1971.
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Actualmente su taxonomia segin Mycobank 2015 e Indexfungorum 2015, es la

siguiente:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Dothideomycetes

SubClase: Pleosporomycetidae

Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

Género: Pithomyces

Pithomyces chartarum se encuentra asociado generalmente a hojas y tallos en
descomposicion de muchas plantas. Esta especie puede crecer como saprofita en hojas de
gramineas muertas presentes en el suelo (Sutton & Gibson 1977). Existen citas del mismo
en Sudéfrica, Ghana, Africa Central, Nigeria, Kenia, Rhodesia, Malawi, Sudéan, Sierra
Leona, Jamaica, Isla Mauricio, Malasia, Nueva Zelanda, Australia, Brasil, Estados Unidos,
Checoslovaquia y Gran Bretana. También se detecté en aislamientos de suelo en Japon,
India, en plantaciones de bananas en Honduras y en pasturas en Australia. (Domsch et al.
2007).

En la base de datos del Laboratorio de Sistematica Botdnica y Fungica del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) se listan 143 especies plantas de
las cuales se aislo P. chartarum (Farr & Rossman 2014). También esta citado como
patogeno de un amplio rango de plantas causando manchas foliares, entre éstas ha sido
aislado de trigo (Téth ef al. 2007). Ademas de su patogenicidad, se destaca por el riesgo de
produccion de micotoxinas.

En Hungria, el hongo fue colectado de diferentes cultivares de trigo con sintomas
foliares de necrosis. Las pruebas de patogenicidad corroboraron que P. chartarum era la
causa de los sintomas de necrosis foliar observados (Toth et al. 2007). Hasta el momento,
en Argentina no se encontraron citas que asocien a este hongo con patologias en trigo,

aunque es de comun aparicion y registro como saprotrofo de varias gramineas.
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Considerando este antecedente, fue de interés determinar si los aislamientos de Pithomyces
chartarum aislados de trigo en ensayos propios, eran saprobias contaminantes o patogenos

para el cultivo.

1.4 Micotoxinas producidas por las distintas especies del género Alternaria

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidas por
un rango de especies fungicas al final de la fase exponencial de crecimiento y durante la
fase estacionaria. Generalmente las micotoxinas son compuestos quimicos y térmicamente
estables, que sobreviven al almacenamiento y a la mayoria de las condiciones de procesado
de alimentos, permaneciendo presentes en los productos finales. La ingestion, inhalacion o
absorcion cutanea de estos compuestos provoca diferentes efectos adversos en la salud de
animales y personas (Pavon ef al. 2012b).

Este riesgo puede estar dado por contaminacion directa de productos agricolas e
indirecta, por la presencia de micotoxinas y sus metabolitos en tejidos animales, leche y
huevos provenientes de animales cuya dieta estuvo contaminada (Koppen et al. 2010, Bhat
et al. 2010).

Ademas es imposible eliminar estas micotoxinas una vez que han contaminado los
productos alimenticios (Matic et al. 2008).

Los principales géneros fungicos productores de micotoxinas son Aspergillus,
Penicillium, Fusarium y Alternaria. Los tres primeros estan mas estudiados y presentan
regulaciones a nivel mundial (FAO 2004, Moss 2008).

La ocurrencia de toxinas de Alternaria en granos pequefios y subproductos de
cereales causa gran preocupacion a nivel mundial debido al riesgo potencial para humanos
y/o ganado. Ademds, se reportd que algunas toxinas de Alternaria podrian tener efecto
carcinogénico (Yekeler et al. 2001, Battilani et al., 2009, Pavén Moreno et al. 2012a).

Las toxinas mas importantes producidas por el género Alternaria son alternariol
(AOH), alternariol monometil éter (AME), altenueno (ALT), acido tenuazoénico (TEA) y
altertoxinas (ATX-L, II, IIT) (Logrieco et al. 2009).

El género Alternaria produce més de 70 micotoxinas y fitotoxinas pero sélo unas
pocas ocurren naturalmente en productos alimenticios y son de importancia toxicologica.

Dentro del género, 4. alternata es considerada como la especie productora de micotoxinas
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mads importante y esta reportada su ocurrencia por ejemplo en semillas de cereales, girasol,
colza, olivas y varias frutas (Battilani ez al. 2009).
Las toxinas mas importantes de Alternaria se dividen en tres clases estructurales
principales, de acuerdo con Ostry (2008) Logrieco et al. (2009) y Battilani ef al. (2009):
o Derivados de Dibenzo-a-pironas: alternariol (AOH), alternariol
monometil éter (AME), altenueno (ALT), altenuisol (AS)
o Derivados del Acido tetramico: acido tenuazénico (TEA)
° Derivados del perileno: altertoxinas I, II, III (ATX-I, II, III)
Pavon Moreno ef al. (2012a) suma dos grupos:
. AAL toxinas: AAL-TA1, AAL-TA2, AAL-TB1,AAL-TB2

o Otras estructuras: tentoxina (TEN).

Las toxinas de Alternaria han sido detectadas en un amplio rango de granos de
cereales y productos basados en ellos, como pan, cereal para desayuno, pasta, etc. (Pavon
Moreno et al. 2012a).

Hay reportes de AOH y AME en trigo con escudete negro en Polonia, AOH y AME
en trigo en Alemania; AOH, AME y TeA en trigo en Australia; AOH, AME, ATX-I, ALT,
y TeA en trigo en Egipto; AOH, AME y TeA en trigo en China y AOH y ALT en trigo de
la Republica Checa (Battilani ef al. 2009).

En Argentina, se ha reportado la presencia de micotoxinas producidas por el género
Alternaria en semillas de girasol (Chulze ef al. 1995), pasas de uva (Romero et al. 2005),
tomate (Benavidez Rozo et al. 2014), puré de tomates (Terminiello et al. 2006) y trigo
(Azcarate et al. 2008).

Azcarate et al. (2008) estudiaron la ocurrencia de micotoxinas de Alternaria en trigo
argentino proveniente de la region V Sur (cosecha 2004-05). El estudio realizado sobre 64
muestras de granos, permitié determinar la presencia de Alfernaria como el principal
componente de la micobiota observada, y, la presencia de micotoxinas producidas por este
hongo. AOH fue detectado en el 6% de las muestras, con un rango de 645 a 1.388 pg/kg;
AME con un rango de 566 a 7.451 pg/kg en el 23% de las muestras; y TEA en 19% de las
muestras con un rango de 1,001 a 8.814 ng/kg. AME fue la toxina predominante, aunque el

TeA fue detectado en mayores concentraciones. AOH estaba presente en menor cantidad de
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muestras y en menores niveles. Los niveles de toxinas detectados en este ensayo son altos,
probablemente debido a la alta infeccién por especies de Alternaria encontrada en las
muestras.

Patriarca et al. (2007) analizaron las micotoxinas AME, TEA y AOH a partir de
cepas de Alternaria aisladas de 41 muestras de trigo provenientes de la Region triguera V
Sur. De los 123 aislamientos analizados todos, excepto uno, fueron capaces de producir
micotoxinas. TA fue la toxina producida a mayor concentracion pero en baja frecuencia,
mientras la obtencion de AME y AOH fueron menores. El rango de TA producido fue
amplio, oscilando entre 1-14782 mg/kg; el de AOH fue de 4-622 mg/kg y el de AME vario
entre 7-2625 mg/kg.

1.4.1 Micotoxinas producidas por Pithomyces chartarum

La produccién de toxinas del hongo Pithomyces chartarum es un problema grave
especialmente en Nueva Zelanda, donde los animales de granja son expuestos a un pastoreo
intenso. P. chartarum, puede producir entre otros, el alcaloide esporidesmina, micotoxina
que provoca eczema facial en ganado caprino, vacuno y ovino (Sinclair 1961, Di Menna et
al. 1970, Hansen et al. 1994). P. chartarum también produce ciclodepsipeptidos y
micotoxinas del tipo de los esporidemolidos. Las esporas del hongo que contienen dichas
micotoxinas, al ser liberadas en el tracto gastrointestinal, provocan una obstrucciéon en los
conductos biliares que conduce a la lesion del higado (Di Menna et al. 2009). Productos de
la bilis, la clorofila y otros residuos en consecuencia se acumulan en el torrente sanguineo
del ganado causando fotosensibilidad de la piel, especialmente expuesta a la luz directa del
sol (Kellerman et al. 1980). Esto a su vez causa irritacion severa de la piel que el animal
intenta aliviar frotando la cabeza contra objetos disponibles, lo que resulta en descamaciéon
de la piel. La esporidesmina puede disminuir la inmunidad y afectar la produccion total en
los animales de granja.

Cuando se ingiere en grandes cantidades, puede causar la muerte. Los efectos de
estas micotoxinas en la salud humana son desconocidos.

El porcentaje de aislamientos de hongos que producen esta toxina varia en

diferentes paises. Los aislamientos toxigénicos predominan en Nueva Zelanda y Australia,
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mientras que los aislamientos no toxicos parecen prevalecer en América del Norte y del
Sur.

Existen antecedentes de la presencia de P. chartarum en forrajes y gramineas de
Argentina (Licoff 2008). Asimismo se han registrado problemas de fotosensibilidad en
ganado en nuestro pais (Carrillo et al. 1980). Esto sumaria una adversidad potencial para el

trigo en Argentina, de consecuencias aun desconocidas.

1.5 Problema planteado

Las enfermedades emergentes causadas por distintas especies de Alternaria en el
cultivo de trigo en Argentina constituyen un area problematica que demanda el estudio
actual e integral de la biologia del patdogeno. Por consiguiente, considerando la creciente
frecuencia de aparicion de Alternaria spp. asociada a trigo, y a la problematica de su
clasificacion morfologica compleja, la caracterizacion morfobiométrica, patogénica y
molecular de estos nuevos integrantes del complejo Alternaria asociados a la semilla de
trigo, permitiria complementar los estudios ya iniciados y contribuir a la identificacion de
posibles taxa ain no determinados en Argentina. El tema merece especial atencidon, por
incluir este género, hongos fitopatogenos de interés cuarentenario (como Alternaria
triticina) que afectarian el comercio internacional, sumado el riesgo potencial de producir
micotoxinas que afecten la salud humana y animal cuya regulacidon no existe en Argentina y
sorprendentemente, en ninguna otra parte del mundo.

Por otra parte, la correcta caracterizacion de estos hongos facilitara las tareas futuras
de mejoramiento genético para la obtencion de cultivares resistentes o de buen
comportamiento frente a los aislamientos patdégenos. La investigacion del tema también
aportaria datos concretos sobre la presencia y distribucion de la composicion poblacional
del hongo en semillas de las distintas areas agroecologicas muestreadas.

Existen antecedentes de la presencia de Pithomyces chartarum en forrajes y
gramineas de Argentina. Asimismo se han registrado problemas de fotosensibilidad en
ganado en nuestro pais. Sin embargo, en Argentina no se encontraron citas previas que
asocien a este hongo con patologias en trigo motivo por el cual se considerdé adecuado
realizar estudios con P. chartarum para conocer su patogenicidad sobre el cultivo y la

naturaleza de los metabolitos secundarios que produce.
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1.6 Estado de la cuestion

Una enfermedad emergente es aquella cuyo agente causal no habia sido identificado
antes en ese hospedante hasta la actualidad, en un area o pais determinado. Este es el caso
de varias enfermedades de trigo anteriormente mencionadas, incluyendo a las causadas por
el género Alternaria. Hasta hace relativamente pocos aios Alternaria sélo era considerada
en Argentina patdgeno de trigo asociado al escudete negro en la semilla (4. alternata) o un
patdgeno débil o secundario del trigo en senescencia.

Como puntualiza Formento (2010) en los ultimos afios, el panorama de las
enfermedades en el area triguera argentina estd cambiando. Se destaca el crecimiento
sostenido de algunas enfermedades conocidas y de enfermedades emergentes. Ambos tipos
de enfermedades aparecen por distintos factores, entre los que se encuentran el cambio
climatico y los nuevos escenarios tecnoldgicos productivos. El cambio climatico, con un
aumento de las temperaturas, de las concentraciones de dioxido de carbono y ozono,
sumado a los cambios en la forma de produccion de la agricultura argentina, con la
adopciodn de la siembra directa, la cual favorece la supervivencia de patdgenos necrétrofos
en los rastrojos presentes en superficie, todo esto produce un impacto atn no estimado y de
manejo sanitario complejo.

Alternaria es un hongo de cardcter necrotrofico, con lo cual la mayor fuente de
in6culo se encuentra en los restos de los cultivos anteriores. En general, estos hongos
pueden usar las semillas como un mecanismo de supervivencia y diseminacion. Carmona
(2005) cita a Alternaria spp. entre los principales patogenos de la semilla de trigo. En
consecuencia, la semilla y el rastrojo estan relacionados con la continuidad del ciclo
bioldgico del patégeno de una generacion a otra del hospedante. La supervivencia a largo
plazo de las especies se da principalmente a través del micelio, que permanece viable
durante un mayor periodo de tiempo y se conserva mejor que las esporas (Rotem 1994).
Perell6 & Larran (2013) evaluaron la transmisién semilla-plantula en ensayos de
laboratorio e invernaculo conducidos en el CIDEFI (UNLP). Se determiné la transmision
sintomatica y asintomatica a coleoptile, radicula y primera hoja desarrollada, a los 15 y 30
dias de la siembra. Algunas raices de las plantulas procedentes de las semillas inoculadas,
presentaron un menor desarrollo radicular y necrosis. Estas observaciones confirman que el

patdgeno se transporta y transmite a la semilla desde estadios tempranos. Rotem (1994)
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postula que la transmision desde semillas infectadas o infestadas hacia plantulas se produce
a través de la infeccion del coleoptile que emerge del suelo con restos de pericarpio
contaminado.

Pithomyces chartarum es un hongo necrotrofico que se aislé en numerosos paises y
reportd como patdgeno de trigo en Hungria, Tanzania, Brasil y Africa (T6th 2007). Al ser
un necrétrofo se hipotetiza que sobrevive en rastrojos del cultivo anterior. No existen al
momento estudios en relacion a la transmision del patdogeno ni sus formas o lugares de
supervivencia. Los estudios sobre este hongo son principalmente sobre la toxina

(esporidesmina) que produce y los dafos que ocasiona

1.7  Hipotesis

v El complejo de especies de Alternaria asociado al trigo, comprende hongos
ampliamente distribuidos en las diferentes regiones ecologicas trigueras de Argentina.

v Muchas otras especies de Alternaria, ademas de 4. alternata, estan asociadas al
manchado de la semilla, son patdogenas y producen diversas alteraciones tanto en
semillas como en hojas de las plantas de trigo.

4 Pithomyces chartarum es patogeno de trigo y produce alteraciones en semillas.
v Pithomyces chartarum es un hongo cercano al género Alternaria y podria

producir metabolitos secundarios similares a los que produce este ultimo.

1.8 Objetivos

Generales

v Determinar la presencia de diferentes grupos de Alternaria en semillas de trigo
procedentes de distintas zonas agroecoldgicas de Argentina y caracterizar los

aislamientos desde el punto de vista morfocultural, bioquimico y patogénico.

v Caracterizar aislamientos de Pithomyces chartarum procedentes de trigo, desde

el punto de vista morfo-cultural, bioquimico y patogénico.
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Particulares

v Reunir una amplia coleccion de aislamientos del hongo Alternaria y realizar

una caracterizacion morfocultural de los mismos.

v Corroborar la identificacion morfobiométrica y cultural con técnicas

moleculares (PCR).

v Identificar el héabito de comportamiento -patdogeno o saprofito- de los
aislamientos de Alternaria sobre semillas de trigo mediante pruebas de patogenicidad

en invernaculo con condiciones ambientales controladas.

v Identificar el comportamiento patégeno o saprofito de los aislamientos de
Alternaria sobre hojas de plantas de trigo mediante pruebas de patogenicidad en

invernaculo con condiciones ambientales controladas.

v Determinar si los perfiles metabolicos del complejo de especies de Alternaria
patdgenas del trigo presentes en el pais puede ser una herramienta util para diferenciar

los distintos grupos de especies.

v Identificar el comportamiento patogeno o saprofito de los aislamientos de
Pithomyces chartarum sobre semillas de trigo mediante pruebas de patogenicidad bajo

condiciones controladas.

v Realizar la caracterizacion molecular de Pithomyces chartarum determinado

previamente a partir de caracteres morfoculturales.

v Determinar el perfil metabolico de Pithomyces chartarum.
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2 Determinacion de la presencia de Alternaria en semillas de trigo de diferentes

zonas agroecologicas de Argentina

2.1 Origen de las semillas de trigo

El material utilizado en los ensayos procedié de muestras de semillas de trigo
recolectadas de las distintas zonas trigueras de Argentina en la campafia 2011-12, segiin
mapa adjunto (Figura 2.1). Las muestras fueron solicitadas a los coordinadores de cada
subregion de la Red Nacional de Ensayos Comparativos de Variedades Comerciales de
Trigo (RET) y a los responsables de las principales semilleras de trigo del pais. Las mismas
constaron de 100 gramos de semillas de trigo contenidas en bolsas de papel. Fue requisito
que las semillas de trigo no estuvieran ventiladas y que cada bolsa estuviera identificada
por variedad de trigo y por localidad de origen. Los ensayos de laboratorio fueron
realizados en el Centro de Investigaciones en Fitopatologias (CIDEFI), Universidad
Nacional de La Plata (UNLP) y en el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA).
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Figura 2.1: Origen de las semillas de trigo analizadas.
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Obtencion de los aislamientos de Alternaria

Las muestras de semillas procedentes de las localidades mencionadas fueron sometidas a un
test de analisis de sanidad de semillas denominado prueba de agar en placa (Neergaard

1977) cuyos pasos se detallan a continuacion:

Pretratamiento de las semillas: consiste en la desinfeccion superficial de las semillas
mediante inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio (1% p/v) durante 10 minutos.
Luego se procede al enjuague con agua corriente durante 5 minutos y posteriormente un

enjuague con agua destilada estéril.

Siembra de las semillas pretratadas: en cdmara de flujo laminar se colocan 10 semillas
por caja de Petri de 9 cm de diametro conteniendo medio de cultivo agar papa glucosado
(APG). (Anexo 1). En el presente estudio se emplearon cinco repeticiones para cada

combinacion semilla/localidad.

Incubacion: En camara de cria durante 7 dias con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad a 24°C de temperatura.

Observacion: Luego de la incubacion se examina cada semilla con estereomicroscopio a
40x de amplificacion, en busqueda de colonias que posean el micelio, conidioforos y

conidios tipicos del género Alternaria.

2.2 Caracterizacion morfo-cultural de los aislamientos

A partir de las colonias separadas segun se describe en 2.2 se realizaron
aislamientos monosporicos (Choi et al. 1999) en cajas de Petri conteniendo medio de
cultivo agar papa zanahoria (APZ, Anexo 1) para caracterizar morfologicamente las
colonias, con el uso del patron de esporulacion (Simmons 2007). Para cada aislamiento se
hicieron repiques en APZ que fueron incubados a 20 = 1 °C de temperatura con un ciclo de
8 horas de luz fluorescente y 16 horas de oscuridad durante 7 dias (Simmons 2007). Para

determinar el grupo segun el patron de esporulacidon, cada aislamiento fue examinado
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utilizando un estereomicroscopio a 40x de amplificacion siguiendo la metodologia de
Simmons & Roberts (1993) y Simmons (2007).
Se contd con cultivos de referencia “tipo” prodecentes de herbarios y colecciones

internacionales, a los efectos de comparacion en la identificacion. (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1: Aislamientos de referencia utilizados para la caracterizacion morfo-cultural.

Nro de
Especie Coleccion
Alternaria tenuissima EGS 34-015
Alternaria arborescens EGS 39-128
Alternaria infectoria EGS 27-193
Alternaria alternata EGS 34-016
Alternaria triticina IMI 178784
Alternaria triticina IMI 289680

Alternaria triticimaculans EGS 41-050

Referencias: EGS: Coleccion del Dr. E.G. Simmons. IMI: Cultivo de coleccion del CABI Europe
UK, England Centre.

Otras caracteristicas y rasgos morfobiométricos considerados como criterios de
clasificacion fueron los siguientes: dimension y disposicion de los conidios, aspecto, color,
ornamentacioén, numero de tabiques transversales y longitudinales, presencia o no de rostro,
caracteristicas del conidioforo y caracteristicas de la colonia en medio especifico DRYES
(Ver Anexo 1). El medio DRYES se utilizé ademas como indicador del grupo A.infectoria,

ya que discrimina aislamientos por la produccion de colonias blancas en el mismo.

2.3 Seleccion de aislamientos de Alternaria

La eleccion de los aislamientos de Alternaria destinados a los ensayos se realizo
mediante la seleccion al azar de 10 cepas de cada uno de cuatro grupos de Alternaria
determinados (4. fenuissima, A. arborescens, A. infectoria y A. alternata), de todas las
zonas trigueras de Argentina, para evaluar su comportamiento. Se utilizaron un total de 40

aislamientos de Alternaria (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2: Identidad y origen geografico de los aislamientos de Alternaria seleccionados
para los ensayos de patogenicidad.

Género Alternaria Origen

Aislamiento Grupo Localidad Provincia Region triguera
1 Los Hornos Bs As II Sur
2 Chacabuco Bs As II Sur
3 Rafaela Santa Fé |
4 Marcos Juarez Cérdoba II Norte
5 A tenuissima Balcarce Bs As |AY
6 ’ Pergamino Bs As IT Norte
7 Manfredi Cérdoba V Norte
8 Bordenave Bs As V Sur
9 La Dulce (N. Olivera) Bs As v
10 Parana E. Rios III
11 La Dulce (N. Olivera) Bs As v
12 Manfredi Cérdoba V Norte
13 Marcos Juarez Cérdoba II Norte
14 Pergamino Bs As II Norte
15 A arborescens Rafaela Santa Fé |
16 ’ Chacabuco Bs As II Sur
17 Llavallol Bs As II Sur
18 Balcarce Bs As 1Y
19 Bordenave Bs As V Sur
20 Cabildo Bs As V Sur
21 Los Hornos Bs As II Sur
22 Cabildo Bs As V Sur
23 Balcarce Bs As 1Y
24 La Dulce (N. Olivera) Bs As v
25 A. infectoria Chacabuco Bs As II Sur
26 ’ Parana E. Rios 111
27 Manfredi Coérdoba V Norte
28 Bordenave Bs As V Sur
29 Rafaela Santa Fé |
30 Pergamino Bs As II Norte
31 Manfredi Cérdoba V Norte
32 Bordenave Bs As V Sur
33 Pergamino Bs As IT Norte
34 Los Hornos Bs As II Sur
35 A alternata Parana E. Rios 111
36 ’ Rafaela Santa Fé |
37 Marcos Juarez Cérdoba II Norte
38 Chacabuco Bs As II Sur
39 Balcarce Bs As |AY
40 Cabildo Bs As V Sur
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2.4  Caracterizacion molecular de los grupos de aislamientos de Alternaria’

Los estudios moleculares fueron realizados en el Laboratorio de Biologia
Funcional y Biotecnologia (Biolab, Azul), Buenos Aires, con la Dra. M.V. Moreno y el Dr.
S.A. Stenglein.

Para esclarecer la identificacion y diferenciacion de los grupos de especies del
género Alternaria asociados al trigo y corroborar la concordancia con la caracterizacion
morfo-cultural de los aislamientos monosporicos seleccionados para los andlisis, se eligid
un aislamiento representativo de cada grupo de especies de Alternaria (A. alternata, A.

tenuissima, A. infectoria y A. arborescens). (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3: Aislamientos de los grupos de especies de Alternaria elegidos para los analisis
moleculares.

Alternaria
Aislamiento
Grupo-especie N°
A. tenuissima 6
A. arborescens 17
A. infectoria 22
A. alternata 37

Extraccion del ADN

Se efectud la extraccion del ADN de un aislamiento tipo de cada grupo morfologico
de acuerdo al protocolo CTAB (Cetil-trimetil-bromuro de amonio) modificado (Stenglein
& Balatti 2006). El primer paso fue raspar con un bisturi, desinfectado con alcohol, el
micelio de 2 placas de Petri y molerlo en un mortero utilizando nitrogeno liquido. Se
anadieron a continuacion 1000 pl de buffer CTAB (800 ul de buffer CTAB + 200 ul de
CTAB 10 %), 1 pl de B-mercaptoetanol y 1% polivinil-pirrolidona (PVP) y se mezclé hasta
obtener una consistencia semiliquida.

Luego, para desnaturalizar las proteinas, se traspasé el contenido del mortero se

pasé a tubos eppendorf estériles de 2 ml y se incubd 30 min a 60°C. Transcurrido ese

! Aislamientos caracterizados previamente a partir de caracteres morfo-culturales
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tiempo, se lavd con £ 600 pl de cloroformo- isoamilalcohol (12:1 v/v). Se centrifugd 5
minutos a 10000 g (maximo). Se tomo la fase liquida superior y se coloco en tubos
eppendorf estériles de 2 ml, precipitando el ADN con 2/3 de volumen de isopropanol frio
(500-600 pl) en el freezer (-20°C) durante una noche.

A continuacidn, se centrifugd por un tiempo de 7-10 minutos a 10000 g, se descarto
la fase liquida; se lavo el pellet con 200-400 pl de etanol 75% - Acetato de amonio 10 mM
y se centrifugd 5-10 min a 10000 g, descartando también la fase liquida. Finalmente, se
realiz6 un lavado con etanol 70% frio (200-300 pl), se centrifugd 1-5 min (retirando luego
la fase liquida), se seco el pellet (invirtiendo el eppendorf sobre un papel secante) y se

resuspendié en 100 pl de buffer TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0- 1 mM EDTA).

Amplificacion por PCR

A partir de la extraccion de ADN de un aislamiento representativo de cada grupo, se
procedio a realizar las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), para cada aislamiento,
a un volumen final de 25 pl, conteniendo en el siguiente orden: Buffer de reaccion 10X (20
mM Tris-HCI pH 8, 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, 0,5% Tween
20® y 0,5% Nonidet P40®); 2,5 mM de MgCly; 0,5 uM de cada cebador (directo y
reverso); 0,05% Tween 20®, 0,05% Nonidet P40®; 200 uM de cada dNTP; 10-20 ng de
ADN, 1,25 unidades de Taq polimerasa (Genbiotech); 10 % de solucion de Cresol Red
(Sigma) y agua destilada hasta completar el volumen final. Todas las reacciones fueron
repetidas dos veces. Los cebadores utilizados fueron espaciadores internos de la
transcripcion (ITS). Los ITS rodean a la secuencia de la region codificante 5.8S del ADN
ribosomal (rDNA) que esté situada entre la secuencia codificante de la subunidad pequeiia
(SSU) y la subunidad grande (LSU) del ADN ribosomal. (Martin & Rygiewicz, 2005). Se
secuencid toda la region ITS (ITS1-5.8S-ITS2) con los cebadores ITS4 e ITSS5. La
secuencia de los cebadores es la siguiente:

ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)

ITSS (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)

El termociclador (XP Termal Cycler, Bioer Technology Co, LTD) fue programado
con un ciclo de desnaturalizacién inicial a 95°C por 2 min. Luego, para un ciclo de

desnaturalizacion a 95°C por 30 s, apareamiento a 44°C por 30 s, y extension a 72°C por 45
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s, los cuales fueron repetidos 29 veces. La reaccion se finalizd con 2 minutos de extension
final a 72°C.

La determinacion de la calidad del ADN se realizdé por electroforesis en gel de
agarosa al 0,7 %. Para ello se sembraron muestras de ADN elegidas al azar en el gel. El
mismo se prepard con 10 ml de TBE 5x (0,54 g de Tris base; 0,275 g de 4cido borico; 0,2
ul de EDTA, pH 8), 40 ml de agua bi destilada, 0,35 g de agarosa; se calentd 1 min en
microondas y finalmente se agregaron 3 pl de GelRed™ (Genbiotech). Previo a la siembra
se mezclaron 8 pl del ADN con 2 pl de bromofenol azul, el cual se utilizé para colorear las
muestras y a su vez, al contener sacarosa, le proporciona densidad a las muestras para ser
contenidas en la calle de sembrado del gel. Se conect6 la fuente de poder a una corriente
constante de 80 V durante aproximadamente 30 min.

Los fragmentos del ADN amplificados fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa 1,5 %, con una corriente de 80 V durante aproximadamente 60 min. Transcurrido
ese tiempo se realiz6 la visualizacion de las bandas mediante luz UV. Para determinar el
tamafio de los fragmentos se utilizaron los marcadores de peso molecular 1 Kb y 100 bp
DNA Ladder (Genbiotech) con bandas distinguibles desde 500 pb a 10000 pb y desde 100
pb a 1500 pb, respectivamente. En el caso de los grupos de especies de Alternaria del
presente ensayo el tamafio de fragmento esperado serd de 600 +40 pb. Luego se purificé el
fragmento del ADN amplificado utilizando kit de purificaciéon PureLink® Quick Gel
Extraction and PCR Purification Combo Kit de Invitrogen de acuerdo al protocolo (Anexo
N° 2) y se envid a secuenciar al Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA),

CONICET, Tucuman.

Analisis de las secuencias de ADN obtenidas

La identificacién de las secuencias se obtuvo realizando una comparacioén con las
secuencias de la base de datos del NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnologica,
www.ncbi.nlm.nih.gov) ‘network server’ utilizando el algoritmo BLASTX (Altschul et al.
1997). El alineamiento de las secuencias y su comparacion se realizé con CLUSTAL W

(Thompson et al. 1994).
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2.5  Identificacion del comportamiento patéogeno o saprofito de los aislamientos

de Alternaria

Las pruebas de patogenicidad realizadas incluyeron dos métodos de inoculacion
(asperjado de hojas de plantas de trigo en fase Z1.4 e inoculacion de semillas por inmersion
en el inoculo) con el propdsito de conocer el comportamiento patogeno o saprofito de los
aislamientos de Alternaria. Los procedimientos comunes a ambos métodos de inoculacién

se detallan a continuacion.

Obtencion del indculo madre

Los 40 aislamientos de Alternaria, previamente caracterizados morfo-
culturalrmente se repicaron en medio de cultivo agar papa glucosado (APG) y se incubaron
durante 7-10 dias a 24°C con un ciclo de 12 h de luz-oscuridad.

Luego de la incubacién y crecimiento de las colonias, se colocd en cada caja de
Petri 10 ml de una solucion de agua destilada estéril con Tween 20 (2 gotas de Tween 20
cada 100 ml de agua destilada estéril).

Mediante un portaobjetos estéril se raspd la superficie del agar colectando el liquido
con el micelio y los conidios del hongo para lograr una suspension de indculo que se filtro a

través de muselina estéril.
Preparacion de la suspension de indculo
Mediante el uso de un hematocitometro, se llevod la suspension resultante a una
concentracion final de 2x 10" conidios/ml.

Preparacion de las semillas de trigo a inocular

Se emplearon semillas procedentes de cinco cultivares de trigo (Cuadro 2.4). Las
mismas fueron sometidas a un pretratamiento consistente en la desinfeccion superficial con

una solucion de hipoclorito de sodio al 1% (p/v) durante 3 minutos. Luego las mismas
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fueron enjuagadas con agua corriente durante 15 minutos. Al finalizar el enjuague se
colocaron sobre papel absorbente estéril para su oreado.

Cuadro 2.4: Cultivares de trigo utilizados en los ensayos con Alternaria

Numero Variedad Ciclo
1 ACA 906 C
2 Buck SY 100 I
3 Klein Chaja C
4 Baguette 9 I
5 BioINTA 1005 C

Referencias: C: ciclo corto, I: ciclo intermedio.

2.5.1 Pruebas de patogenicidad: inoculacion de plantas de trigo en fase de

desarrollo Z1.4.

Los ensayos se llevaron a cabo en el invernidculo de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales, Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

Se sembraron semillas de trigo pretratadas de los cultivares seleccionados en
bandejas de siembra (5 x 10) multimacetas plasticas negras de 70 cm’ de capacidad cada
una con tierra fértil estéril. Se sembraron 5 semillas/maceta aleatorizando los cultivares
(Figura 2.2).

Las bandejas de siembra fueron colocadas en el invernaculo con condiciones
controladas de temperatura y humedad (22-24°C y 80 % humedad relativa). Las mismas
fueron observadas y regadas periddicamente.

El experimento se llevo a cabo cuando las plantas alcanzaron el desarrollo de la
tercera hoja verdadera y cuarta emergente, segin la escala de Zadoks Z1.4(Rawson &

Gomez Macpherson 2000, Zadoks et al. 1974).
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Figura 2.2: Esquema de la aleatorizacion de una bandeja de siembra multimacetas. Cada
circulo representa una maceta. Color seglin cv. de trigo sembrado: azul: ACA 906, rojo: Buck SY

100, verde: Klein Chaja, blanco: Baguette 9, negro: BioINTA 1005.

Inoculacion

La suspension de inoculo fingico se asperjo con rociador manual sobre las plantas

en estadio de tercera hoja. Se realiz6 el ensayo con los 40 aislamientos seleccionados y los

5 cvs de trigo. En los testigos se efectud el mismo tratamiento asperjando las plantas solo

con agua destilada estéril.

Las plantas inoculadas fueron mantenidas durante 48 h en cdmara hiimeda y luego

en invernaculo, en condiciones ambientales controladas (22-24°C y 90 % humedad

relativa). A los siete dias de la inoculacion se evalud la incidencia y la severidad de la

enfermedad medida a través del célculo del indice de dafio (ID) segun lo descripto por Grau

et al. (1982) en 150 hojas de cada combinacion aislamiento x cultivar.

ID:(N1+2N2+3N3JX100
3N

Referencias:

ID= Indice de severidad del dafio.

N= Numero total de hojas.

Ni, N, N3 = Cantidad de hojas examinadas por cada grado de incidencia.
1, 2, 3 = grado de severidad del dafio.

Las categorias de severidad consideradas fueron:

0=Hoja sana.

1= Severidad baja, hoja con menos del 5% de la superficie foliar afectada.

2= Severidad media, hoja con un 5 a 25% de superficie foliar afectada.
3= Severidad alta, hoja con mas del 25% de la superficie foliar afectada.
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Analisis estadistico

Con el objeto de conformar grupos de aislamientos con comportamiento similar en
relacion a la incidencia (I) y al indice de dano (ID) relativos a los 5 cultivares de trigo
utilizados, se construyeron 10 variables. Cinco de ellas con los datos de incidencia
observados en los distintos cultivares y las restantes variables con los ID producidos en
cada cultivar.

Se efectuaron analisis descriptivos univariados y analisis multivariados (Cuadras
2014, Peiia 2002). Con relacion a los andlisis multivariados, se realizd un anélisis de
correlaciones entre todas las variables.

Posteriormente se realizd un andlisis exploratorio de los componentes principales
(ACP), que incluyo graficos de biplots, para I e ID. Se efectud un andlisis de
conglomerados (AC) por separado para I e ID. Para AC se empled la matriz de distancias
euclideas y para la seleccion del método jerarquico de agrupamiento se usé el coeficiente
de correlacion cofenética (Sokal & Rohlf 1962).

Se emplearon los software InfoStat (Di Rienzo et al. 2012) y SAS (SAS 2009) y se

considerd un nivel de significacion del 5%.

2.5.2 Pruebas de patogenicidad: inoculacion de semillas de trigo

Las semillas pretratadas de los distintos cultivares de trigo se sumergieron en la
suspension de indculo de cada aislamiento de Alternaria por separado, mediante un
agitador durante 30 minutos. En los testigos se efectué el mismo tratamiento sumergiendo
las semillas en agua destilada estéril. Luego, se colocaron las semillas asi inoculadas sobre
papel de filtro y algodon humedecidos con agua destilada estéril dentro de una bandeja
transparente de plastico, previamente desinfestada con alcohol 70 % (v/v). Se colocaron 40
semillas por bandeja (unidad experimental), con dos repeticiones por cada combinacion
cultivar de trigo-aislamiento inoculado. El disefio fue completamente aleatorizado con un

arreglo factorial de los factores cultivar y aislamiento.
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Las bandejas conservaron tapadas para mantener la humedad. Se mantuvieron en
invernaculo, en condiciones ambientales controladas (22-24°C y 80 % humedad relativa)
durante doce dias.

Se determind el numero de plantulas normales, plantulas anormales y semillas no
germinadas en cada repeticion. Dentro de plantulas anormales se determinaron
separadamente las que presentaban: radicula debilitada y/o acortada, radicula necrdtica,
coleoptile debilitado y/o acortado, semillas manchadas segin lo descripto en las normas
ISTA (Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas(Draper 1991). Los valores se

expresaron en porcentaje.

Analisis estadistico

Se efectuaron estadisticas descriptivas univariadas.Con el objeto de conformar
grupos de aislamientos con comportamiento similar con relacion a las variables semilla
germinada (SG), semilla manchada (SM), radicula debilitada y acortada (RDyA), radicula
necrosada (RN) y coleoptitle debilitado y acortado (CDyA) relativas a los cinco cultivares
de trigo utilizados, se construyeron cinco variables, con los promedios de cada cultivar para
cada aislamiento. Se efectuaron analisis multivariados de componentes principales (ACP) y
de conglomerados (AC). Los resultados del ACP se graficaron en biplot que permiten la
representacion en dos dimensiones (primera y segunda componente principal) de los datos
y variables medidas en simultdneo (Cuadras 2014). Para AC se empled la matriz de
distancias euclideas; la seleccion del método jerarquico de agrupamiento se realizo a través
del coeficiente de correlacion cofenética (Sokal & Rohlf 1962).y en todos los casos resultd
ser el método de encadenamiento promedio o UPGMA. Se emplearon los software InfoStat

(D1 Rienzo et al. 2012) y SAS (SAS 2009).

2.6  Determinacion de los perfiles metabdlicos del complejo de especies de

Alternaria patogenas del trigo presentes en Argentina

Se emple6 la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion en conjunto con

espectrometria de masas (LC/MS-MS) adaptando el protocolo de Vishwanath et al. (2009).
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Las pruebas bioquimicas para la deteccion de las toxinas de representantes de los
cuatro grupos de Alternaria se llevaron a cabo en el Centre for Analytical Chemistry, Tulln,

Austria bajo la supervision del Dr. R. Labuda.

Preparacion de las muestras

Los aislamientos seleccionados crecieron en el medio agar extracto de levadura
sacarosa (YES), (Anexo 1) a 25 °C en oscuridad durante 14 dias siguiendo el método
descripto por Samson et al. (2002).

El micelio del hongo fue mezclado con 5 ml de solvente de extraccion
acetonitrilo/agua/acido acético (79:20:1 v/v/v), agitado por 10 minutos de acuerdo a lo
establecido por Vishwanath et al. (2009). Las muestras se extraen luego de 90 minutos de
agitacion, seguido por el centrifugado por 10 minutos por muestra. Luego se tomaron 100
ul que fueron filtrados y redisueltos en 1000 pl de agua-acetonitrilo (1:1 v/v) y finalmente

los extractos diluidos aplicados sobre el sistema LC-MS/MS.

Instrumental utilizado

Para detectar y cuantificar los metabolitos del hongo se utilizé el equipamiento
QTrap Sistema LC-MS/MS 5500 (Biosystems, CA, USA) equipado con una fuente de
ionizacion Turbo Ion Spray electrospray (ESI) y un sistema HPLC 1290 Series (Agilent,
Waldbronn, Germany). La separacion cromatografica fue realizada a 25 °C en una columna
Gemini Cjg, 150 x 4.6 mm i.d., 5 pm de tamafio de particula, equipado con C;3 con

cartucho de seguridad 4 x 3 mm i.d. (Phenomenex, CA, USA).



41

2.7  Caracterizacion morfobiométrica y cultural de los aislamientos de

Pithomyces chartarum.

Aislamientos

Para los ensayos se utilizaron dos aislamientos de Pithomyces chartarum. Los
mismos fueron obtenidas a partir de semillas de trigo recolectadas en Llavallol (Buenos

Aires).

Caracterizacion morfologica de los aislamientos

Se realizaron aislamientos monosporicos en APG para caracterizar
morfologicamente las colonias. Los mismos fueron incubados a 24 + 1 °C con un ciclo de
12 h de luz fluorescente-oscuridad durante siete dias. Cada aislamiento fue examinado
utilizando un estereomicroscopio con 40x de amplificacion y luego microscopio binocular
(400x de amplificacion) para caracterizacion de los conidios.

Las colonias obtenidas de P. chartarum se cultivaron en APG al 2% y se

conservaron en frio (5°C) hasta el momento de su empleo.

2.8 Caracterizacion genética de P. chartarum mediante un analisis molecular

Para esclarecer la identificacion de Pithomyces chartarum y corroborar la
concordancia con la caracterizacion morfo-cultural de los aislamientos monosporicos
seleccionados para los analisis, se eligi6 uno representativo de P. chartarum.

La extraccion del ADN, amplificacion por PCR y andlisis de las secuencias de ADN

obtenidas se realizo con la misma metodologia anteriormete descripta en el punto 2.4.
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2.9  Pruebas de patogenicidad de los aislamientos de P. chartarum mediante

inoculaciones en semilla de trigo.

Obtencion del indculo madre

Los aislamientos de P. chartarum se repicaron en medio de cultivo APG y se
incubaron durante 7 a 10 dias a 24°C con un ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.
Luego de la incubacién y crecimiento de las colonias, se colocaron en cada caja de Petri 10
ml de una solucion de agua destilada estéril con Tween 20 (2 gotas de Tween 20 cada 100
ml de agua destilada estéril). Mediante un portaobjetos estéril se raspé la superficie del agar
colectando el liquido con el micelio y conidios del hongo. Este se filtrd a través de
muselina estéril y con un hematocitometro, se llevd la solucion resultante una

concentracion final de 3x 10° conidios/ml (Téth ez al. 2007).

Genotipos de trigo utilizados para la inoculacion

Se evalu6 su comportamiento en nueve cultivares de trigo que se describen en el

Cuadro 2.5

Cuadro 2.5: Cultivares de trigo utilizados en los ensayos con P. chartarum

Numero Variedad Ciclo
1 Buck Meteoro |
2 Buck Taita L
3 Buck SY 300 I
4 Buck SY 100 I
5 Buck Guapo L
6 Buck 55 CL C
7 BioINTA 1004 C
8 Klein Proteo C-1
9 Klein Pantera L

Referencias: C: ciclo corto, I: ciclo intermedio, L: ciclo largo.

Pretratamiento de las semillas
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Se realiz6 una previa desinfeccion superficial de las semillas con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1% (p/v) durante 3 minutos. Luego las mismas fueron enjuagadas
con agua corriente durante 15 minutos. Al finalizar el enjuague se colocaron sobre papel

absorbente estéril para su oreado.

Inoculacion artificial de la semilla

Las semillas pretratadas se sumergieron en la suspension de inoculo y se agitd
durante 30 minutos. En los testigos se efectud el mismo procedimiento sumergiendo las
semillas en agua destilada estéril. Luego de dicho periodo se colocaron las semillas
inoculadas separadas por espacios uniformes sobre papel de filtro y algodén humedecidos
con agua destilada estéril dentro de una bandeja transparente de plastico, previamente
desinfestada con alcohol 70 % (v/v). Se colocaron 20 semillas por bandeja, con cuatro
repeticiones. El disefio estdistico fue completamente aleatorizado con un arreglo factorial
de los factores cultivar y aislamiento.

Las bandejas se mantuvieron tapadas para conservar la hunedad.. Las mismas se
incubaron en inverndculo, en condiciones ambientales controladas (22-24°C y 80 %
humedad relativa) durante catorce dias. Luego de este periodo se evalud el porcentaje de
semillas germinadas, semillas manchadas, coleoptiles necrosados y plantulas emergidas

debilitadas a partir de esas semillas infectadas.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos promedios de los 9 cultivares de trigo y los dos
aislamientos de Pithomyces chartarum mas un testigo se realiz6 para las variables semilla
germinada (SG), semilla manchada (SM), coleoptile necrosado (CN) y plantula debilitada
(PD).

Al igual que el procesamiento de datos de Alfernaria ya descripto, se efectuaron
analisis multivariados de los componentes principales (ACP) y de conglomerados (AC).
Los resultados del ACP se graficaron en biplot que permiten la representacion en dos
dimensiones (primera y segunda componente principal) de los datos y variables medidas en

simultaneo (Cuadras 2014). Para AC se empled la matriz de distancias euclideas; la
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seleccion del método jerarquico de agrupamiento se realizd a través del coeficiente de
correlaciéon cofenética y en todos los casos resultd ser el método de encadenamiento
promedio o UPGMA.. Luego se efectuaron analisis de varianzas de las variables en forma
individual. Cuando se detectd heterogeneidad de varianzas se emplearon modelos mixtos
(Mc Culloch & Searle 2001). Se empleo la prueba de comparaciones multiples de Tukey y
se trabajo con un nivel de significacion del 5%. Se emplearon los software InfoStat (Di

Rienzo et al. 2012) y SAS (SAS Institute Inc. 2009).

2.10 Analisis de metabolitos secundarios asociados a Pithomyces chartarum

Técnica empleada

Se emple6 la misma técnica descripta para la determinacion de los metabolitos de
Alternaria.

Se determind la  produccion de las toxinas alternariol (AOH),
alternariolmonometileter (AME), altenueno (ALT), Altertoxina [ y I (ATX-I, ATX-II),
acido tenuazoico (TeA) y tentoxina (TEN) en el aislamiento de P.chartarum enviado para

este analisis.
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3.1 Determinacion de la presencia de los diferentes grupos de Alternaria en
semillas de trigo de distintas zonas agroecologicas de Argentina a partir de

caracteres morfo-culturales.

Se determin6 la presencia de cuatro grupos de especies de Alternaria: A.
tenuissima, A. arborescens, A. infectoria y A. alternata en todas las muestras de
semillas analizadas. Las Figuras 3.1, 3.2 y 3.3 ilustran los caracteres diferenciales de

las colonias y patrones de esporulacion de los mismas.

Figura 3.1: Colonias en APZ luego de siete dias de incubacion de los grupos de
especies Alternaria: a A. tenuissima., b A. arborescens, c. A. infectoria. y d A.
alternata.
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Figura 3.2: Patrones de esporulacion en APZ a los siete dias de incubacion de los
grupos de especies Alternaria: a A. alternata, b A. arborescens, ¢ A. infectoria'y d A.
tenuissima.

especie A. infectoria dan colonias color blanco (b). Grupo de especies de Alternaria: a
A. alternata., b A. infectoria, c A. arborescens y d A. tenuissima.
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De acuerdo a los caracteres morfoculturales observados en cada una de las muestras
y zonas trigueras, se obtuvieron la frecuencia de aparicion de los grupos de especies de
Alternaria estudiados y su presencia en todas las zonas trigueras tradicionales del pais.

El grupo nn corresponde a aquellos aislamientos que continian bajo estudio y que

aun no han sido identificados (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1: Frecuencia de aparicion de los distintos grupos de especies de Alfernaria
segun la region triguera.

Frecuencia de aparicion total de grupos

Region de especies de Alternaria (%)
triguera
te arb inf alt nn
I 36 25 80 75 12
IT Norte 33 20 79 79 11
II Sur 35 26 89 78 10
111 38 26 86 77 13
v 40 29 89 78 15
V Norte 31 23 76 73 12
V Sur 30 22 75 70 11

Referencias: te A tenuissima, arb A. arborescens, inf A. infectoria, alt A. alternata, nn.
aislamientos sin identificar.

3.2 Caracterizacion molecular de los grupos de aislamientos determinados

previamente a partir de caracteres morfo-culturales

El analisis molecular corrobor6 la identificaciéon segin la caracterizaciéon morfo-

cultural previamente realizada (Cuadro 3.2).

En el Anexo 3 se puede observar el andlisis del Genebank, que incluye la
secuencia completa de los fragmentos estudiados.
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Cuadro 3.2: Analisis moleculares realizados a un aislamiento de cada grupo-especie

de Alternaria.

Alternaria
Grupo-especie  Aislamiento Hospedante/ sustrato  Origen
NO
A. tenuissima 6 T. aestivum semilla Argentina
A. arborescens 17 T. aestivum semilla Argentina
A. infectoria 22 T. aestivum semilla Argentina
A. alternata 37 T. aestivum semilla Argentina
33 Identificacion del comportamiento patégeno

Alternaria

3.3.1 Pruebas de patogenicidad en hojas de trigo

Accesion
Number
JX454535

JX454533
JX454532
JX454534

GeneBank
Especie

A. tenuissima
A. arborescens
Lewia infectoria
A. alternata

de los aislamientos de

Las pruebas de patogenicidad permitieron detectar la existencia de correlaciones

entre la incidencia (I) e indice de dafio (ID) para los cinco cultivares de trigo evaluados,

considerando los 40 aislamientos de A/ternaria spp. mas el testigo (Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3: Correlaciones entre incidencia (I) e ID en los cinco cultivares de trigo

inoculados.

Incidencia por cultivar Indice de dafio por cultivar
Variables ACA Buck Klein | Baguette | BioINTA| ACA Buck Klein |Baguette | BioINTA
906 | SY 100 | Chaja 9 1005 906 | SY 100 | Chaja 9 1005
‘;g? 1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 | 0,0009 0,0114 00640 0,1032  0,1075
s]?(ufgo 0,83 1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 | 0,0090 0,0021 0,0558 0,1038  0,1015
_ éll:r; 079 077 1 <0,0001 <0,0001 | 0,0105 0,0482 0,0771 0,1106 02219
Bagge“e 065 076 0,76 1 <0,0001 | 0,0015 0,0026 0,0051 0,0015  0,0742
Bio
INTA | 0,61 0,74 0,67 0,61 1 0,1609 0,1436 0,2310 0,6222  0,3944
1005
ACA
006 050 040 040 0,48 0,22 1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,000l
Buck "\ 639 047 031 0,46 0,23 0,79 1 <0,0001 00001 <0,0001
SY 100 b b 9 b 9 9 b 9 b
Klein
A M 029 030 028 0.43 0,19 072 0,66 1 <0,0001 <0,0001
=2 | Chaja
Bag;lette 026 026 025 048 0,08 0,63 056 086 1 <0,0001
Bio
INTA | 026 026 0,19 0,28 0,14 057 061 0,75 0,73 1
1005

Debajo de la diagonal figuran las correlaciones de Pearson y por encima, los valores p.

Las correlaciones entre las variables son positivas por lo cual el andlisis de
componentes principales (ACP) tiene la caracteristica de presentar componentes de tamafo
y de forma, siendo la primera componente un promedio ponderado de las variables
involucradas (incidencia e indice de dafo) y las siguientes, en general tienen coordenadas
positivas y negativas, que implican que contraponen unos grupos de variables frente a
otros. Es decir, el primer componente ordena de menor a mayor los aislamientos segin su
incidencia o indice de dafio.

En el andlisis combinado de I e ID se observo que con dos componentes se captura
el 77% de la variabilidad de los datos (Cuadro 3.4). Los valores de la primera componente
se construyen a partir de un promedio ponderado de las 10 variables involucradas

(incidencia e indice de dafio para cada cultivar) y en los valores de la segunda componente
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se contraponen las variables asociadas a incidencia con las variables asociadas a ID

(Cuadro 3.5).

Cuadro 3.4: Contribucion de cada componente a la variabilidad total en el ACP.

Autovalores Valor Proporciéon Prop. Acum.
1 5,41 0,54 0,54
2 2,33 0,23 0,77
3 0,60 0,06 0,83
4 0,46 0,05 0,88
5 0,38 0,04 0,92

Cuadro 3.5: Coeficientes que definen los dos primeros componentes principales

Variables Coef. CP1  Coef. CP2
I ACA 906 0,33 0,29
I Buck Sy 100 0,34 0,32
I Klein Chaja 0,32 0,34
I Baguette 9 0,35 0,20
I BioINTA 1005 0,26 0,38
ID_ACA 906 0,34 -0,23
ID Buck Sy 100 0,32 -0,23
ID Klein Chaja 0,32 -0,37
ID Baguette 9 0,30 -0,37
ID BioINTA 1005 0,27 -0,37

Las incidencias se asocian positivamente con la segunda componente, mientras que

los ID lo hacen en forma negativa con ésta (Cuadro 3.6).
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Cuadro 3.6: Correlaciones entre los componentes principales y las variables originales

Variables CP1 CP2
I ACA 906 0,77 0,44
I _Buck Sy 100 0,80 0,49
I Klein Chaja 0,75 0,51
I Baguette 9 0,81 0,30
I BioINTA 1005 0,61 0,58
ID_ACA 906 0,78 -0,35
ID Buck Sy 100 0,75 -0,36
ID_Klein Chaja 0,74 -0,56
ID Baguette 9 0,69 -0,57
ID_BioINTA 1005 0,64 -0,56

En el biplot construido (Figura 3.4) se observa que hay aislamientos de un mismo
grupo de especies que presentan incidencias altas o bajas, asi como también se observan 1D
diversos dentro de un mismo grupo de especies. Tanto la incidencia como el ID crecen a lo
largo del eje correspondiente a la primera componente, mostrando que el control no
presenta dafio. La mayor incidencia corresponde a los aislamientos 7 y 9 (grupo de especies
A. infectoria) y el aislamiento 15 (grupo de especies A. alternata). Por su parte, se destaca
el aislamiento 23 perteneciente al grupo de especies A. tenuissima como una de las que

inducen el mayor ID respecto al resto de los aislamientos analizados.
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Figura 3.4: Biplot de las dos variables analizadas: incidencia (I) ¢ indice de dafio (ID) en
funcion de los aislamientos de Alternaria diferenciadas segun grupo de especies (A. tenuissima, A.
arborescens, A. infectoria y A. alternata) en los cinco cultivares de trigo. Referencias:

@ 4. tenuissima ® A. arborescens @ A. infectoria © A. alternata O Testigo

Analisis de incidencia

En el andlisis de la incidencia de la enfermedad, se observa que con dos
componentes se captura el 86% de la variabilidad total de la informacion (Cuadro 3.7).

Los valores de la primera componente se construyeron a partir de un promedio
ponderado de las incidencias asociadas a los cinco cultivares de trigo empleados. En los
valores de la segunda componente se contraponen el cultivar BioINTA 1005 y Buck SY
100 con los restantes cultivares con ponderaciones similares (Cuadro 3.8). En el Cuadro 3.9
se observa que la incidencia de BioINTA 1005 se asocia positivamente con la segunda

componente.
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Cuadro 3.7.Contribucion de cada componente a la variabilidad total en el ACP.

Autovalores Valor Proporcion Prop.
Acum.

1 3,88 0,78 0,78

2 0,42 0,08 0,86

3 0,36 0,07 0,93

4 0,23 0,05 0,98

5 0,11 0,02 1,00

Cuadro 3.8: Coeficientes que definen los dos primeros componentes principales.

Variables Coef. CP 1 Coef. CP 2
I ACA 906 0,45 -0,34
I Buck Sy 100 0,47 0,02
I Klein Chaja 0,46 -0,24
I Baguette 9 0,43 -0,25
I BioINTA 1005 0,42 0,87

Cuadro 3.9: Correlaciones entre los componentes principales y las variables originales.

Variables CP1 CP2
I ACA 906 0,88 -0,22
I Buck Sy 100 0,93 0,01
I Klein Chaja 0,91 -0,15
I Baguette 9 0,86 -0,17
I BioINTA 1005 0,82 0,57

En la Figura 3.5 se observa que hay aislamientos de un mismo grupo de especies
que presentan tanto incidencias altas como bajas. La incidencia crece a lo largo del eje
correspondiente a la primera componente, mostrando en un extremo el control (que no
presenta dafio). En el otro extremo, los aislamientos 7 y 9 (grupo de especies A. tenuissima)
y 15 (grupo de especies A. arborescens) se destacan entre los de mayor incidencia (Figura
3.4). Los aislamientos del grupo A. infectoria presentan menor variabilidad con relacion a
la incidencia en todos los cvs. de trigo analizados, en comparacidon con el comportamiento

manifestado por los aislamientos del grupo de especies 4. tenuissima. Los cultivares Klein
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Chaja, Baguette 9 y ACA 906 presentan un comportamiento similar con relacion a la

incidencia de los distintos aislamientos.

6,00
|_BioINTA 1005
3,00
= | Buck Sy 100 ¢ 10
e ° 9
w" [ )
L 0,001 °
N (o) 7
o T
© | Klein Chajé
|_Baguette 9
|_ACA 906
-3,00
-6,00- r T T T T
-6,00 -3,00 0,00 3,00 6,00

CP1(77,6%)

Figura 3.5: Biplot de la variable incidencia (I) en funcidn de los aislamientos de Alternaria
diferenciadas segun grupo de especies (4. tenuissima, A. arborescens, A. infectoria 'y A. alternata)

@ 4. tenuissima

en los cinco cvs de trigo. Referencias:

@ A. arborescens @ A. infectoria © A. alternata O Testigo



56

Analisis del indice de dafio

Cuando se analiz6 el indice de dafio (ID), se observd que con dos componentes se

captura el 87% de la variabilidad total de la informacion (Cuadro 3.10).

Cuadro 3.10. Contribucion de cada componente a la variabilidad total en el ACP.

Autovalores Valor Proporcion  Prop Acum
1 3,75 0,75 0,75
2 0,61 0,12 0,87
3 0,33 0,07 0,94
4 0,18 0,04 0,97
5 0,13 0,03 1,00

Los valores de la primera componente se construyeron a partir de un promedio
ponderado de los ID asociados a los cinco cultivares empleados. En los valores de la
segunda componente se contraponen los genotipos ACA 906 y Buck SY 100 con los

restantes cultivares con ponderaciones similares (Cuadro 3.11).

Cuadro 3.11: Coeficientes que definen los dos primeros componentes principales.

Variables Coef. CP 1 Coef.CP2

ID ACA 906 0,44 0,51
ID_Buck SY 100 0,43 0,59
ID Klein Chaja 0,48 -0,24
ID Baguette 9 0,45 -0,44
ID BioINTA 1005 0,44 -0,37

En el cuadro 3.12 se observa que el ID de los genotipos ACA 906 y Buck SY 100 se

asocian positivamente con la segunda componente.
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Cuadro 3.12: Correlaciones entre los componentes principales y las variables originales.

Variables CP1 CP2
ID ACA 906 0,85 .0,40
ID Buck Sy 100 0,83 0,46
ID Klein Chaja 0,93 -0,19
ID Baguette 9 0,87 -0,35
ID BioINTA 1005 0,84 -0,29

En el biplot correspondiente al ID (Figura 3.6) se observa que el aislamiento 35
(perteneciente al grupo de especies A. alternata) presentd menor ID para los trigos ACA
906 y Buck SY 100. El aislamiento 2 por el contrario(perteneciente al grupo de especies A.
tenuissima), presentd mayor ID en los trigos Klein Chaja, Baguette 9 y BioINTA 1005.

5,00
ID_Buck Sy 100
2,507 ID_ACA 906
— T 2431 o o
R o 0©° ®
Q o © oo 14
T 0,007 % 5 00®
< o
o 36 ° o
o ° ID_Klein Chaja
(¢} ID_BioINTA 1005
35
ID_Baguette 9
-2,50
°
2
-5,00- T T T T T
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00

CP 1(75,0%)

Figura 3.6: Biplot de la variable indice de dafio (ID) en funcidn de los aislamientos de
Alternaria diferenciadas seglin grupos (4. tenuissima, A. arborescens, A. infectoria y A. alternata)
en los cinco cvs. de trigo. Referencias:

@ A. tenuissima @ A. arborescens @ A. infectoria © A. alternata O Testigo
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Para la incidencia y el ID el método jerarquico de agrupamiento que resultd con
mayor coeficiente de correlacion cofenética fue el Promedio (UPGMA).

Para ambos pardmetros evaluados (I e ID) se conformaron 3 grupos de
comportamiento patogénico que se denominaron bajo, medio y alto. Los grupos formados
no se corresponden con los grupos morfoldgicos ni tampoco fueron los mismos para las dos
variables analizadas.

En la Figura 3.7 se presenta el dendrograma correspondiente a la incidencia a partir
del ACP. Como ya fuera senalado, los aislamientos 7, 9 y 15 conforman el grupo que
provocd la mayor incidencia, respecto al resto de los aislamientos analizados.

Se observa que cada cluster de incidencia contiene representantes de los diferentes
grupos taxonomicos de Alternaria sin que haya una asociacion entre grupo de especies y

nivel de incidencia.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

9

15
——
14

23 !

22

13

0,00 1,30 2,59 3,89 5,18

Figura 3.7: Dendrograma asociado a la incidencia de 40 aislamientos de Alternaria spp. en
hojas de cinco cultivares de trigo. Referencias: rojo: incidencia alta; azul: incidencia media; verde:
incidencia baja.
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Con relacion al ID, el aislamiento 35 es el Unico que se agrupa con el testigo
formando el grupo de baja severidad medido como ID. Para esta variable, los
representantes taxonomicos del grupo alto son numerosos (Figura 3.8). Al igual que lo
observado para la incidencia, el grupo mayoritario que manifestd el mayor ID en todos los
cultivares estuvo conformado por aislamientos de grupos de especies diferentes.

No se asociaron los grupos formados en el dendrograma del ID con un grupo de
especies en particular, sino que cada uno de los grupos de especies de Alternaria analizados

tiene representantes en los tres grupos de indice de dafio.
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Figura 3.8:. Dendrograma asociado al indice de dafio de 40 aislamientos de Alternaria spp. en
hojas de cinco cultivares de trigo. Referencias: rojo: ID alta; azul: ID media; verde: ID baja.
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3.3.2 Pruebas de patogenicidad en semillas de trigo

El aislamiento que afectdé en menor medida la germinacion de la semilla fue el 11
perteneciente al grupo de especies A. arborescens. Las particularidades de cada variable
analizada en relacion a los aislamientos es el siguiente: en relacion a la radicula debilitada
y/o acortada, los aislamientos que produjeron mayor porcentaje de dafio fueron el 21 y el
23, ambos pertenecientes al grupo de especies A. infectoria.

En relacion al parametro coleoptile debilitado y/o acortado los aislamientos que
produjeron mayor porcentaje de dafio fueron 21 y 25 pertenecientes al grupo de especies
infectoria.

En cuanto a la aparicion de sintomas tales como necrosis de radiculas, los
aislamientos que produjeron mayor dafio fueron los 17 y 19, ambos pertenecientes al grupo
de especies arborescens.

Por su parte, se distingue el aislamiento 35 (perteneciente al grupo de especies A.
alternata) y los aislamientos 26 y 27 pertenecientes al grupo de especies 4. infectoria, por
inducir el mayor porcentaje de semillas manchadas respecto al resto de aislamientos
analizados.

En relacion a todas las variables involucradas en el andlisis, los aislamientos que
produjeron en general, un menor porcentaje de dafio, fueron la 9, 34 y 39. La primera de
ellas pertenece al grupo de especies A. tenuissima y las dos restantes al grupo de especies

alternata (Figura 3.9).

En el Cuadro 3.13 se observa que con dos componentes se captura el 80% de la

variabilidad total de la informacion.

Cuadro 3.13: Contribucion de cada componente a la variabilidad total en el ACP.

Autovalores ~ Valor  Proporcion Prop.Acum.

1 2,94 0,59 0,59
2 1,05 0,21 0,80
3 0,70 0,14 0,94
4 0,20 0,04 0,98
5 0,10 0,02 1,00
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En el cuadro 3.14, se observa que las variable SG se asocia negativamente con la

primer componente y la variable SM se asocia positivamente con la segunda componente.

Cuadro 3.14: Correlaciones entre los componentes principales y las variables originales.

Variables CP1 CP2
SG -0,47 -0,62
SM 0,45 0,70

CDYA 0,92 -0,28
RDYA 0,94 -0,09
RN 0,88 -0,30

2,50

0,00 39 °

CP2(21,1%)

-2,50 ° SG o

-5,00~ I .
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00
CP 1(58,8%)

Figura 3.9: Biplot de las variables analizadas: semilla germinada (SG), semilla manchada
(SM), radicula debilitada y acortada (RDyA), radicula necrosada (RN) y coleoptitle debilitado y
acortado (CDyA) en funcion de los aislamientos de Alternaria diferenciados segun grupos (4.
tenuissima, A. arborescens, A. infectoria y A. alternata) en los cinco cvs. de trigo. Referencias:

@ A. tenuissima @ A. arborescens @ A. infectoria © A. alternata O Testigo
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Se observa en la Figura 3.10 que en relacion a los cultivares, Baguette 9 y Buck SY
100 presentaron mayor porcentaje de semilla manchada. El cultivar Klein Chaja fue mas
afectado en relacion al dafio al coleoptile (mayor porcentaje de coleoptile debilitado y
acortado). El mismo, también presentd alto porcentaje de radicula necrosada y radicula
debilitada y acortada. El cultivar que presentdé mayor porcentaje de germinacion fue Buck

SY 100.
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°
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Figura 3.10: Biplot de las variables analizadas: semilla germinada (SG), semilla manchada
(SM), radicula debilitada y acortada (RDyA), radicula necrosada (RN) y coleoptitle debilitado y
acortado (CDyA) en funcion de los cinco cultivares de trigo.

En el dendrograma asociado a incidencia del hongo en semillas (Figura 3.11) se
visualizaron 3 grupos. El primero, de baja incidencia, solo contuvo al testigo. El grupo
medio, incluyé mayormente aislamientos de los grupos de especies A. arborescens y A.
infectoria (88%). En el grupo de mayor incidencia se encontrd la mayoria de aislamientos

de los grupos de especies A. tenuissima 'y A. alternata (78%).
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)
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Figura 3.11:Dendrograma asociado a la incidencia de 40 aislamientos de Alternaria spp. en
semillas de cinco cultivares de trigo

3.4  Determinacion de los perfiles metaboélicos del complejo de especies de

Alternaria patogenas del trigo presentes en Argentina

Los grupos de especies de Alternaria tenuissima, A. arborescens y A. alternata
produjeron los metabolitos alternariol, alternariol monometil éter, altenueno, altertoxina I y
I, tentoxina y acido tenuazoico. El grupo de especies A. infectoria produjo Unicamente
altertoxina [ y II y tentoxina. (Cuadro 3.15).

Cuadro 3.15: Perfiles de produccion de metabolitos secundarios de los grupos de especies
de Alternaria aislados de semillas de trigo, medido en mg/kg.
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Alternaria

. AOH AME ALT ATX-I ATX-II TEN TeA
Grupo- especie

A. tenuissima 7.51-18.66 2.91-6.28 1.11-7.01 0.38-6.69 0.13-2.45 0.40-3.11  18.57-53.02

A. arborescens 1.94-17.54 0.76-11.70 5.62-8.45 2.81-10.36 0.57-2.85 0.57-2.37  17.41-55.87
A .infectoria  ----- e e 0.13-0.60 0.61-8.36 0.01-0.40 -----
A. alternata 0.17-19.83 0.78-8.05 0.05-9.86 0.41-8.90 0.57-8.90 0.11-2.84  43.99-50.01

Referencias: AOH=alternariol; AME=alternariol monometil eter; ALT= altenueno; ATX-I=
altertoxina I; ATX-II= altertoxina II; TEN= tentoxina; TeA= acido tenuazoico

Quimicamente, el grupo de especies A. infectoria es muy diferente de otras especies
de Alternaria, ya que produce metabolitos que no se encuentran en otros grupos de
especies. El grupo de especies A. infectoria origina infectopyronas y novae-zelandinas. No
hay reportes previos de produccion de AOH ni TeA (Andersen et al. 2009). En el presente
estudio el grupo de especies 4. infectoria produjeron ATX-1, ATX-II y TEN, los cuales no
estdn mencionados en bibliografia especifica y requeriria su comprobacion mediante el
analisis de mayor numero de aislamientos o la utilizacion de otras técnicas de

determinacion.

3.5 Caracterizacion morfobiométrica y cultural de los aislamientos de

Pithomyces chartarum

En las colonias monosporicas analizadas, el micelio presentd conididéforos
pigmentados simples, poco diferenciados. Cada conididéforo produjo un conidio terminal;
los conidios son equinulados o verrugosos, pigmentacion oscura y 3-4 (en su mayoria 3)
septos transversales. Todos los caracteres morfoldgicos de ambos aislamientos coincidieron
con lo descripto para Pithomyces chartarum (Ellis 1971, Domsch et al. 2007). (Figura
3.12).



65

Figura 3.12: Colonias (a) y conidios (b), pertenecientes a Pithomyces chartarum.

3.6  Caracterizacion genética mediante un analisis molecular

El analisis molecular corrobor6 la identificacion definida por la caracterizacion
morfo-cultural previamente realizada. Leptosphaerulina chartarum es el teleomorfo de
Pithomyces chartarum. En el Anexo 3 se puede observar el andlisis del Genebank, que

incluye la secuencia completa del fragmento estudiado. (Cuadro 3.16).

Cuadro 3.16: Analisis moleculares de un aislamiento de P. chartarum.

Pithomyces GeneBank
Accesion
Especie Aislamiento N°  Hospedante/ sustrato ~ Origen Number Especie
Leptosphaerulina
P. chartarum 17 T. aestivum semilla Argentina J1X442978 chartarum

3.7  Analisis de la patogenicidad de los aislamientos de P. chartarum mediante

inoculaciones en semillas de trigo

El analisis multivariado de componentes principales (ACP) permitio observar que

con dos componentes se capta el 80% de la variabilidad total (Cuadro 3.17).
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En el biplot (Figura 3.13) se detectd en relacion a la variable semilla germinada
(SG), que Klein Pantera es el cultivar con los més bajos porcentajes en ambos aislamientos,
y Buck Guapo, cuando fue testeado con el aislamiento 2. Para la variable semilla manchada
(SM), el cultivar més afectado fue Buck SY 100 con el aislamiento 1. Para coleoptile
necrosado el cultivar mas afectado fue Buck 55 CL en combinacion con el aislamiento 1, y
para la variable plantula debilitada el cultivar mas afectado, para ambos aislamientos,
result6 Klein Pantera.

Los cultivares que se destacan por presentar un mejor comportamiento y que se
encuentran cercanos a los valores de los testigos fueron Meteoro, Buck Guapo y Klein

Proteo.

En el Cuadro 3.17 se observa que con dos componentes se captura el 80% de la

variabilidad total de la informacion.

Cuadro 3.17: Contribucion de cada componente a la variabilidad total en el ACP.

Autovalores  Valor  Proporcion Prop Acum

1 2,28 0,57 0,57
2 0,91 0,23 0,80
3 0,67 0,17 0,97
4 0,14 0,03 1,00
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Figura 3.13: Biplot de las variables analizadas: semilla gerrminada (SG), semilla manchada
(SM), coleoptile necrosado (CN) y plantula debilitada (PD) en funcion de los aislamientos de
Pithomyces chartarum en los nueve cultivares de trigo.
Referencias: M: Meteoro, BT: Buck Taita, 100: Buck SY 100, 300: Buck SY 300, BG: Buck Guapo,
B55: Buck 55 CL, BI BioINTA 1004, KP: Klein Proteo, KPa: Klein Pantera.

En el dendrograma (Figura 3.14) se visualizaron tres grupos: el primero de ellos
agrupd a los testigos con los cultivares menos afectados: Meteoro y Buck Guapo en ambos
aislamientos; y Klein Proteo en relaciéon a la aislamiento 1. El grupo central, con
susceptibilidad media, agrup6 a la mayoria del resto de cultivares para ambos aislamientos.
El grupo mas susceptible estd formado unicamente por el cultivar Buck SY 100 en

combinacion con el aislamiento 1.
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)
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Figura 3.14: Dendrograma de las variables semilla gerrminada (SG), semilla manchada
(SM), coleoptile necrosado (CN) y plantula debilitada (PD) en funcion de los aislamientos de
Pithomyces chartarum en los nueve cultivares de trigo.
Referencias: M: Meteoro, BT: Buck Taita, 100: Buck SY 100, 300: Buck SY 300, BG: Buck Guapo,
B55: Buck 55 CL, BI BioINTA 1004, KP: Klein Proteo, KPa: Klein Pantera.

3.7.1 Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a las

variables analizadas

Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable semilla

germinada

Segun el porcentaje de semilla germinada, el cultivar que fue mas afectado, con

menor porcentaje de germinacion es Klein Pantera (Cuadro 3.18).
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Cuadro 3.18: Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable semilla
germinada (SG) para los cultivares de trigo ensayados.

P. chartarum Cultivar
SG Meteoro Taita SY 300 SY 100 Guapo 55 CL BI 1004 Proteo Pantera

) . Media 0,98 0,97 0,98 0,98 0,94 0,88 0,97 1 0,85
Aislamiento 1 DE

0,03 0,06 0,04 0,04 0,08 0,09 0,04 0 0,05

) . Media 0,99 1 0,95 1 0,89 0,86 0,93 0,97 0,82
Aislamiento 2

0,03 0 0,04 0 0,12 0,25 0,06 0,03 0,1
. Media 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Testigo
DE 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Referencias: DE: desvio estandar.

Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable semilla

manchada

En relacion al porcentaje de semilla manchada, el cultivar que fue més afectado, con
mayor porcentaje es SY 100 en ambos aislamientos, y Taita y SY 300 en relacion al

aislamiento 1. (Cuadro 3.19)

Cuadro 3.19: Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable semilla

manchada (SM) para los cultivares de trigo ensayados.

P. chartarum Cultivar
SM Meteoro Taita SY 300 SY 100 Guapo 55 CL BI 1004 Proteo Pantera

. . Media 0,01 0,45 0,37 0,63 0,11 0,22 0,24 0,07 0,14
Aislamiento 1 D

0,02 036 0,16 0,19 0,08 006 0,13 0,02 0,02

Media 0,14 0,4 0,3 038 0,16 0,19 0,25 0,28 0,29

D 0,02 0,09 0,09 0,07 0,03 0,09 0,08 0,13 0,11
Media 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Referencias: DE: desvio estandar.

Aislamiento 2

Testigo
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Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable coleoptile

necrosado

En relacion al porcentaje de coleoptile necrosado, el cultivar que fue més afectado,
con mayor porcentaje es Buck 55 CL en relacion al aislamiento 1. (Cuadro 3.20)

Cuadro 3.20: Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable
coleoptile necrosado (CN) para los cultivares de trigo ensayados.

P. chartarum Cultivar
CN Meteoro Taita SY 300 SY 100 Guapo 55 CL BI 1004 Proteo Pantera
. . Media 0 0 0,05 0 0 0,22 0 0,04 0,05
Aislamiento 1
0 0 0,07 0 0 0,13 0 0,08 0,07
. ) Media 0 0 0,07 0 0 0,01 0 0,01 0
Aislamiento 2
DE 0 0 0,1 0 0 0,02 0 0,03 0
) Media 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Testigo
DE 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Referencias: DE: desvio estandar.

Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable plantula

debilitada

En relacion al porcentaje de plantula debilitada, el cultivar que fue mas afectado,

con mayor porcentaje es Klein Pantera en ambos aislamientos. (Cuadro 3.21)

Cuadro 3.21: Estadisticos descriptivos para P. chartarum en relacion a la variable plantula
debilitada (PD) para los cultivares de trigo ensayados.

P. chartarum Cultivar

PD Meteoro Taita SY 300 SY 100 Guapo 55 CL BI 1004 Proteo Pantera
Media 0,04 0,16 0,06 0,17 0,08 0,25 0,18 0 0,26
DE 0,05 0,11 0,04 0,07 0,07 0,14 0,02 0 0,07
Media 0,01 0,12 0,16 0,04 0 0,14 0,2 0,07 0,38
DE 0,02 0,09 0,06 0,04 0 0,05 0,12 0,08 0,11
Media 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DE 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Referencias: DE: desvio estandar.

Aislamiento 1

Aislamiento 2

Testigo
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Dado que el analisis de estadisticos descriptivos muestra, en relacion a todas las
variables medidas, que los testigos presentaron un desvio estandar igual a cero, los mismos
no seran incluidos en futuros analisis que se presentan.

Se realiz6 un andlisis por variable, descartando los cultivares de trigo que tuvieron

desvio estandar cero.
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3.7.2 Analisis por variable

Variable semilla germinada

Se analizaron los cultivares Meteoro, Buck SY 300 Buck 55 CL, BioINTA 1004 y
Klein Pantera. Dado que se detectd heterogeneidad de varianzas se utilizd un analisis de
varianza empelando modelos mixtos. No se detectd interaccion entre cultivares y
aislamientos (p=0,6838) ni diferencias entre los dos aislamientos (p=0,3511), pero si entre
cultivares (p=0,0002). Ver Anexo 4.

Se distingue en la comparacion de medias realizada que el cultivar Klein Pantera

difiri6 significativamente del cultivar Meteoro. Ver Figura 3.15.

105,00-

98,75

A
AB
AB
92,50
AB
86,25
B
80,00 .

Meteoro  BioINTA 1004 Buck SY 300 Buck 55 CL Klein Pantera
Cultivar

SG

Medias con la misma letra no difieren entre si. (p < 0,05)

Figura 3.15: Medias, desvios estandar y prueba de Tukey en relacion a la variable semilla
germinada (SG) para P. chartarum.
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Variable semilla manchada

El andlisis realizado para los nueve cultivares analizados de normalidad y
homogeneidad, mostr6 heterogeneidad para la variable y cultivares testeados.

A partir del ANOVA se detectd interaccion cultivar-aislamiento (p=0.001). Se
efectud un analisis entre aislamientos dentro de cada cultivar, detectindose diferencias en
Meteoro (p<0.0001), SY 100 (p=0.0165), Klein Proteo (p=0.0017) y Klein Pantera
(p=0.0118), como puede apreciarse en la Figura 3.16 y el Anexo 4.

En el grafico 3.16 se visualiza la diferencia significativa en relacion al manchado de
semilla en los cultivares de trigo Meteoro, SY 100, Klein Proteo y Klein Pantera. El
aislamiento 1 produjo mayor manchado de semilla en SY 100, en cambio el aislamiento 2

produjo mayor manchado de semilla en Meteoro, Klein Proteo y Klein Pantera.

75,411

55,66

SM

35,911

16,16

T T T T T T T T T
Meteoro Buck Taita Buck SY 300 Buck SY 100 Buck Guapo Buck 55 CL BioINTA 1004 Klein Proteo Klein Pantera
Cultivares

Figura 3.16: Medias y desvios estandar para ambos aislamientos de P. chartarumy
cultivares de trigo para la variable semilla manchada. Referencias: rojo cepa 1, azul cepa?.

Analisis para la variable coleoptile necrosado

Se analizaron los cultivares SY 100, Buck CI 55 y Klein Proteo con ambos

aislamientos, obteniéndose normalidad y homogeneidad.
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Se detectd interaccion cultivar-aislamiento (p=0.0263). Se efectu6 un andlisis entre
aislamientos dentro de cada cultivar, detectandose diferencias s6lo en el cultivar Buck CI
55, al cual el aislamiento 2 le produjo mayor porcentaje de dafio en relacion a la variable
estudiada. Ver Figura 3.17 y Anexo 4.

Como puede observarse en la Figura 3.17, el aislamiento 1 produjo en Buck CI 55

un dafio marcadamente mayor a las semillas de trigo, en relacion al coleoptile necrosado.

30,08+
22,20
3 14,32
6,45+
-143 T . . .
Buck SY 300 Buck 55 CL Klein Proteo
Cultivar

——Cepal —M—Cepa?2

Figura 3.17: Medias y desvios estandar de la variable coleoptile necrosado para P.
chartarum en los cv. estudiados.

Analisis para la variable plantula debilitada

Este analisis excluye al testigo, a los cultivares Buck Guapo y Klein Proteo. El
ANOVA evidencia interaccion cultivar-aislamiento (p=0.0179). Sélo en los casos de los
cultivares SY 100 (p=0.0275) y Klein Pantera (p=0.0498), se ven diferencias significativas
entre los aislamientos 1 y 2 (Anexo 4 y Figura 3.18).

Como se observa en la Figura 3.18 el comportamiento de los aislamientos es
diferencial. En el caso del cultivar SY 100, el que caus6 mayor daio en relaciéon a la
variable analizada con diferencias significativas fue la aislamiento 1, y en el cultivar Klein

Pantera el aislamiento que produjo mayor porcentaje de plantula debilitada fue el 2.
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45,23+

33,38

2 21,541

9,694

-2,1

Meteoro  Buck Taita  Buck SY 300 Buck SY 100 Buck 55 CL Bio INTA 1004Klein Pantera
Cultivares

|+Cepal ——Cepa 2 |

Figura 3.18: Medias y desvios estandar de la variable plantula debilitada por P. chartarum.

3.8  Analisis de metabolitos secundarios asociados a Pithomyces chartarum

Pithomyces chartarum produjo las toxinas alternariol (AOH) y alternariol

monometil éter (AME).

Cuadro 3.22: Perfil de produccion de metabolitos secundarios (mg/kg) de P. chartarum aislado de
semillas de trigo.

Especie AOH AME  ALT ATIX' A¥IX' TEN TeA

Pithomyces chartarum 0.20 024 e eeem e e e

Referencias: AOH=alternariol; AME=alternariol monometil eter; ALT= altenueno; ATX-I=
altertoxina I; ATX-II= altertoxina II; TEN= tentoxina; TeA= acido tenuazoico
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En todas las zonas trigueras tradicionales estudiadas se corrobord la presencia de
los diferentes grupos de Alternaria en semillas de trigo de diferentes zonas agroecologicas
de Argentina. Ademads, se observo una alta incidencia en todos los grupos de especies, con

mayor relevancia del grupo de especies de Alternaria infectoria.

Tradicionalmente en Argentina la semilla se ha asociado a la presencia de
Alternaria alternata causando dafios (Sisterna & Sarandon 2005, Miravalles et al. 2008).
Nuevos aislamientos obtenidos por Perell6 et al. (2008), Perell6 & Larran (2013) mostraron
la presencia de otros grupos de especies, especialmente A. infectoria. Esto muestra que
existe en la actualidad una nueva composicion de grupos de especies de Alternaria en
Argentina que deben ser estudiados con mayor detalle por su posible potencial toxicogénico
y patogénico.

La caracterizacion molecular de los grupos de aislamientos de Alternaria (Mercado
Vergnes et al. 2006, Pavon et al. 2012b, Stenglein & Balatti, 2006) fueron coincidentes con
los resultados de estudios taxondmicos basados en la morfologia de los conidios (Simmons
2007).

La evidente homoplasia morfologica del género Alternaria (Lawrence et al. 2013)
no permitiria identificar con certeza una especie de Alternaria en particular, sino los rasgos
de un grupo de especies dada, extensivo para los aislamientos analizados en Argentina. La
técnica de PCR resulta mas rdpida y exacta para fines de caracterizcion de aislamientos,
pero necesita equipamiento y reactivos mas complejos, a diferencia de los requeridos por
las técnicas tradicionales que pueden ser realizados en cualquier laboratorio convencional.
No obstante para confirmar una especie se deberia realizar una técnica molecular
complementaria.

Dugan & Peever (2002) en su trabajo elijen un enfoque morfoldgico. Estos autores
realizan una caracterizacion de varias especies de Alternaria patdogenas en trigo y especies
afines utilizando técnicas morfoldgicas y culturales (Simmons 1992, 1995, Roberts et al.
2000) y también utilizan el medio de cultivo DRYES (Anderson & Thrane 1996). Luego
realizan un analisis estadistico generando una clave para diferenciaciéon (mediante
caracteres morfo-culturales) de las especies de Alternaria testeadas en su ensayo y

presentes en gramineas. Aclaran que para otros estudios, otras técnicas (moleculares,
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fisiologicas, datos fitopatologicos o conceptos filogenéticos de especies) podrian resultar
mas utiles.

En Argentina existen reportes previos de trabajos utilizando técnicas
convencionales para identificacion de especies de Alternaria, basadas en trabajos de
Simmons (2007, 1994, 1986, 1981). Perelld et al. (2008a) toman muestras con escudete
negro en la provincia de Buenos Aires y realizan blotter y agar test, resultando un 37% de
incidencia de Alternaria. Luego de los ensayos de identificacion tradicionales concluyen
que mayoritariamente estos hongos pertenecian al grupo de especies A. infectoria, cuando
en Argentina hasta ese momento el escudete negro se habia asociado al grupo de especies
de A. alternata. En hojas de trigo a partir de muestras sintomaticas tanto Perell6 & Sisterna
(2005) como Perelld et al. (1996) por medio de estudios morfobiométricos, llegan a
determinar A4. triticina y A. triticimaculans respectivamente. También se utilizd otro
enfoque, el uso de técnicas bioquimicas-moleculares. Perello et al. (2003) analizaron los
patrones isoenzimaticos de aislamientos de A. infectoria asociados a tizones foliares del
trigo. Examinaron polimorfismo en 20 aislamientos utilizando la técnica de electroforesis
de proteinas e isoenzimas y comprobaron la existencia de polimorfismos para a-esterasas,
fosfatasas y peroxidasas. Se utiliz6 esta técnica ya que es mas sencilla y economica que la
molecular.

En el caso de técnicas moleculares, Pavon et al. (2010) usa PCR para realizar una
rapida deteccion del ADN de Alternaria e identificacion de especies, basado en cebadores
con el objetivo de amplificar el gen Alt a 1. Para ello, en una primera etapa realiza una PCR
daplex con un cebador DirScAltal- Inv4Altal que detecta todas las especies de Alternaria
y con el cebador 18Sfweu- 18Srveu que detecta eucariontes. Luego en una segunda etapa,
la identificacion de los grupos de especies de Alternaria se realiza mediante una PCR semi
anidada. La especificidad de los cebadores ha sido probada tanto en cultivos del género
como de géneros afines. En este ensayo logra separar entre otras, 4. alternata, A.
tenuissima, A. arborescens y A. infectoria. Seria interesante la realizacion de un estudio
similar incluyendo A. triticina, perteneciente al grupo de especies A. infectoria, patdogena de
trigo, presente en Argentina y de interés cuarentenario para varios paises.

Lawrence et al. (2013) realizaron un estudio con un acercamiento filogenético

molecular para llegar a una resolucion sistematica. Ellos utilizaron 176 muestras de 10
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géneros y analizaron 10 /oci de ADN codificantes de proteinas. Los andlisis filogenéticos
de 5 loci mostraron 8§ distintos linajes asexuales de Alternaria. El grupo de especies de A.
infectoria fue mas cercano a otras especies con teleomorfo conocido. Ellos proponen
nuevos grupos o secciones y dejar afuera al grupo de especies de A. infectoria,
condicionados a estudios mas amplios. Esta informacion obtenida se contrapone con los
caracteres morfologicos utilizados hasta el momento para clasificacion (Simmons 2007). La
justificacion es que los 5 /loci finalmente utilizados (gpd, Alt a 1, actina, ATPasa de
membrana plasmatica y calmodulina) poseen una utilidad filogenética alta y producen una
hipotesis fuertemente sustentada con respecto a la relacion evolutiva entre Alternaria y
géneros cercanos relacionados.

Se comprobo la patogenicidad de los aislamientos de Alternaria en hojas de trigo
para los grupos de especies caracterizados hasta el presente.

En relacién a la incidencia, los aislamientos que produjeron mayor dafio en general
frente a todos los cultivares utilizados fueron el 15 perteneciente al grupo de especies 4.
arborescens y aislado de Rafaela (Region 1), el 9 perteneciente al grupo de especies A.
tenuissima y originario de La Dulce (Regioén VI) y el 7 perteneciente al grupo de especies
A. tenuissima y aislado de Manfredi (Region V Norte).

En el dendrograma de incidencia se demostrd que no existe asociacion entre grupo
de especies de Alternaria con la incidencia en hojas de trigo para los cultivares y
aislamientos utilizados. Ademas confirma que los aislamientos que producen mayor dafio
son los 7,9y 15.

La aislamiento con mayor indice de dafio en relacion a los cultivares Klein Chaja,
BioINTA 1005 y Baguette 9 fue el 2, aislado de Chacabuco (Region II Sur) perteneciente al
grupo de especies A. tenuissima. El aislamiento que presentod el mayor indice de dafo en
general frente a todos los cultivares utilizados fue el 14, aislado de Pergamino (Region 11
Norte) perteneciente al grupo de especies A. arborescens.

En cambio, el aislamiento con menor indice de dafo en los cultivares Buck SY 100
y ACA 906 fue la 35, aislada de Parana (Region III) perteneciente al grupo de especies A.
alternarta. Y frente a todos los cultivares utilizados, los aislamientos con comportamiento
similar al testigo fueron la 24, perteneciente al grupo de especies A. infectoria y aislado de

La Dulce (Region IV), el 31 perteneciente al grupo de especies A. alternata y aislado de
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Manfredi (Region V Norte) y el 36 perteneciente al grupo de especies 4. alternata y aislado
de Rafaela (Region I).

La mayoria de los trabajos existentes sobre patogénesis en trigo estudiaron los
grupos de especies de Alternaria alternata y A. infectoria (Perello & Sisterna 2005, Perello
et al. 1996, Joshi & Miedaner 2003, Chaurasia et al. 1999).

En el dendrograma presentado en resultados para indice de dafio, si bien en todos
los agrupamientos hay representantes de todos los grupos de especies, en el grupo de mayor
ID se observa mas cantidad de aislamientos de los grupos 4. tenuissima e A. infectoria.

Esto se contrapone con los resultados previos de Mercado Vergnes et al. (2006), en
los cuales se realiz6 un ensayo de patogenicidad en Bélgica, en plantas de trigo al estado de
cuarta hoja y espigazon, con 15 cultivares de trigo y 14 aislamientos de Alternaria triticina,
A. arborescens, A. alternata y A. tenuissima. Luego de 7 dias del asperjado de conidios
(20.000 con/ml), observaron la segunda y tercera hoja en el ensayo de plantas a cuarta hoja,
y la pentltima y hoja bandera en el ensayo de espigazon. Solo produjeron sintomas los
aislamientos de Alternaria triticina perteneciente al grupo de especies A. infectoria. Esto
puede ser debido a las condiciones del ensayo y a que los cultivares y aislamientos difieren
de la poblacion presente en Argentina. Seria intersante proponer en un foro internacional la
estandarizacion de las condiciones de andlisis para este patosistema a los fines
comparativos de los resultados.

En Argentina, Perelld er al. (1996) realizaron un test de patogenicidad en
invernaculo con condiciones controladas de temperatura, luz y humedad. El objetivo era
testear aislamientos de A4. triticimaculans (perteneciente al grupo A. infectoria) y completar
los postulados de Koch ante una nueva sintomatologia. Hallaron que los tres cultivares
utilizados (Buck Ombu, Buck Palenque y Buck Poncho), asperjados con la solucion de
conidios (1,5 x 10° con/ml), mostraron sintomas a partir de los tres dias después de la
inoculaciéon. Con el progreso de la enfermedad, todas las plantas de trigo inoculadas
desarrollaron sintomas idénticos a los observados a campo.

Perell6 & Sisterna (2005) a partir de hojas de trigo con sintomas colectadas en la
provincia de Buenos Aires, realizaron aislamientos, caracterizacion morfoldgica y luego

inoculacién en invernaculo en cultivares susceptibles en macollaje y encafazon. Luego de
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10 dias de asperjada la solucion de indculo (2x10° con/ml), aparecieron sintomas tipicos de
tizon foliar en las plantas inoculadas y A. triticina fue reaislada de las lesiones.

Respecto a la patogenicidad de Alternaria en semillas de trigo se demostrd que
existen aislamientos pertenecientes a todos los grupos de especies de Alternaria patdogenos
en semillas de trigo en todos los cultivares testeados, que produjeron distintos dafios.

Los aislamientos 26 y 35, ambos aisladas de Parana (Region III) pertenecientes al
grupo de especies A. infectoria y A. alternata respectivamente, junto con el aislamiento 27
aislado de Manfredi (Region V Norte) perteneciente al grupo de especies 4. infectoria
produjeron mayor porcentaje de semilla manchada.

Los resultados obtenidos concuerdan parcialmente con los de Perelld et al (2008a)
que llevaron a cabo un test de patogenicidad, tanto en blotter como en agar inoculando una
suspension conidial (2 x 10° con/ml) del grupo de especies A. infectoria. Las semillas
infectadas presentaron sintomas necroticos y las plantulas emergidas resultaron débiles y
con vigor reducido. Se observé un aumento de la incidencia del grupo de especies A.
infectoria en relacion al escudete negro, que antes estaba circunscripto a 4. alternata.

En el presente trabajo, los aislamientos que produjeron mayor porcentaje de radicula
debilitada y/o acortada tanto como coleoptile necrosado y/o acortado fueron el 21 aislado
de Chacabuco (Region II Sur) y el 23 aislado de Balcarce (Regién 1V), ambos
pertenecientes al grupo de especies 4. infectoria.

Los aislamientos 11 originario de La Dulce (Region 1V),17 aislado de Llavallol
(Region II S) y 19 aislado de Bordenave (Region V Sur) produjeron mayor porcentaje de
radicula necrosada. Todos los aislamientos pertenecen al grupo de especies 4. alternata.

Esto es coincidente con lo descripto para escudete negro, cuyo agente causal ha sido
tradicionalmente asociado a A. alternata (Andersen et al. 2002, Bhowmik 1969, Miravalles
et al. 2008, Sisterna & Sarandon 2005). Y también con los ultimos hallazgos en Argentina
de la asociacion del grupo especie Alternaria infectoria con el escudete negro por Perelld et
al. (2008a). Estos grupos no s6lo producen manchado de semilla sino también dafios en
plantulas, como radicula y coleoptile debilitados, necrosados y/o acortados, los cuales
podrian retrasar o anular la emergencia de estas plantulas, produciendo su muerte
prematura. Dugan & Lupien (2012) en un estudio realizado en Estados Unidos testeando

semillas asintomaticas y el nudo de varias gramineas incluyendo trigo, concluyeron que los
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hongos dematiaceos predominantes fueron Cladosporium y Alternaria. Dentro de este
ultimo A. infectoria fue la especie mas frecuentemente aislada de semillas. La presencia de
A. tenuissima fue comun y la de 4. alternata poco frecuente.

Los aislamientos menos virulentos fueron el 9 perteneciente al grupo de especies A.
tenuissima que fue aislado de La Dulce (Region 1V), 34 aislado de Los Hornos (Region 11
S) y 39 aislado de Balcarce (Region IV). Estos dos ultimos pertenecen al grupo de especies
A. alternata.

También de los resultados generales del dendrograma se desprende que, dentro de
los aislamientos y cultivares estudiados, predominan aislamientos de los grupos de especies
A. tenuissima y A. alternata en el grupo que produce mayor dafio a las semillas de trigo,
mientras que entre las que producen menor dafio preponderan aislamientos de los grupos de
especies A. arborescens e A. infectoria. Debemos tomar en cuenta que el dendrograma se
construye en base al promedio de todos los aislamientos en todos los cultivares. Si
observamos puntualmente, los aislamientos que produjeron mayor porcentaje de radicula
debilitada y /o acortada y coleoptile debilitado fueron del grupo de especies A. infectoria.
Los aislamientos que produjeron mayor porcentaje de semilla manchada pertenecen al
grupo de especies A. infectoria y A. alternata. En relacion al porcentaje de radicula

necrosada los mas daiiinos fueron aislamientos del grupo de especies 4. arborescens.

Se comprobd la patogenicidad de Pithomyces chartarum en semillas de trigo. P.
chartarum produjo disminucion de la germinacion en semillas, especialmente en el cultivar
Klein Pantera, y el aislamiento 1 un manchado intenso en Buck SY 100. Se observaron
plantulas debilitadas en Klein Pantera y coleoptile necrosado, siendo mas severo el dafio en
Buck 55 cuando se inocul6 el aislamiento 1, comparado con los testigos.

Los cultivares de mejor comportamiento frente a ambos aislamientos fueron Buck
Guapo y Meteoro, mientras que Klein Proteo presentd buen comportamiento al aislamiento
1.EI cultivar mas susceptible fue Buck SY 100 cuando fue inoculado con el aislamiento 1.

En relacidn con la variable semilla germinada (SG) se observé que el cultivar Klein
Pantera (83,5% SQG) difirié significativamente de Meteoro (98,5% SG), presentando una
disminucién de la germinacion. Buck SY 100 presentd el mayor porcetaje de germinacion,

99% SG. El resto de los cultivares present6 valores intermedios entre estos valores.



82

Para semilla manchada (SM) los -cultivares que presentaron diferencias
significativas para los dos aislamientos fueron Meteoro, Buck SY 100, Klein Proteo y Klein
Pantera. El aislamiento 1 produjo mayor porcentaje de SM que el aislamiento 2 en Meteoro.
En cambio para Buck SY 100, Klein Proteo y Klein Pantera el aislamiento 2 fue el que
produjo mayor manchado de semilla.

Para la variable coleoptile necrosado (CN) en el cultivar Buck 55 CL el aislamiento
1 produjo mayores sintomas que el aislamiento 2, con diferencias significativas. En cambio
sobre Buck SY 300 y Klein Proteo ambos aislamientos produjeron similar dafio sin mostrar
diferencias. El resto de los cultivares no presentaron ningiin dafio con ambos aislamientos,
excepto Klein Pantera un 5% con el aislamiento 1.

En el caso de plantula debilitada (PD) Buck SY 100 presenté un porcentaje
significativamente mayor de dafio con el aislamiento 1. En cambio Klein Pantera tuvo
significativamente mayor cantidad de plantulas debilitadas con el aislamiento 2.

Los cultivares Klein Proteo y Klein Pantera son mas susceptibles al aislamiento 2 ya
que los afecta en mayor medida en dos variables importantes para el desarrollo de la planta
de trigo (SM, CD y SM, PD respectivamente). Luego Buck SY 100 es afectado tanto por el
aislamiento 1(PD) como por el aislamiento 2 (SM).

Toéth et al. (2007) en su ensayo de patogénesis inoculando hojas de trigo con una
suspension de esporas de P. chartarum encontraron diferencias importantes en los sintomas
producidos en los diferentes cultivares utilizados. En este estudio a nivel de semilla y de
plantula se encontraron diferencias significativas no s6lo entre cultivares sino también entre

aislamientos dentro de un cultivar.

Respecto a los perfiles metabolicos analizados, todos los aislamientos seleccionados
de especies grupo Alternaria tenuissima, A. arborescens y A. alternata produjeron AOH,
AME, ALT ATX-I, ATX II, TEN y TeA y por lo expuesto no podrian usarse los perfiles
metabolicos de estos grupos como caracter quimiotaxondémico para su diferenciacion.

Alternaria tenuissima produjo las menores cantidades tanto de ATX- I y II (0,38
mg/kg y 0,13 mg/kg respectivamente). 4. arborescens produjo las menores cantidades de
AME y de TeA (0,76 mg/kg y 17,41 mg/kg). A. alternata produjo tanto los menores como
los mayores valores en las siguientes: AOH, ALT, TEN y también las mayores cantidades

de ATX-II. 4. arborescens produjo las mayores cantidades de AME, ATX-Iy TeA.
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Andersen et al. (2005) demostraron que los aislamientos de A. alternata
provenientes de India utilizados para su ensayo no produjeron TeA, pero si ALT, TEN,
ATX-I, AOH, AME, en contraposicion de los aislamientos estudiados que producen TeA.

Logrieco et al. (2009) describen al TeA como un compuesto que puede actuar tanto
como micotoxina como fitotoxina, y su produccion es predominantemente lograda por A.
alternata. También el metabolito se asocid con desdrdenes hematoldgicos en humanos.
Probablemente tenga la mayor toxicidad de todas las micotoxinas de Alternaria (Battilani et
al. 2009).

AOH, AME y las ATX son producidas principalmente por A. alternata y también
por otras especies de Alternaria, incluyendo Alternaria tenuissima (Logrieco et al. 2009).
En el presente estudio obtuvimos también estos metabolitos en el grupo de especies de A.
arborescens, presentando los valores mayores tanto en AME como en ATX-I. Las dos
primeras han sido reportados como genotdxicos, citotoxicos y cancerigenos y las
altertoxinas como mutagénicas (Logrieco op.cit.).

TEN es una fitotoxina que afecta a los cloroplastos en ciertas especies de plantas

susceptibles (Battilani et al. 2009).

Quimicamente, el grupo de especies 4. infectoria es muy diferente de otras especies
de Alternaria, produciendo metabolitos que no se encuentran en otros grupos de especies.
El grupo de especies A. infectoria produce infectopironas y novae-zelandinas y no AOH ni
TeA (Andersen et al. 2009). En el presente estudio el grupo de especies A. infectoria
produjeron ATX-I, ATX-II y TEN, los cuales no se mencionan en la bibliografia para el
grupo A. infectoria.

En Argentina, Azcarate et al. (2008) estudiaron la ocurrencia de micotoxinas de
Alternaria en trigo argentino proveniente de la region V Sur durante la cosecha 2004-2005.
AOH fue detectado con un rango de 645 a 1.388 ng/kg, AME con un rango de 566 a 7.451
ng/kg de las muestras y TEA con un rango de 1,001 a 8.814 pg/kg. AME fue la toxina
predominante, aunque el TeA fue detectado en mayores concentraciones. AOH estaba
presente en menor cantidad de muestras y en menores niveles

Patriarca et al. (2007) analizaron las micotoxinas AME, TEA y AOH a partir de
aislamientos de Alternaria. TA fue la toxina producida a mayor concentraciébn pero en

menor frecuencia, mientras la obtenciéon de AME y AOH fueron menores. El rango de TA
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producido fue de 1 a 14.782 mg/kg, el de AOH fue de 4 a 622 mg/kg y el de AME, 7 a
2.625 mg/kg.

Los valores obtenidos en el presente estudio para las micotoxinas analizadas en
comun en ambos casos son intermedios entre los hallados por Patriarca ef al. 2007 y los de
Azcarate et al. 2008. Los valores medios obtenidos en este estudio fueron 10, 94 mg/kg de
AOH, 5,08 mg/kg para AME y en el caso de TeA, 39,81 mg/kg. Azcarate et al. (2008)
obtienen valores menores que los obtenidos en esta tesis y Patriarca et al. (2007) valores
altamente mayores.

En relacion al aislamiento de la especie grupo Alternaria infectoria, produjo ATX-
I, ATX- II y TEN. Internacionalmente se ha reportado que las especies grupo de A.
infectoria producen infectopironas (Larsen et al. 2003) y novae-zelandinas. Estas no han
sido detectadas en ninguna otra especie de Alternaria, aunque si se detectaron en otros
géneros fungicos como Phoma, Stemphylium y Ulocladium. Ninguna de las especies del
grupo A. infectoria produjo alternariol o acido tenuazénico, que son los comunes en otras
especies de Alternaria de esporas pequefias, o alternosolanoles, que son comunes en las
especies de Alternaria de esporas grandes (Andersen et al. 2009). Esta tesis reporta la
ocurrencia de altertoxinas I y II y tentoxinas producidas por el grupo de especies Alternaria
infectoria, lo que podria evidenciar un nuevo perfil metabolico del grupo, al menos en
Argentina, que deber ser corroborado con futuros estudios. Este grupo de especies podria
ser diferenciado por su perfil metabdlico de los grupos de especies de Alternaria

tenuissima, A. arborescens y A. alternata.

En relacion de los metabolitos secundarios asociados a Pithomyces chartarum se
obtuvo produccion de AOH y AME en pequeiias cantidades. Dada la implicancia de estos
compuestos, ya que se ha comprobado su efecto como genotdxicos y citotoxicos, este
hallazgo es de gran valor. Ademas, los estudios realizados en Argentina por Licoff et al.
(2008) y por di Menna et al. (1970, 2009), Kellerman et al. (1980), Lima et al. (2012),
Russomano et al. (2003) en otros paises, s6lo mencionan a la esporidesmina como Unico
metabolito secundario y asociado a dafios en ganado.

Muchos investigadores acuerdan en la actualidad en lograr un enfoque polifacético
para la caracterizacion de especies fungicas (Andersen et al. 2009, Da Cruz Cabral et al.,

2014, Polizotto et al. 2012). La combinacion de los métodos morfoldgicos, moleculares y
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quimicos es hasta el presente la mejor propuesta hallada para abordar la dificil problematica

de la identificacion y caracterizacion de este grupo de hongos.



Capitulo 5
CONCLUSIONES
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v El complejo de especies de Alternaria asociado al trigo (grupos de especies A.
arborescens, A. tenuissima, A. infectoria y A. alternata) se encuentra ampliamente

distribuido en las diferentes regiones ecologicas trigueras de Argentina.

v Los caracteres morfoldgicos utilizados de manera aislada son insuficientes para

una caracterizacion adecuada y certera de las especies estudiadas de Alternaria.

4 Todos los grupos de especies de Alternaria estudiados, contienen
representantes patdogenos que produjeron diversas alteraciones tanto en semilla como en

hoja de las plantas de trigo.

4 El grupo de especies A. infectoria produjo altertoxina I y II y tentoxina

(metabolitos secundarios) no reportados hasta la fecha en la bibliografia especifica.

4 Pithomyces chartarum es patogeno de trigo y produjo alteraciones en semillas.

v Pithomyces chartarum produjo alternariol y alternariol monometil éter
(metabolitos secundarios) iguales a los que produce Alternaria, no informados hasta la

fecha en la bibliografia especifica.
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Apéndice 1
Preparacion de medios de cultivo utilizados

Agar papa zanahoria (APZ)

APZ
Ingrediente Cantidad
zanahoria 20g
papa blanca 20g
agar 20g
agua destilada 11

Cortar la papa y la zanahoria en trozos pequenos. Colocarlos en un recipiente con
100 ml de agua destilada y llevar a ebullicion durante 15 minutos. Filtrar a través de
muselina ejerciendo presion sobre los vegetales cocidos para permitir el paso de pequefias
cantidades de los mismos. Colectar el liquido y descartar los trozos vegetales que
permanecieron en la muselina. Agregar agua destilada hasta alcanzar 1 litro. Afadir el agar
y mezclar. Calentar hasta ebullicion con agitacion. Esterilizar en autoclave a 121°C durante

15 minutos.

Agar papa glucosado (APG)
Segun instrucciones del fabricante. Medio de cultivo utilizado: marca Britania.

www.britanialab.com.

APG
Ingrediente Cantidad
papa deshidratada 4¢g
glucosa 20g
agar I5¢
agua destilada 11

Disolver 39 g del polvo en un litro de agua destilada. Dejar reposar 5 minutos.

Calentar hasta ebullicion con agitacion continua. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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Dicloran Rosa de bengala sacarosa y extracto de levadura (DRYES)

DRYES
Ingrediente Cantidad

Extracto de levadura 20g
Sacarosa 150 g
Dicloran (0.2% en etanol) I ml
Rosa de bengala (5% sc., p/v) 0,5 ml
Cloranfenicol 0,1g
agar 20g
agua destilada 11

Disolver los ingredientes s6lidos en el agua destilada, luego agregar los ingredientes

liquidos. Calentar hasta ebullicion con agitacion. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Agar extracto de levadura sacarosa (YES)

YES
Ingrediente Cantidad
Extracto de levadura 20g
Sacarosa 150¢g
MgS04.7H20 0.5g
agar 20g
agua destilada 11

Disolver los ingredientes solidos en el agua destilada. Calentar hasta ebullicién con

agitacion. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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Apéndice 2
Protocolo de extraccion y purificacion de ADN

PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit. Marca: Invitrogen™
Protocolo de Purificacion para usuarios experimentados(Se adjunta protocolo original en
inglés en la siguiente pagina).
Fuente: Invitrogen
Introduccién
Esta hoja répida de referencia para el protocolo de purificacion de PCR esta incluida para
usuarios experimentados del PureLink Quick Gel de extraccion y el Kit Combo de
purificaciéon de PCR. Si es un usuario principiante, siga el protocolo detallado provisto en
la pagina 15 de este manual.
El procedimiento de purificacion fue disefiado para purificar hasta 40 pg de ADN doble
cadena en un tiempo total de 10-12 minutos usando una microcentrifuga capaz de
centrifugar a mas de 10.000 g.
Protocolo de Purificacion

1. Agregar 4 volumenes del Buffer de union (Binding Buffer, B2) a 1 volumen del

producto de la PCR (50-100 ul). Mezclar bien.

2. Agregar una muestra del paso 1 a la columna de centrifugado y limpieza Purelink
(Purelink Clean-up Spin Column) en un tubo de lavado.
Centrifugar la columna a 10.000 g durante 1 minuto. Descartar el liquido resultante.
Lavar la columna con 650 pl del buffer de lavado con etanol.

Centrifugar la columna a 10.000 g durante 1 minuto. Descartar el liquido resultante.

A

Centrifugar la columna a la velocidad méxima durante 2-3 minutos para remover
todo resto de buffer de lavado residual.

7. Colocar la columna en un tubo de elucioén limpio de 1,7 ml.

8. Agregar 50 ul del Buffer de Elucion (E1) en el centro de la columna.

9. Incubar la columna a temperatura ambiente durante 1 minuto.

10. Centrifugar la columna a la velocidad méxima por 1 minuto.

11. El tubo de elucién contiente su producto de PCR purificado. Descartar la columna.
12. Almacenar el producto de PCR purificado a -20°C o usarlo para la siguiente

aplicacion deseada.



PCR Purification Experienced Users Procedure

Introduction

This quick reference shaet for the PCR purificatbon proboool is
incheded for experienced users of the PurcLink™ Cuick Gel
Extraction and PCR Purification Cormbso Kit 1f vou are a first
tirme user, follow the detatled pratecod provided in this manual
on page 15,

The purification procedure is designed for purifying up to

20 gy EsTHNA imoa total fimne of 10<12 mimabes wsing a
microcentrifuge capable of centrifuging >10,000 = &
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Add 4 volurmes of Binding Buffer (B2) to 1 voelume of PCR
prochset {S0-100 ul). Mix well.

Add sample from Sep 1 toa PureLink™ Clean-up Spin
Column in a Wash Tubse.

'l:L'-nI'ril"uE-L' thie column at TN = E for | mianate. Thscard
the flow-throgh.

Wash the columm with $50 pl of Wash Buffer with
etharol.

'l:L'-nl'riFuE-n thie column at 100N = E for | mirate. Thscard
thi flovwe-throuzh.

Centrifuge the column at maximum speed for
1-5 minutes fo remove any residual Wash Buffer.

Flace the Spin Columm ke a clean 1.7 m] Elution Tulse,
Add 50 p! Elution Buffer (E1} to the center of the colummn.
Incubate the column at roem temperature for 1 minute,
Centrifuge the column at maximum spesd for T minute,

- The elution tube sontiins your purified PCE praduct.

Discard the columin.

Slowe the purified PCR product at-20°C or use PCR
praduct for the desired dwnstream application.
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Apéndice 3
Secuencias nucleotidicas e identificacion en Genebank
LOCUS JX454532 627 bp DNA linear PLN 21-SEP-2012

DEFINITION Lewia infectoria strain 63 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
nternal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION JX454532

VERSION  JX454532 GI1:406367457
KEYWORDS

SOURCE  Lewia infectoria
ORGANISM Lewia infectoria

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; Dothideomycetes;
Pleosporomycetidae; Pleosporales; Pleosporineae; Pleosporaceae; Lewia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 627)
AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.

TITLE  Alternaria species-groups on wheat in Argentina, identity, pathogenicity and
toxins involved

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 627)
AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.
TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (01-AUG-2012) BIOLAB-Azul, Faculatd de Agronomia-
UNCPBA, Avenida Republica de Italia 780, Azul, Buenos Aires 7300, Argentina

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..627

/organism="Lewia infectoria"
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/mol_type="genomic DNA"
/strain="63"
/isolation_source="wheat grain"
/db_xref="taxon:45303"
/country="Argentina"

misc RNA <1.>627

/note="contains 18S ribosomal RNA, internal transcribedspacer 1, 5.8S ribosomal RNA,
internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNA"

BASE COUNT 145a 166c¢c 159g 157t
ORIGIN

|1 ggaagtaaaa gtcgtaacaa ggtctccgta ggtgaacctg cggagggatce attacacaat
61 aacaaggcgg getggacacc ccecegetggg cactgcttca cggegtgege ggeggggeeg
121 gccectgcetga attattcace cgtgtetttt gegtacttet tgtttcctgg gtgggctege
181 ccgcecectecag gaccaaccac aaaccttttg caatagcaat cagegtcagt aacaacgtaa
241 ttaattacaa ctttcaacaa cggatctctt ggttctggea tcgatgaaga acgecagegaa
301 atgcgatacg tagtgtgaat tgcagaattc agtgaatcat cgaatctttg aacgcacatt
361 gcgcecctttg gtattccaaa gggceatgect gttcgagegt catttgtace ctcaagettt
421 gcttggtgtt gggcgtcttt tgtctccagt tcgetggaga ctegecttaa agtcattgge
481 agccggecta ctggtttcgg agegeageac aagtegegcet ctttgecage caaggtcage
541 gtccagcaag cctttttttc aacctttgac ctcggatcag gtagggatac ccgetgaact
601 taagcatatc aataagcgga ggcacaa

//



107

LOCUS JX454533 588 bp DNA linear PLN 21-SEP-2012

DEFINITION  Alternaria arborescens strain 42 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION JX454533

VERSION  JX454533 GI:406367458

KEYWORDS.

SOURCE  Alternaria arborescens

ORGANISM Alternaria arborescens

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; Dothideomycetes;
Pleosporomycetidae; Pleosporales; Pleosporineae; Pleosporaceae; mitosporic
Pleosporaceae; Alternaria.

REFERENCE 1 (bases 1 to 588)

AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.

TITLE  Alternaria species-groups on wheat in Argentina, identity, pathogenicity and
toxins involved

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 588)
AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.
TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (01-AUG-2012) BIOLAB-Azul, Faculatd de Agronomia-
UNCPBA, Avenida Republica de Italia 780, Azul, Buenos Aires 7300, Argentina

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..588
/organism="Alternaria arborescens"
/mol_type="genomic DNA"

/strain="42"
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/isolation_source="wheat grain"
/db_xref="taxon:156630"
/country="Argentina"

misc RNA <1..>588

/note="contains 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA,
internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNA"

BASE COUNT 150a 135c¢ 135g 168t
ORIGIN

| tcatagagga agtaaaagtc gtaacaaggt ctccgtaggt gaacctgegg agggatcatt
61 acacaaatat gaaggcgggc tggaacctct cggggttaca gecttgetga attattcace
121 cttgtctttt gegtacttet tgtttccttg gtgggticge ccaccactag gacaaacata
181 aaccttttgt aattgcaatc agcgtcagta acaaattaat aattacaact ttcaacaacg
241 gatctcttgg ttctggceate gatgaagaac gecagegaaat gecgataagta gtgtgaattg
301 cagaattcag tgaatcatcg aatctttgaa cgcacattge gecctttggt attccaaagg
361 gcatgectgt tcgagegtea tttgtacccet caagetttge ttggtgttgg gegtettgte
421 tctagctttg ctggagactc gecttaaagt aattggcage cggectactg gtttcggage
481 gcagcacaag tcgeactctc tatcagcaaa ggtctageat ccattaagec ttttttcaac
541 ttttgacctc ggatcaggta gggatacccg ctgaacttaa gcatatca

//
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LOCUS JX454534 562 bp DNA linea PLN 21-SEP-2012

DEFINITION Alternaria alternata strain 29 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION JX454534

VERSION  JX454534 GI1:406367459

KEYWORDS

SOURCE  Alternaria alternata

ORGANISM Alternaria alternata

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; Dothideomycetes;
Pleosporomycetidae; Pleosporales; Pleosporineae; Pleosporaceae; mitosporic
Pleosporaceae; Alternaria; Alternaria alternata group.

REFERENCE 1 (bases 1 to 562)

AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.

TITLE Alternaria species-groups on wheat in Argentina, identity, pathogenicity and
toxins involved

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 562)
AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.
TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (01-AUG-2012) BIOLAB-Azul, Faculatd de Agronomia-
UNCPBA, Avenida Republica de Italia 780, Azul, Buenos Aires 7300, Argentina

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..562
/organism="Alternaria alternata"

/mol_type="genomic DNA"
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/strain="29"
/isolation_source="wheat grain"
/db_xref="taxon:5599"
/country="Argentina"

misc_ RNA <1.>562

/note="contains 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA,
internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNA"

BASE COUNT 140a 131c¢ 127g 164t
ORIGIN

1 tccgtaggtg aacctgegga gggatcatta cacaaatatg aaggeggget ggaacctctc
.61 ggggttacag ccttgetgaa ttattcacce ttgtettttg cgtacttett gtttecttgg
121 tgggttcgee caccactagg acaaacataa accttttgta attgcaatca gegtcagtaa
181 caaattaata attacaactt tcaacaacgg atctcttggt tctggcatcg atgaagaacg
241 cagcgaaatg cgataagtag tgtgaattgc agaattcagt gaatcatcga atctttgaac
301 gcacattgeg ccctttggta ttccaaaggg catgectgtt cgagegteat ttgtacccte
361 aagctttgct tggtgttggg cgtettgtct ctagetttge tggagacteg ccttaaagta
421 attggcagee ggectactgg tttcggageg cageacaagt cgeactetct atcagcaaag
481 gtctagcatc cattaagcct ttttttcaac ttttgaccte ggatcaggta gggataceeg
541 ctgaacttaa gcatatcaat aa

//
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LOCUS JX454535 597 bp DNA linear PLN 21-SEP-2012

DEFINITION Alternaria tenuissima strain 33 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION JX454535

VERSION  JX454535 GI:406367460

KEYWORDS.

SOURCE  Alternaria tenuissima

ORGANISM Alternaria tenuissima

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; Dothideomycetes;
Pleosporomycetidae; Pleosporales; Pleosporineae; Pleosporaceae; mitosporic
Pleosporaceae; Alternaria.

REFERENCE 1 (bases 1 to 597)

AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.

TITLE Alternaria species-groups on wheat in Argentina, identity, pathogenicity and
toxins involved

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 597)
AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.
TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (01-AUG-2012) BIOLAB-Azul, Faculatd de Agronomia-
UNCPBA, Avenida Republica de Italia 780, Azul, Buenos Aires 7300, Argentina

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..597
/organism="Alternaria tenuissima"

/mol_type="genomic DNA"
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/strain="33"
/isolation_source="wheat grain"
/db_xref="taxon:119927"
/country="Argentina"

misc_ RNA <1.>597

/note="contains 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA,
internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNA"

BASE COUNT 153a 135c¢c 139g 170t
ORIGIN
|1 ggaagtaaaa gtcgtaacaa ggtctccgta ggtgaacctg cggagggatce attacacaaa
61 tatgaaggceg ggctggaacc tetcggggtt acagecttge tgaattatte accettgtet
121 tttgegtact tettgtttee ttggtgggtt cgeccaccac taggacaaac ataaaccttt
181 tgtaattgca atcagcgtca gtaacaaatt aataattaca actttcaaca acggatctct
241 tggttctgge atcgatgaag aacgcagega aatgegataa gtagtgtgaa ttgcagaatt
301 cagtgaatca tcgaatcttt gaacgcacat tgegeccttt ggtattccaa agggeatgec
361 tgttcgagceg teatttgtac cctcaagett tgcttggtgt tgggegtctt gtetctaget
421 ttgetggaga ctegecttaa agtaattgge ageeggecta ctggtttcgg agegeageac
481 aagtcgcact ctctatcage aaaggtctag catccattaa gecttttttt caacttttga

541 ccteggatca ggtagggata cccgetgaac ttaagceatat caattaageg tgaggaa
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LOCUS JX442978 600 bp DNA linear PLN 08-OCT-2012

DEFINITION Leptosphaerulina chartarum strain 17 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence.
ACCESSION JX442978

VERSION JX442978.1 GI:407912071

KEYWORDS .

SOURCE Pithomyces chartarum

ORGANISM Pithomyces chartarum

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; Dothideomycetes;
Pleosporomycetidae; Pleosporales; Pleosporineae; Pleosporaceae; Pithomyces.
REFERENCE 1 (bases 1 to 600)

AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.

TITLE Pithomyces chartarum causing leaf spot and black point on wheat: first report in
Argentina

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 600)

AUTHORS Stenglein,S. and Perello,A.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (31-JUL-2012) BIOLAB Azul, Facultad de Agronomia de Azul-
UNCPBA, Av Republica de Italia 780, Azul, Buenos Aires 7300, Argentina

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..600 /organism="Pithomyces chartarum"

/mol_type="genomic DNA"

/strain="17"

/db_xref="taxon:1547544" misc RNA <1..>600

/note="contains 18S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA,
internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNA"

ORIGIN

..1 gtcgtaacaa ggtttccgta ggtgaacctg cggaaggatc attaaccttt caaatcaggg

61 tgcggegegg cccccgagga geggaaacaa teettgggag gtatgeggeg gettcgagee

121 ccccatttac gcacgcacga ctgecatect tactttacga geaccttetg ttcteccteg

181 gcggggcaac ctgecgttgg aaccgaataa actcetttttg catctageat tacctgttcce

241 gaaacaaaca atcgttacaa ctttcaacaa tggatctctt ggctctggea tcgatgaaga

301 acgcagcgaa atgcgataag tagtgtgaat tgcagaattc agtgaatcat cgaatctttg

361 aacgcacatt gcgeccecteg gtattccgtg gggcatgect gttcgagegt catctacace

421 ctcaagctct gettggtgtt gggegtetgt cecegectecg cgegtggact cgecccaaat

481 tcattggcag cggtecttge ctectetege geageacatt gegetteteg aggggctacg

541 gctcgegtee aacaagceaca tttaccgtct ttgacctcgg atcaggtagg gatacceget
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Apéndice 4
Analisis estadisticos complementarios para Pithomyces chartarum

Cuadro 1: Test tipo 3 de efectos fijos para semilla germinado (SG)
Tests de tipo 3 de efectos fijos SG
Num Den F

Efecto DF DF Valor 17 F
Cultivar 5 36 6,39 0,0002
Aislamiento 1 36 0,89 0,3511

Cultivar*Aislamiento 5 36 0,62 0,6838

Cuadro 2. Diferencia de medias de minimos cuadrados para semilla germinada (SG).

Diferencias de medias de minimos cuadrados SG

Efecto  Cultivar Cultivar Estimador  Error DF Valort Pr>|t| Ajuste Adj P
estandar

Cultivar 1 3 0,02 0,01636 36 1,22 0,2295 Tukey- 0,8231
Kramer

Cultivar 1 5 0,07 0,03649 36 1,92 0,063 Tukey- 0,4079
Kramer

Cultivar 1 6 0,1138 0,06795 36 1,67  0,1028 Tukey- 0,557
Kramer

Cultivar 1 7 0,0375 0,02079 36 1,8 0,0797 Tukey- 0,4763
Kramer

Cultivar 1 9 0,1513  0,0292 36 5,18 <0001  Tukey- 0,0001
Kramer

Cultivar 3 5 0,05 0,03787 36 1,32 0,1951 Tukey- 0,7721
Kramer

Cultivar 3 6 0,09375  0,0687 36 1,36  0,1809 Tukey- 0,7472
Kramer

Cultivar 3 7 0,0175 0,02314 36 0,76  0,4544 Tukey- 0,973
Kramer

Cultivar 3 9 0,1313 0,03091 36 4,25  0,0001 Tukey- 0,0019
Kramer

Cultivar 5 6 0,04375 0,07605 36 0,58  0,5687 Tukey- 0,9921
Kramer

Cultivar 5 7 -0,0325 0,03999 36 -0,81 0,4217 Tukey- 0,9633
Kramer

Cultivar 5 9 0,08125 0,04494 36 1,81 0,0789 Tukey- 0,4735
Kramer

Cultivar 6 7 -0,07625 0,06989 36 -1,09  0,2825 Tukey- 0,8818
Kramer

Cultivar 6 9 0,0375 0,07284 36 0,51 0,6098 Tukey- 0,9953
Kramer

Cultivar 7 9 0,1138 0,03347 36 34  0,0017 Tukey- 0,0191

Kramer
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Cuadro 3. Test tipo 3 de efectos fijos para semilla manchada (SM).
Tests de tipo 3 de efectos fijos SM
Num Den F

Efecto DF DF Valor ' F
Cultivar 8 54 20,52 <.0001
Aislamiento 1 54 0,33 0,5694

Cultivar*Aislamiento 8 54 3,94 0,001

Cuadro 4. Comparaciones de las dos aislamientos para cada cultivar, variable semilla manchada

(SM).
Comparaciones de las dos aislamientos dentro de cada cultivar
SM
Num Den F-

Efecto Cultivar DF DF Valor Pr>F
Cultivar*Aislamiento 1 1 54 78,82 <.0001
Cultivar*Aislamiento 2 1 54 0,07 0,7881
Cultivar*Aislamiento 3 1 54 0,52 0,474
Cultivar*Aislamiento 4 1 54 6,13  0,0165
Cultivar*Aislamiento 5 1 54 1,32 0,2564
Cultivar*Aislamiento 6 1 54 0,29 0,5932
Cultivar*Aislamiento 7 1 54 0,01 0,9232
Cultivar*Aislamiento 8 1 54 10,95 0,0017
Cultivar*Aislamiento 9 1 54 6,79 0,0118

Cuadro 5. Analisis de varianza para coleoptile necrosado (CN).
Analisis de la varianza CN
Variable N R? R? Aj Cv
CN 24 0,51 0,38 120,40

Cuadro 6. Analisis de varianza (SC Tipo III) para coleoptile necrosado.
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I) CN

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,12 5 0,02 3,77 0,0165

Cultivar 0,03 2 0,02 2,51 0,1089

Aislamiento 0,03 1 0,03 4,83 0,0412

Cultivar*Aislamiento 0,06 2 0,03 4,49 0,0263
Error 0,12 18 0,01

Total 0,24 23




Cuadro 7. Analisis de varianza para plantula debilitada (PD).

Analisis de la varianza
Variable N R? R2 Aj 0%
PD 56 0,66 0,56 52,49

Cuadro 8. Analisis de varianza (SC Tipo III) para plantula debilitada (PD).

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I) PD

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,53 13 0,04 6,30 <0,0001
Cultivar 0,42 6 0,07 10,70 <0,0001
Aislamiento 1,1E-03 1 1,1E-03 0,17 0,6803
Cultivar*Aislamiento 0,11 6 0,02 2,92 0,0179
Error 0,27 42 0,01
Total 0,80 55

Cuadro 9. Andlisis de varianza para plantula debilitada (PD).
Tests de tipo 3 de efectos fijos PD

Efecto Num DF Den DF  F-Valor Pr>F
Cultivar 6 42 10,7 <.0001
Aislamiento 1 42 0,17 0,6803
Cultivar*Aislamiento 6 42 2,92 0,0179

Cuadro 10. Test de secciones de efecto para plantula debilitada (PD).

Tests de secciones de efecto PD

Efecto Cultivar Num DF Den DF F-Valor Pr>F
Cultivar* Aislamiento 1 1 42 0,19 0,6628
Cultivar* Aislamiento 2 1 42 0,56 0,4595
Cultivar* Aislamiento 3 1 42 3,57 0,0659
Cultivar* Aislamiento 4 1 42 5,21 0,0275
Cultivar* Aislamiento 6 1 42 3.9 0,0547
Cultivar* Aislamiento 7 1 42 0,19 0,6628
Cultivar* Aislamiento 9 1 42 4,08 0,0498
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