UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

Trabajo de tesis doctoral

Caracterizacion de aislamientos de Fusarium graminearum
v su relacion con el deterioro de granos de trigo infectados

Lic. Leonel Maximiliano Ortega
Tesista

Dra. Teresa Maria Alconada Magliano
Directora

Dra. Andrea Luciana Astoreca
Codirectora

2017



\

‘N A "L . 1 i &
TESIS DOCTORAL

& ' Caracterizacion de aislamientos de @&}
Fusarium graminearum '
y su relacién con el deterioro
de granos de trigo infectados



Resumen

La Fusariosis de la espiga de trigo o Fusarium Head Blight en trigo es una
enfermedad severa a nivel mundial, en Argentina al menos 20 epidemias de
variable intensidad se han registrado en los ultimos 50 afos. Fusarium
graminearum sensu stricto es el principal agente etiologico de la enfermedad para
esta region. Como resultado de la infeccién, los granos de trigo ven modificada
tanto su composicion quimica como sus propiedades fisicas con la consiguiente
alteracion de caracteristicas de calidad en los productos de panificacion. Los danos
ocasionados por la infeccidon se agravan por la presencia de micotoxinas, las cuales
son perjudiciales tanto para la salud humana como animal. La constitucion fisica de
los granos se relaciona con su textura y dureza, y su composicién quimica, define el
valor nutricional y las propiedades tecnoldgicas de las harinas. Los mercados son
cada vez mas exigentes y se interesan por el contenido de proteinas, aminoacidos,
almidon, aceites, lipidos y demas componentes, y paulatinamente se reduce la
tolerancia a sustancias contaminantes y/o micotoxinas.

Dentro de los principales criterios para la determinacion de la calidad de los
granos se encuentran: el contenido y constitucién de las proteinas, variables de
rendimiento como ser la pérdida de peso en los granos por espiga y el peso de mil
granos, y presencia de micotoxinas.

La calidad el gluten de las harinas de trigo depende de la constitucion
genética de la planta asi como de diversos factores ambientales e interacciones con
microorganismos. La variacion alélica en las fracciones de gluteninas de alto peso
molecular (HMW-GS) esta directamente relacionada con las propiedades fisicas de
la masa elaborada a partir de estas harinas. La micotoxina deoxinivalenol (DON) es
la que se relaciona en primer término con la enfermedad, por lo cual se la considera
una toxina indicadora de infeccion.

Esta Tesis Doctoral aporta conocimientos relacionados con la diversidad
genética de la especie Fusarium graminearum y el dafo producido en granos de
trigo, en cuanto a cambios composicionales y presencia de toxinas, en relacion a

cambios de calidad.
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CAPITULO I
Introduccmn |




Introduccion

1 - Cultivo de trigo y zonas productoras argentinas

El trigo (Triticum aestivum) es uno de los tres cultivos mas extendidos en el
mundo, junto al maiz y el arroz, y el mas ampliamente consumido por el hombre en
la civilizacion occidental desde la Antigledad. El origen del actual trigo cultivado se
encuentra en la region asiatica comprendida entre los rios Tigris y Eufrates, en la
zona mesopotamica. Desde Oriente Medio el cultivo del trigo se difundié hacia todo
el mundo. Las colonizaciones anglosajona y espafola fueron las responsables de
introducir el cultivo en América, donde se expandié por las grandes llanuras del
norte (cuenca del Missisipi-Missouri, Grandes Llanos), del sur (Llanura Pampeana)
y en Australia, en la llanura de sudoeste australiano (Evans and Peacock 1981).

Actualmente, a nivel internacional, los principales paises productores de este
cultivo son China, Unién Europea, India, EEUU., Rusia, Europa Oriental, Canada,
Australia y Argentina, siendo los principales exportadores EEUU, Canada, Unién
Europea, Argentina y Australia. Argentina, aporta el 10% del volumen
comercializado internacionalmente, lo que representa alrededor del 60% del total de
su produccién (FAO 2015).

En nuestro pais, la produccién anual triguera se mantiene entre los 10 y 16
millones de toneladas, exceptuando casos extraordinarios como la campafia
2014/2015 donde las condiciones meteoroldgicas desfavorables produjeron una
caida brusca a alrededor de los 8 millones de toneladas (Trigo Argentino 2013).

La zona de cultivo comprende principalmente las provincias de Buenos Aires,
Cérdoba, Santa Fe, Entre Rios y La Pampa. Esta vasta zona se divide en cinco
regiones de cultivo, cada una con caracteristicas climaticas diferenciadas
(Programa Nacional de Calidad de Trigo 2004), las cuales se detallan a

continuacion:

Subregion I: Esta region comprende el norte de la provincia de Santa Fe y
parte de la provincia de Cérdoba. De clima templado calido, con una temperatura
media anual de 18°C y precipitaciones que disminuyen de este a oeste de 1000 a

800 mm, con frecuentes sequias hasta inicios de primavera y excesos de



precipitaciones en los meses de octubre o noviembre, por lo que es frecuente la

ocurrencia de defectos en la calidad del trigo.

Subregion Il (norte): Comprendida principalmente por el sur de la provincia de
Santa Fe y el este de la provincia de Cérdoba. El clima es templado humedo, con
una temperatura media anual que oscila entre los 10 y 16°C, y las precipitaciones

disminuyen de este a oeste de 950 a 700 mm.

Subregién Il (sur): Region comprendida en el norte y centro de la provincia de
Buenos Aires, el clima es templado humedo, con precipitaciones que disminuyen de
noreste a sudoeste de 900 a 700 mm y temperaturas medias anuales entre 15°C y

17°C con un mayor riesgo de heladas tardias que la subregion Il norte.

Subregién llI: Esta region esta comprendida por la provincia de Entre Rios.
Posee un clima templado calido y humedo, una temperatura media anual de 20°C y
precipitaciones anuales abundantes pero con mala distribucion, presentando

sequias invernales y a veces excesos en primavera.

Subregion 1V: Esta region comprendida en el sur este de la provincia de
Buenos Aires, posee la media de produccién mas alta. El clima es templado a
templado frio, con una temperatura media anual alrededor de 13-14°C. Los
inviernos suelen ser largos y frios y los veranos frescos y humedos. En la zona
atlantica el riesgo de heladas tardias se ve reducido por la accion moderadora del
mar, pero con mas probabilidades de lluvias en la época de madurez fisiolégica del

grano.

Subregioén V (norte): Comprendido principalmente por la provincia de Cdérdoba
y el norte de San Luis, el clima es continental semiarido con temperaturas
invernales de 10 a 13°C. Las precipitaciones disminuyen de 700 a 600 mm de este
a oeste con distribucién estacional, por o que son habituales los inviernos secos.
La presencia en la region de vientos desecantes (zonda) también es un factor que

produce alteraciones en la produccion.

Subregién V (sur): Esta region se encuentra comprendida en la provincia de

La Pampa y el sur de la provincia de San Luis. El clima es continental, con inviernos



frios y secos. Es la region mas fria y seca, con temperaturas medias de 14°C y
precipitaciones que disminuyen hasta los 500 mm (concentradas en primavera y

otofio).
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Figura 1.1: Mapa de las regiones trigueras de Argentina. El

sombreado representa las zonas productoras.

2 - Morfologia del trigo

El trigo pertenece a la familia de las gramineas o poaceas (Poaceae), plantas
generalmente herbaceas perteneciente al orden Poales de las monocotileddneas.

La planta de trigo posee una altura entre 0,7 a 1,2 m, con una raiz fasciculada (o
raiz en cabellera), las cuales alcanzan en su mayoria una profundidad de 25 cm, y



un unico tallo principal con tipicamente 2-3 macollos por planta. Las hojas de trigo
se forman en cada nodo e incluyen una vaina de la hoja que envuelve el tallo y la
hoja. Poseen auriculas pequefas, que se envuelven alrededor del tallo en el punto
donde se reune la vaina con el limbo de la hoja. La inflorescencia de las gramineas
es la espiga, compuesta por un raquis (o tallo central de entrenudos cortos), sobre
el cual van dispuestas de 20 a 30 espiguillas en forma alterna. Cada espiguilla
presenta externamente dos bracteas denominadas glumas y contiene tres a cinco
antecios dispuestos sobre una raquilla. Cada uno de los antecios se compone de
una lemma o glumela inferior, de una palea o glumela superior y de una flor.
Normalmente uno a dos antecios son estériles, generandose un maximo de dos a
tres flores fértiles en cada espiguilla. En algunos cultivares las lemmas se prolongan
en forma de arista, originandose espigas barbadas. El fruto tipico de las gramineas
es la cariopside o comunmente llamado grano. Es un fruto simple, formado a partir
de un unico carpelo, uniseminado, seco e indehiscente, en el cual el integumento y

pericarpio se han fusionado, formando una piel protectora.

Quinto antecio

(estéril) ]
Cuarto antecio Tercer antecio

(estéril)

Raquilla

Arista
—
} Palea o glumela o
Segundo supenar Primer | 3
antecio | Cariopside antecio| &
w

Lemma o
glumela inferior

Gluma

superior inferior

Figura 1.2: Esquema de una espiguilla de trigo.



3 - Estructura del grano de trigo

El tamafio del grano de trigo es muy dependiente de la variedad del mismo,
asi como de su posicion en la espiga, teniendo una longitud media de 8 mm y un
peso medio de 35 mg. En la estructura superficial, el mismo posee una parte dorsal
redondeada con un surco que atraviesa toda su parte ventral, penetrando casi
hasta el centro del grano. En el extremo superior presenta un grupo de pelos o
tricomas, denominado pincel o cepillo. Tanto el cepillo como el surco ventral
constituyen un factor a tener en cuenta a la hora de la manipulacion del grano, ya
que en los mismos es habitual que se alojen microorganismos y esporas, con un
potencial riesgo de contaminacién en el almacenado (Dimitri 1978; Tarabiono

1979). El grano de trigo puede separarse principalmente en tres fracciones:

Salvado de trigo: Constituido por las capas mas superficiales del grano,
comprendido por el pericarpio, la cubierta de la semilla, la epidermis nucelar y la
capa de aleurona. El pericarpio esta constituido por las capas mas superficiales del
grano representando el 5% del mismo. Su estructura celular esta integrada por
células intermedias, células cruzadas y células tubulares, que presentan una
disposicion cruzada, que deja mucho espacio intercelular (Mabille et al. 2001). Esta
disposicion favorece su remocion durante la molienda. La cubierta de la semilla y
epidermis nucelar constituyen las capas intermedias. La cubierta de la semilla esta
fuertemente unida a las células tubulares del pericarpio (Kugler y Godoy 1964;
Mabille et al. 2001). La capa de aleurona, es la capa exterior del endosperma y
habitualmente posee el espesor de una célula (Kugler y Godoy 1964), la cual se
elimina durante la molienda como componente del salvado (Antoine et al. 2002;
Dupont and Altembach 2003). Las células de la capa de aleurona poseen un nucleo
grande y numerosos granulos proteicos y tienen un papel fundamental en la
germinacion (Ritchie et al. 2000) siendo el integrante del salvado con mayor

actividad enzimatica (Shewry and Halford 2002).

Germen de trigo: El germen de trigo representa alrededor del 3% del grano.
Esta constituido por el eje embrionario (predecesor de la raiz y el tallo) y el escutelo
(tejido de almacenamiento). Esta fraccidn es relativamente rica en proteinas (25%),

azucares (18%, principalmente sacarosa y rafinosa) y cenizas (5%) y es la fraccion



con mayor concentracion de lipidos (16% en el eje embrionario y 32% en el

escutelo) (Kugler y Godoy 1964).

Endosperma: Esta fraccion es la que constituye la harina y es la mas
abundante en el grano. Las células que la conforman estan repletas de granulos de
almidén incluidos en una matriz proteica (Hoseney 1991; Dupont and Altenbach
2003). La resistencia que ofrece a la molienda caracteriza a los granos como duros
o blandos (Campbell et al. 2007). Si el endosperma es duro, se separa mas
facilmente del salvado, produciendo mejores rendimientos al permitir separar mas
facilmente a los contaminantes. En estos granos, el entrelazamiento entre el

almidon y las proteinas es mayor, lo que le da su resistencia a la molienda.

Salvado Endosperma

Figura 1.3: Estructura del grano de trigo

4 - Composicion del grano de trigo

El grano de trigo estd compuesto principalmente por almidén, proteinas,

minerales, vitaminas y lipidos (Matz 1999; Shewry and Halford 2002).

Almidon: El almidén esta constituido basicamente por polimeros de a-D-
glucosa. Las cadenas poliméricas crecen radialmente dado que muchos grupos
hidroxilos se atraen formando uniones de hidrogeno entre las moléculas adyacentes

de amilosa y amilopectina (Dupont and Altenbach 2003; Ao and Jane 2007). El



almidén se encuentra en forma de granulos que se forman en amiloplastos (un
granulo por cada amiloplasto). Se pueden encontrar dos tipos de granulos: los

grandes, lenticulares y los pequenos esféricos (Ao and Jane 2007).

Celulosa: En las plantas, la celulosa es el principal polisacarido estructural. Es
un polimero formado por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces B 1-4,
resultando en wuna estructura lineal, que se asocia fuertemente en una
macroestructura muy insoluble. Esta estructura le brinda resistencia a muchos

microorganismos y enzimas (Philippe 2006).

Lipidos: La composicion lipidica del grano de trigo consta de un 70% de
lipidos no polares, 20% de glicolipidos y 10% de fosfolipidos. La mayor proporcion
de los mismos se encuentra en el germen de trigo. Los presentes en el endosperma
se dividen en almidonados y no almidonados, con diferente constituciéon: 9% lipidos
no polares, 5% glicolipidos y 86% fosfolipidos para lipidos almidonados y 60%
lipidos no polares, 25% glicolipidos y 15% fosfolipidos para lipidos no almidonados
(Prabhasankar et al. 2000).

Minerales y vitaminas: Los minerales mas importantes del grano son calcio,
fésforo, hierro, magnesio y potasio (Liu et al. 2006), los cuales varian segun el
cultivar y las condiciones ambientales (Zhao et al. 2009). Los mismos se
encuentran principalmente en el pericarpio. Las vitaminas mas importantes
presentes en el grano de trigo son vitaminas del grupo B y vitamina E (Liyana-
Pathirana and Sahidi 2007).

Proteinas: El principal componente proteico en el trigo es el gluten, que
conforma las proteinas de reserva del endosperma de los granos. El mismo esta
constituido por las gliadinas y gluteninas (Gianibelli et al. 2001; Gras et al. 2001;
Dupont and Altenbach 2003). El gluten forma una red viscoelastica en el proceso de
panificacion, razén por la cual estas proteinas son responsables de la plasticidad y
elasticidad de la masa (Daniel and Triboi 2000; Larroque et al. 2000; Dupont and
Altenbach 2003; Wieser 2007).

Las proteinas del trigo se clasifican por su solubilidad de acuerdo a Osborne

(1907) en cuatro fracciones, la cuales se detallan en la Tabla 1.1.



Tabla 1.1: Clasificacion de las proteinas de trigo de acuerdo a su solubilidad.

Fraccion Solubilidad
AlbUiminas Proteinas solubles en agua

Globulinas Proteinas solubles en soluciones salinas diluidas
Gliadinas Proteinas solubles en alcohol etilico al 70 %

Gluteninas Proteinas solubles en acidos o bases diluidas

5 - Proteinas de trigo: gliadinas y gluteninas

Las proteinas que conforman las gliadinas son polipéptidos monoméricos de
aproximadamente 50 kD, mientras que las gluteninas consisten en grandes
polipéptidos asociados por puentes disulfuro con pesos moleculares que varian
entre 100.000 a millones de kD (Sapirstein and Fu 1998; Veraverbeke and Delcour
2002; Arfvidsson et al. 2004).

Las gliadinas, se clasifican en w, a, B y y de acuerdo con su movilidad en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Hamauzu et
al. 1974). Al ser hidratadas, estas proteinas desarrollan cualidades de adhesién, sin
embargo tienen poca o nula resistencia a la extension. Estas cualidades son
responsables en la masa de la viscosidad y extensibilidad, facilitando la fluidez y
expansion de la misma, contribuyendo a aumentar el volumen de la pieza del pan
(Khatkar and Schofield 2002a, b; Faergestad et al. 2004; Belton 2005).

Las gluteninas se pueden clasificar en subunidades de alto (HMW-GS) y bajo
peso molecular (LMW-GS) (D Ovidio and Masci 2004; Belton 2005). Su capacidad
de entrecruzamiento contribuye a la textura y la reologia de la masa, como a la
calidad panadera de las harinas, dado que es responsable de la elasticidad y
cohesividad de la masa (Payne et al. 1987; Shewry et al. 2001; Kamal et al. 2009).

La relacion entre estos dos grupos de proteinas y el tamafio de los polimeros
de gluteninas, a su vez son factores que afectan las propiedades reoldgicas de la
masa (MacRitchie et al. 1990; Singh and MacRitchie 2001; He et al. 2005; Kamal et
al. 2009).



LMG-GS

Figura 1.4: Perfiles proteicos de distintos cultivares de trigo en SDS-PAGE.
Tomado de Lerner y Ponzio (2003).

6 - Variacion alélica de las gluteninas de alto peso molecular

Los genes que codifican para las gluteninas de alto peso molecular estan
ubicados en tres locus distribuidos en el brazo mas largo de los cromosomas A1,
B1 y D1 (Figura 1.5), y entre todos conforman el grupo Glu-1 (Payne et al. 1987).
Cada locus tiene una variacion alélica diferente que se detalla en la Tabla 1.2
(Payne and Laurence 1983; Sutton 1991).

Tabla 1.2: Variacion alélica de los genes de gluteninas de alto peso molecular

Cromosoma Alelos

A1 1, 2%, Nulo

B1 7,20, 21, 22, 6+8, 7+8, 7+9, 13+16, 13+19,
14+15, 17+18

D1 2+10, 2+11, 2+12, 3+12, 4+12, 5+10, 2.2+12

La variacion alélica de estas subunidades esta muy relacionada con los
parametros de calidad, por lo que Payne et al. (1984, 1987) generaron un score que
asocia la variante alélica con los resultados de calidad de las pruebas de
sedimentacion en SDS (Tabla 1.3). Rogers et al. (1989) desarrollaron una

modificacion al score de Payne, debido a la pérdida de calidad panadera como

10



producto de la transgenia llamada “introgresién con centeno”. Por otro lado, en la
interacciéon genotipo — ambiente existen factores tales como la disponibilidad de
agua, nutrientes, variacién de temperatura y condiciones pre y post cosecha, que
pueden variar la calidad potencial, debido a un cambio en Ila relacion
gliadinas/gluteninas (Weegels et al. 1996; Don et al. 2006; Sapirstein et al. 2007;
Kamal et al. 2009).

1D —2 —_2

1B ==7 Glu-A1
1B —8

1D =—1 a b c

% 28 28 44

1D =2
—6 —
1B ==7 | ==7 =7 -—7 _20:12213=:‘|g=17 Glu-B1
1B ==8 —B8 —8 18 —_—22
1D =1 —9 ,
a b ¢ d e f g h i i k
% 19 25 30 18 3 R R R 4 R R
-_22

D=2 =2 =3 —4 5 =2 Glu-D1
1B =7
1B ==8

—19] 1ot rmmqy™10==10 _
1D =1 a12 b‘12 c12 d e f‘12

% 56 3 5§ 5 R R

Figura 1.5: Polimorfismo de subunidades de gluteninas de alto peso molecular —
HMW- en trigo pan.

Tabla 1.3: Puntaje de calidad del gluten de trigo para cada cromosoma.

Puntaje de Cromosoma
calidad A1 B1 D1

4 5+ 10
3 1 17+18
3 2* 7+8
3 13+ 16
2 7+9 2+12
2 3+12
1 nulo 7 4+12
1 6+8
1 20
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7 - Clasificacion de los cultivares argentinos

En Argentina, los distintos cultivares de trigo se clasifican en tres grupos
basandose en propiedades como el peso hectolitrico, proteina del grano,
rendimiento en harina, cenizas, gluten humedo, estabilidad farinografica, volumen
de pan y principalmente la fuerza panadera (W alveografico) (Miranda 2001;
Cuniberti 2003, 2004). EI Grupo | (G1) incluye trigos para panificacion industrial
(340 < W < 600); el Grupo Il (G2) trigos aptos para panificacién tradicional (240 <W
< 340), y el grupo Il (G3) trigos que pueden ser usados en panificacion directa (180
< W < 240). Cada cultivar de trigo presenta valores dentro de un rango determinado
de acuerdo a sus caracteristicas, el cual puede resultar modificado de acuerdo a la
localidad, ano de campana y a los efectos de la interaccién genotipo — ambiente,

por lo cual la clasificacién debe actualizarse constantemente.

8 - Fusariosis de la espiga de trigo

La Fusariosis de la espiga de trigo (FET) es una enfermedad fungica causada
por especies del género Fusarium que afecta a los cereales de grano pequefo
como el trigo alrededor del mundo (McMullen et al. 1997; Monds et al. 2005) La
colonizacién se inicia principalmente con el ingreso de esporas del patégeno a
través de las anteras expuestas durante la floracion (Pritsch et al. 2000). Luego de
la germinacion, las hifas se desarrollan en las superficies exteriores de flores y
glumas, permitiendo al hongo crecer hacia los estomas y otros sitios sensibles de la
inflorescencia (Bushnell et al. 2003). Luego el hongo crece inter e intracelularmente
en el ovario y bracteas, propagandose de una espiguilla a las demas a través del
raquis. La propagacion de las hifas durante las etapas posteriores de la infeccion,
es acompanada por desintegracion de los organulos de la célula huésped,
degeneracion del citoplasma y colapso de células del parénquima (Wanjiru et al.
2002). El micelio bloquea el transporte de nutrientes, provocando una reduccién en
el niumero de granos por espiga, granos mas pequefos, livianos y chuzos,
reduccion del rendimiento, peso hectolitrico, tenor proteico, poder germinativo y
vigor de las semillas (Reis y Carmona 2002). Las regiones geograficas con alta

humedad y temperatura, donde las lluvias frecuentes o rocios coinciden con el
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periodo de floracién o el periodo temprano de llenado del grano de los cultivos,
favorecen el desarrollo de esta enfermedad.

Debido a la extensa area de cultivo en Argentina, las epidemias no cubren
todas las zonas productoras. En las ultimas décadas se registraron epidemias en
diferentes regiones en los afios 1963, 1976, 1978, 1985, 1993, 2001 y 2012
llegando a provocar pérdidas de hasta el 50% del cultivo (Galich y Galich 1996,
Moschini y Fortugno 1996; Malbran et al. 2012; Alberione et al. 2016).

9 - Agentes causales de la Fusariosis de la espiga de trigo

La FET es causada por diferentes miembros del género Fusarium, grupo de
hongos imperfectos, siendo el principal agente etiolégico Fusarium graminearum
(teleomorfo: Giberella zeae, perteneciente al Phyllum Ascomycota, orden
Hypocreales, familia Hypocreaceae). En general, los miembros de este género son
saprofitos y parasitos facultativos capaces de colonizar tejidos vivos en cualquier
etapa durante el ciclo de vida del hospedante y establecerse en tejidos senescentes
o residuos de cultivos. La mayoria de las especies de Giberella son heterotalicas,
de modo que requieren de la union de dos talos compatibles para que se lleve a
cabo la reproduccion sexual (Ulloa and Hanlin 2006). Fusarium spp. se encuentra
en diversos ambientes alrededor del mundo, pudiendo ser aislados de suelo,
granos, frutos, residuos de cosecha, entre otros (Summerell et al. 2010). Las
especies de Fusarium presentan diferentes condiciones 6ptimas de crecimiento e
infeccidn, por lo tanto, las especies dominantes presentes en un cereal pueden
diferir entre estaciones y entre regiones. Sin embargo, las especies predominantes
en todo el mundo son: F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum y F. poae (Reis
y Carmona 2002). F. graminearum es la especie mas extendida en todo el mundo,
siendo predominante en regiones calidas y humedas, mientras que F. culmorum 'y
F. avenaceum son comunes en Europa y F. poae es frecuente tanto en Europa
como en América.

Las especies de Fusarium se identifican morfolégicamente de acuerdo a
caracteristicas de las colonias, como pigmentacion, tipo de micelio y esporas, entre
otras. Los medios utilizados para la identificacion morfolégica son agar hoja de
clavel (CLA) —debido a que favorece el desarrollo de conidios, clamidosporas,
peritecios y otras estructuras morfolégicas— y agar papa glucosado (PGA) —para

observar caracteristicas de las colonias— (Leslie and Summerell 2006). La
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identificacion molecular de la especie ha conllevado a su subdivision en nuevas
especies, denominadas complejo de especies F. graminearum (O’'Donnell et al.
2004).

10 - Complejo de especies Fusarium graminearum

La especie Fusarium graminearum fue dividida en 2004 en un complejo de
especies, conocido como FGSC (Fusarium graminearum species complex), que
comprende hasta la fecha 16 especies filogenéticas: F. graminearum sensu stricto,
F. austroamericanum, F. meridionale, F. boothii, F. mesoamericanum, F. acaciae-
mearnsii, F. asiaticum, F. cortaderiae, F. brasilicum, F. vorosii, F. gerlachii, F.
aethiopicum, F. ussurianum, F. louisianense, F. empalense y F. spp. (sin nombre
asignado) (O’Donnell et al. 2004, 2008; Yli-Mattila et al. 2009; Sarver et al. 2011;
Aoki et al. 2012).

Se han realizado intensas comparaciones morfolégicas de una coleccion
mundial del complejo FGSC, pero soélo seis especies y tres grupos de especies
fueron resueltos dentro del complejo F. graminearum, lo cual refleja su similar
morfologia y el solapamiento de las caracteristicas de los conidios (Aoki et al.
2012). Por dicho motivo, la diferenciacion de especies del complejo de F.
graminearum radica fundamentalmente en el empleo de métodos moleculares,
como la amplificacion de regiones conservadas y posterior secuenciacion, y el
empleo de primers especificos de especie como el Fg16N, que reconocen a F.
graminearum sensu lato, y Fg16, que generan bandas de diferentes peso molecular
para los distintos miembros del FGSC dentro de los cuales se encuentra F.

graminearum sensu stricto (Nicholson et al. 1998).

11 - Variabilidad genética de Fusarium graminearum

Poblaciones de F. graminearum han sido examinadas alrededor del mundo
mostrando una gran variabilidad genética (Gilbert et al. 2001; Carter et al. 2002;
Toth et al. 2005; Akinsanmi et al. 2008). Los marcadores moleculares han
demostrado ser de utilidad para abordar estudios polifasicos, tales como la
asociacion de genotipos con patogenicidad, toxicidad, ecologia, etc. Varias técnicas
moleculares se han utilizado para proporcionar informacién sobre su estructura

poblacional, tales como RFLP (restriction fragment length polymorphism), RAPD
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(random amplification of polymorphic DNA), ISSR (inter-simple sequence repeat) y
AFLP (amplified fragment length polymorphism) (Leslie et al. 2007).

El analisis basado en marcadores moleculares ISSR resulta ser una técnica
fiable en estudios de genética de poblacién en diversos eucariotas, incluidos los
hongos (Mishra et al. 2003). Dicha técnica consiste en la amplificacion de
secuencias de ADN repetidas entre microsatélites o SSR (simple sequence repeat)
a través del anclaje o no de los primers homoélogos SSR. Los microsatélites son
repeticiones en tandem compuestas de uno a seis nucleétidos, los cuales son
ubicuos, abundantes y altamente polimoérficos en la mayoria de los genomas
eucariotas. Las secuencias de ADN que flanquean los microsatélites son
conservadas y utilizadas para disenar primers especificos para PCR, lo cual
amplifica el locus del microsatélite y permite la deteccidon de diferentes alelos de un
locus. Los ISSR no requieren de un previo conocimiento de secuencia y generan
patrones reproducibles. En principio, este tipo de marcadores genera mas
informacion sobre polimorfismos que otras técnicas moleculares como RAPD, ya

que son marcadores codominantes y aparecen distribuidos en todo el genoma.

12 - Agresividad: componentes y evaluacion

Los términos patogenicidad y agresividad suelen ser usados de manera
indistinta, pero representan diferentes conceptos. De acuerdo con Schafer (1994) la
patogenicidad es la capacidad de un patégeno de causar una enfermedad, una
medida cualitativa, mientras que la agresividad es una medida cuantitativa de la
misma (Vanderplank 1984; Shaner et al. 1992).

La agresividad se compone de distintos rasgos cuantitativos del ciclo de vida
del patégeno, como la eficiencia de infeccién, velocidad de esporulacion, tiempo de
letargo, tamano de lesion, entre otros. Su estimacion, se realiza principalmente de
acuerdo a la severidad de la enfermedad, medida como el porcentaje de espiguillas
enfermas en una espiga. A su vez, esta variable puede relacionarse con la
eficiencia de infeccion y el tamafo de la lesion (Pariaud et al. 2009). A nivel
agronoémico, otras variables como el porcentaje de granos dafados por espiga, o
indices calculados a través de estas variables también son estimativos de la
agresividad de la enfermedad (Alberione et al. 2016).

Fusarium posee diferentes mecanismos para producir la infeccion que pueden

influir en los niveles de agresividad, como la liberacion de enzimas extracelulares
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que degradan los componentes de la pared celular, entre ellas las celulasas,
xilanasas y pectinasas. La liberacion de este tipo de enzimas en los estadios
tempranos de la enfermedad permiten el establecimiento y propagacion de la
enfermedad (Mesterhazy et al.1999; Kang and Buchenauer 2000; Wanijiru et al.
2002; Kang et al. 2005; Kikot et al. 2009). Junto a este grupo de enzimas, se
producen las proteasas que degradan, en una fase inicial de la infeccion, las
proteinas de la pared celular y posteriormente, las proteinas de reserva del grano
(Nightingale et al. 1999; Barneix 2007; Brzozowski et al. 2008). Debe considerarse,
que las condiciones fisiolégicas tanto del patdgeno como de la planta huésped son
factores determinantes en el progreso y agresividad de una enfermedad (Pariaud et
al. 2009). Por otro lado, Cumagun y Miedaner (2004) estimaron que la interaccién
del aislamiento con el ambiente representa un tercio de la variacion en la
agresividad. Las lluvias frecuentes, alta humedad y presencia de rocio durante los
periodos de floracion favorecen la infeccion y su desarrollo (Moschini et al. 2001). El
efecto de la temperatura también fue ampliamente estudiado, ya que los patégenos
poseen una temperatura 6ptima de esporulacion, germinacién y desarrollo de
lesiones (Andersen 1948; Bai and Shaner 2004).

En condiciones 6ptimas para el desarrollo de la enfermedad la respuesta de
agresividad del patdgeno suele ser elevada y homogénea, por lo cual la variabilidad
en la agresividad entre aislamientos se puede analizar mas facilimente en
condiciones sub-6ptimas (Pariaud et al. 2009). Reportes en otras enfermedades
han demostrado diferencias en agresividad en aislamientos que incluso presentan
pocas diferencias genéticas ante un marcado neutro (Carlisle et al. 2002; Mundt et
al. 2002; Milus et al. 2006). Se ha reportado alrededor del mundo una amplia
variabilidad genética no solo entre diferentes especies del FGSC, sino también
entre aislamientos de la misma especie (Carter et al. 2002; Gale et al. 2003; Zeller
et al. 2003; Suga et al. 2008). Comparado con la genética de la resistencia a la
enfermedad, la base genética de la agresividad asi como su variabilidad esta muy
poco estudiada, aunque algunos trabajos indican que la misma es poligénica (Caten
et al. 1984; Hawthorne et al. 1994). Cumagun et al. (2004) detectaron por lo menos

dos QTL (locus de rasgos cuantitativos) para la agresividad.
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13 - Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios perjudiciales para la salud tanto
animal como humana, las cuales toman relevancia dado las frecuentes epidemias
producidas por Fusarium spp sobre los cereales. Las principales micotoxinas
producidas por miembros del género Fusarium son tricotecenos, sesquiterpenos
triciclicos que contienen un doble enlace entre los carbonos 9 y 10 y un anillo
12,13-epodxido. Los tricotecenos se pueden dividir en miembros del grupo A, (no
tienen un grupo carbonilo en la posicion del C-8), al que pertenecen el
diacetoxiscirpenol (DAS) y la toxina T-2, y los miembros del grupo B, (que tienen un
grupo carbonilo en el C-8), al que pertenecen el nivalenol (NIV) y deoxinivalenol
(DON) y sus derivados acetilados 4-acetilnivalenol (4-ANIV), 3-acetildeoxinivalenol
(3-ADON) y 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON). Las especies del complejo F.
graminearum tienen el potencial de producir tres diferentes quimiotipos: 15-ADON
(con producciéon de DON y 15-ADON), 3-ADON (con produccion de DON y 3-
ADON), y NIV (Desjardins 2006).

Los tricotecenos se unen a los ribosomas eucarioticos inhibiendo la sintesis
de proteinas al mismo tiempo que producen estrés oxidativo debido a la generacion
de radicales libres (Norred et al. 1996). Los sintomas mas comunes en humanos y
animales incluyen lesiones en la mucosa del tracto gastrointestinal, resultando en
hemorragias y toxicidades hematoldgicas, vomitos y rechazo del alimento, y en
casos crénicos anorexia, reduccidon de la ganancia de peso, cambios
neuroendocrinos y dafios inmunoldgicos (Larsen et al. 2004; Pestka and Smolinski
2005; Pestka 2007). Ademas, los tricotecenos tienen varios efectos fitotdxicos en
una amplia variedad de plantas, tejidos de plantas y lineas celulares, provocando
marchitez, clorosis, necrosis, entre otros (Desjardins 2006). Las micotoxinas son
estables luego de procesos de elaboracién de alimentos y bebidas vy, por lo tanto,
es posible encontrarlas también en los productos procesados (Lauren and Smith
2001).

El DON es la principal micotoxina regulada por la legislacion internacional
para la comercializacién de granos de trigo y derivados, habiéndose establecido
limites maximos para cada tipo de alimento. Actualmente, en Argentina no existe
una regulacion nacional de los niveles maximos permitidos para esta micotoxina

para consumo interno, sin embargo, la industria triguera de exportacion se rige por
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los limites establecidos por la Unién Europea, que determinaron el contenido

maximo de DON en 2 pg/g para granos enteros (FAO 2003).

14 - Distribucion geografica de las especies del complejo Fusarium

graminearum y quimiotipos

Mientras que algunas especies del complejo FGSC comprenden soélo un
quimiotipo, como F. meridionale, otras pueden contener dos 0 mas quimiotipos
diferentes dependiendo del origen geografico de la poblacion. Por otra parte, pese a
que las especies del complejo FGSC presentan diferente origen geografico y su
distribucion varia alrededor del mundo, ciertas especies se encuentran relacionadas
con determinados hospedantes, por ejemplo, F. asiaticum en arroz, F. boothii y F.
meridionale en maiz y F. graminearum s.s. en trigo, cebada y maiz (van der Lee et
al. 2015).

Diversas investigaciones alrededor del mundo tratan acerca de la ocurrencia
de este complejo y sus micotoxinas. En Europa, F. culmorum fue considerado el
principal causante de FET en Holanda antes del afio 2000, donde empez6 a ser
reemplazado por F. graminearum s.s. (Waalwijk et al. 2003). De igual manera F.
graminearum S.s. era escasamente reportado en trigo y cebada en Dinamarca
siendo cada vez mas comun en los ultimos anos (Nielsen et al. 2011; 2012). F.
culmorum también fue reemplazado por F. graminearum s.s. como dominante en
Luxemburgo (Beyer et al. 2014). Este miembro del complejo también se ha ubicado
como el mas abundante en Francia (Waalwijk et al. 2008), Alemania (Talas et al.
2011), Inglaterra (Jennings et al. 2004) e lItalia (Prodi et al. 2009, 2011). El
quimiotipo dominante hallado entre estos aislamientos fue el 15-ADON (Prodi et al.
2009, 2011; Boutigny et al. 2014; Somma et al. 2014). En el norte de Rusia y
Finlandia, el quimiotipo dominante entre aislamientos de F. graminearum s.s. fue 3-
ADON (Yli-Mattila et al. 2009) mientras que en el sur de Rusia fue 15-ADON (Davari
et al. 2013). Por otro lado, las especies predominantes encontradas en Japon son
F. graminearum s.s. en el norte, F. asiaticum en el sur, con una aparente co-
ocurrencia en la zona central, siendo los quimiotipos encontrados 3-ADON y 15-
ADON para F. graminearum s.s. y NIV para F. asiaticum (Yoshizawa and Jin 1995;
Suga et al. 2008; van der Lee et al. 2015). En Norteamérica, la especie
predominante es F. graminearum s.s. y se ha observado un reemplazo de los

aislamientos con quimiotipo 15-ADON por los 3-ADON, sin embargo, también se ha
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reportado la presencia de F. asiaticum con genotipo de NIV (van der Lee et al.
2015). Dentro de Sudamérica, el principal miembro del complejo FGSC hallado en
el sur de Brasil es F. graminearum s.s. con quimiotipo 15-ADON (Scoz et al. 2009;
Astolfi et al. 2011) y poca presencia de NIV (Scoz et al. 2009; Sampietro et al. 2010,
2011; Umpiérrez-Failache et al. 2013). En Argentina, el quimiotipo 15-ADON
también es el mas representativo (Reynoso et al. 2011; Castafiares et al. 2014;
Malbran et al. 2014) aunque también fue hallado el quimiotipo 3-ADON (Alvarez et
al. 2009).

15 - Control integrado de la enfermedad

La complejidad de la FET y su amenaza multifacética, imponen el uso de
multiples e integradas estrategias de manejo de la enfermedad. Bai y Shaner (2004)
consideran que la utilizacion de cultivares de trigo resistentes es crucial para reducir
dafios de la FET, en un enfoque integrado.

Se conocen actualmente 5 mecanismos de resistencia a la enfermedad: tipo |
es la resistencia a la penetracion del patégeno y el inicio de la enfermedad; tipo |l
es la resistencia a la propagacién del patdégeno en la planta una vez establecida la
enfermedad; tipo Il es la resistencia a la infeccion de los granos; tipo IV es la
tolerancia por la que los rendimientos se mantienen a pesar de la presencia de
enfermedad; y tipo V es la habilidad de la planta de degradar e inhibir las toxinas
producidas por el hongo (Mesterhazy 1995). En la actualidad no estan disponibles
cultivares de trigo altamente resistentes a la enfermedad o tolerantes a las
micotoxinas (Goswami and Kistler 2004), siendo el cultivar de origen chino Sumai 3
y sus derivados los que proveen actualmente el maximo grado de resistencia a la
propagacién de la enfermedad. Este hecho se fundamenta en la complejidad de la
herencia de la resistencia, la pobre aptitud agronémica y la baja calidad de las
principales fuentes de resistencia (Galich, 2004).

La imposibilidad de un control adecuado de la FET por medio de la rotacion
de cultivos (control cultural) se fundamenta en la marcada ubicuidad de las
especies del género Fusarium, su amplia gama de hospedantes y la alta
diseminacion anemdfila de las esporas, que pueden ser transportadas desde
fuentes distantes (Reis y Carmona 2002; Saharan et al. 2004). Schaafsma et al.
(2001) en Ontario (Canada) encontraron que soélo el 27% de la variacion del

contenido de la micotoxina DON ligada a Fusarium spp. se asoci6 a los cultivares,
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no habiendo detectado efectos por sistemas de labranza y tipo de fertilizacion
nitrogenada (observaciones de 3 afios en condiciones naturales de campo). En
Argentina, Lori et al. (2009) concluyeron que las condiciones meteoroldgicas
imperantes en 3 afios sucesivos de ensayos de trigo fueron cruciales para explicar
las variaciones en los niveles observados de la FET, comparado con el efecto de
sistemas de labranza y otras practicas agronomicas.

En relacion al control quimico, Bai y Shaner (2004) sostienen que los
fungicidas pueden ser utiles cuando las condiciones meteoroldgicas, u otras
asociadas a practicas de cultivo, son particularmente favorables para el desarrollo
epidémico. Los fungicidas aplicados en antesis pueden ayudar a prevenir pérdidas
econdmicas pero su eficacia depende del momento de aplicacion y tecnologia para
lograr una buena cobertura de la espiga (Del Ponte et al. 2004). Las infecciones
establecidas no pueden ser revertidas con los fungicidas actuales (principalmente
bencimidazoles y triazoles o sus mezclas), razén por la cual, las aplicaciones deben
realizarse en forma preventiva (antes que ocurran) o semi-preventivas (maximo 2 a
3 dias posteriores al evento infectivo). En este Ultimo caso pueden darse
limitaciones de “piso” para que opere una maquina aplicadora terrestre,

normalmente mas eficiente que los tratamientos con aviones (Annone 2003).
16 - Hipoétesis

Los aislamientos de Fusarium graminearum producen diferencial dafio sobre
los granos de trigo dependiendo de su agresividad, alterando el rendimiento y la
calidad de los mismos, en relacion con la variabilidad en la interaccion planta-
patogeno.
17 - Objetivo general

Aportar conocimientos relacionados con el dafio producido por Fusarium

graminearum en granos de trigo y cambios en la composicién proteica y toxicidad en

sus respectivas harinas, en relacion a cambios de calidad.
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18 - Objetivos especificos

Caracterizar e identificar especies de Fusarium y determinar la diversidad
genética intraespecifica de aislamientos de F. graminearum obtenidos a partir de
granos de trigo provenientes de diversas localidades de la region pampeana a
través de métodos convencionales y moleculares.

Evaluar variables de agresividad, rendimiento, y contenido de deoxinivalenol
en cultivares de trigo infectados a campo bajo condiciones ambientales controladas.

Evaluar cambios composicionales de las fracciones proteicas en granos de
trigo en relacién con el grado de infeccién.

Evaluar la implicancia de la infeccién sobre parametros proteicos relacionados
con la calidad en trigo.

Analizar la respuesta de las variables evaluadas en la interaccion planta-

patégeno mediante el empleo del analisis de los componentes principales.
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Caracterizacion de Aislamientos

de Fusarium graminearum

Dentro del complejo de especies de Fusarium graminearum, F. graminearum
sensu stricto (s.s) es la especie que prevalece en la mayoria de las regiones del
mundo afectadas por FET, lo cual sugiere que presenta buena adaptacion a la
variabilidad del medio ambiente. Si bien, se han realizado numerosas
investigaciones acerca de la variabilidad genética y/o produccion de micotoxinas
entre aislamientos de este patdgeno, estos estudios abarcan en general areas de
cultivo distantes geograficamente entre si, siendo escasos los antecedentes dentro
de una poblacién pequefa o puntal.

Una técnica fiable en estudios de genética es el analisis basado en
marcadores moleculares ISSR (inter simple sequence repeat). Dicha técnica
consiste en la amplificacion de secuencias de ADN repetidas entre microsatélites o
SSR (simple sequence repeat) a través del anclaje o no de los primers homadlogos
SSR. Los microsatélites son repeticiones en tandem compuestas de uno a seis
nucledtidos, los cuales son ubicuos, abundantes y altamente polimérficos en la
mayoria de los genomas eucariotas. Los ISSR no requieren de un previo
conocimiento de secuencia y generan patrones reproducibles.

La importancia del analisis de la variabilidad genética en relacion a la
produccion de la toxina deoxinivalenol in vitro se fundamenta en que es la principal
micotoxina monitoreada y cuantificada de acuerdo a las legislaciones comerciales
internacionales, debido a sus efectos altamente perjudiciales sobre la salud tanto

animal como humana.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Material biolégico

Durante las campanas trigueras de los anos 2009, 2010 y 2011 se
recolectaron cien muestras de trigo provenientes de diversas localidades
productoras argentinas (Figura 2.1). Las muestras fueron provistas por el INTA-
Marcos Juarez (32° 42' S; 62° 06' O) pertenecientes al programa de mejoramiento
de trigo.

Las muestras provinieron de cultivos realizados en una cama de siembra
sobre suelo Arguidol con motocultivador habiéndose incorporado fertilizante
nitrogenado (50 kg de urea/ha). Se hizo control preventivo aplicando insecticida
clorpirifés en dosis de 500 mL/ha y se realiz6 desmalezado manual. Se siguieron
las practicas de rutina de la estacion experimental del INTA. La cosecha se realizd
ya sea a partir de cosechadoras automaticas, o que se denomina cosecha a granel,
o en forma manual, lo que permitié la evaluacion de la espiga entera. En la Tabla

1.1 se enumeran las muestras utilizadas y sus caracteristicas.
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Figura 2.1: Ubicacion de las zonas de muestreo: 1- Villa Maria (32° 24" 37" S; 63°
13' 53" O); 2- Marcos Juarez (32° 42' S; 62° 06' O); 3- Monte Buey (32° 25' 00" S;
62° 21' 00" O); 4- Corral de Bustos (33° 17 00" S; 62° 12" 00" O); 5- Cavanagh (33°
29' 00" S; 62° 21' 00" O); 6- Los Molinos (33° 07’ 00" S; 61° 20" 01" O); 7- Parana
(31° 44’ 40" S; 60° 31' 03" O); 8- Mercedes (29° 12' 00" S; 58° 05' 00" O); 9-
Corrientes (27° 29' 00" S; 58° 49' 00" O); 10- Balcarce (37° 49' 00" S; 58° 15' 00" O)
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Tabla 2.1: Variedades de trigo utilizadas en este estudio.

Variedad de trigo Localidad Tipo de Cosecha Aiio
sin identificar Corral de Bustos Espiguilla 2009
Bio INTA 3004 Los Molinos Espiguilla 2009
Bio INTA 3006 Los Molinos Espiguilla 2009

Klein PANTERA Los Molinos Espiguilla 2009
SUPER SERI con Lr 37 Marcos Juarez Espiguilla 2009
sin identificar Mercedes Espiguilla 2009
Klein TIGRE cc Mercedes A granel 2009

Bio INTA 1001cc Mercedes A granel 2009
Bio INTA 1005cc Mercedes A granel 2009

N Baguette Premium 13cc Mercedes A granel 2009
ACA 903 B Mercedes A granel 2009

Klein LEON cc Mercedes A granel 2009

DM ATLAX cc Mercedes A granel 2009
ACA 901cc Mercedes A granel 2009

Buck 75 ANIVERSARIO cc Mercedes A granel 2009
Klein TAURO cc Mercedes A granel 2009
Buck AGP FAST cc Mercedes A granel 2009
Buck PUELCHE cc Mercedes A granel 2009
DM ONIX cc Mercedes A granel 2009

Bio INTA 1006 cc Mercedes A granel 2009
Klein ZORRO cc Mercedes A granel 2009
SURSEM LE 2294 cc Mercedes A granel 2009
DM CRONOX cc Mercedes A granel 2009
Klein CHAJA cc Mercedes A granel 2009
Klein NUTRIA cc Mercedes A granel 2009
Buck HUANCHEN cl Mercedes A granel 2009

Klein CASTOR cc Mercedes A granel 2009
Bio INTA 1002 Cavanagh Espiguilla 2010
Bio INTA 1005 Cavanagh Espiguilla 2010
Bio INTA 1006 Cavanagh Espiguilla 2010
Bio INTA 3005 Cavanagh Espiguilla 2010
B. METEORO Cavanagh Espiguilla 2010

K. TAURO Cavanagh Espiguilla 2010
SRM NOGAL Cavanagh Espiguilla 2010
J 1061 Marcos Juarez Espiguilla 2010

J 10022 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 10031 Marcos Juarez Espiguilla 2010
Sy 100 Marcos Juarez Espiguilla 2010

J 10035 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 081002 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 081014 Marcos Juarez Espiguilla 2010
Sy 300 Marcos Juarez Espiguilla 2010

J 10405 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 10409 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 10431 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 10433 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 10445 Marcos Juarez Espiguilla 2010
J 10448 Marcos Juarez Espiguilla 2010
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J 10451

J 10452

J 10454

J 10456

J 10456

J 10460

J 10462
Bio INTA 1005
Bio INTA 1005
Bio INTA 3004
K. GUERRERO

Vivero de VERANO 2011

ACA 906
Bio INTA 1002
Bio INTA 1005
Bio INTA 1006
Bio INTA 2004
Bio INTA 3005

JN 8019

K LEON

N Baguette 9

Nogal 100

ACA 903

ACA 903
Bio INTA 1002
Bio INTA 1004
Bio INTA 1005
Bio INTA 3005

JN 8019

K LEON

N Baguette 9

Nogal 100

Ensayo ITACABO

Ensayo RED

Ensayo RED - ACA 315
Ensayo RED - Bio INTA 1002
Ensayo RED - Bio INTA 2004
Ensayo RED - Bio INTA 2006
Ensayo RED - Bio INTA 3005

Ensayo RED - K PANTERA
Ensayo RED — LENOX
Bio INTA 1002
Bio INTA 1005
Bio INTA 1006
Bio INTA 3005

Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Parana
Villa Maria
Villa Maria
Balcarce
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Cavanagh
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corral de Bustos
Corrientes
Corrientes
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Marcos Juarez
Monte Buey
Monte Buey
Monte Buey
Monte Buey

Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla
Espiguilla

2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
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2 - Obtencion de aislamientos

Para la obtencion de los aislamientos de F. graminearum, se tomaron de cada
variedad de trigo 60 granos al azar y se los desinfectd superficialmente
sumergiéndolos en una solucion de hipoclorito de sodio al 10% v/v durante 5 min.
Luego, se lavaron utilizando agua destilada estéril y se traspasaron a cajas de Petri
de 10 cm de diametro que contenian un disco de papel Whatman N° 2 humedecido
en agua destilada estéril. Se colocaron 12 granos por caja, y se incubd en
oscuridad a 28°C durante 7 d. Trascurrido el tiempo de incubacién, los granos que
presentaron crecimiento fungico con caracteristicas macroscépicas de la especie se
traspasaron a placas de Petri con medio agar papa dextrosa (PDA Oxoid Ltd.,

Cheshire, Inglaterra) y se incubaron nuevamente bajo las mismas condiciones.

3 - Aislamientos monospdricos

A partir de los cultivos en PDA con caracteristicas macro y microscoépicas
semejantes a F. graminearum, se realizaron cortes de 1 cm de didmetro con una
punta de pipeta para inocular placas de Petri con medio agar sintético nutritivo
(SNA). Las mismas fueron incubadas durante 15 d a temperatura ambiente con
ciclos de luz blanca/UV de 12 h. Utilizando un asa en anillo se levantaron
suavemente los conidios y se los traspasé a un Eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de
agua destilada estéril. Se verifico la presencia de conidios en suspensioén utilizando
un microscopio oOptico de contraste de fases (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania)
con un aumento de 500X. Con el asa, se tomo una alicuota de la suspension y se
realizaron estrias en una placa de Petri de 10 cm de diametro con medio agar agua
(WA). Las placas se incubaron en oscuridad a 28°C por 24 h. Se observaron los
cultivos con una lupa binocular (Leica L2, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania) para identificar un conidio germinado, y transferirlo con un bisturi a una
placa de Petri con medio PDA. Las placas fueron incubadas en oscuridad a 28°C
durante 7 d.

28



4 - Identificacion morfolégica de especie

Los aislamientos monospodricos obtenidos se caracterizaron de acuerdo con
su tasa de crecimiento, pigmentacién y aspecto del micelio aéreo a partir de cultivos
en medio PDA. A partir de cultivos en placas con medio agar hoja de clavel (CLA),
se observo la presencia y morfologia de macroconidios, y la produccion de
peritecios utilizando un microscopio 6ptico de contraste de fases con un aumento
total de 500X. Los aislamientos pertenecientes a la especie Fusarium graminearum
fueron identificados de acuerdo a las claves taxondmicas de Gerlach y Nirenberg
(1982), Burgess et al. (1994) y Leslie y Summerell (2006).

5 - Identificacion molecular de especie y potencial toxicogénico

5.1 - Condiciones de cultivo

A partir de un cultivo en placa con medio PDA, se realizaron cortes desde los
margenes con la base de una punta estéril de una pipeta automatica (1 cm de
diametro), para inocular Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo
liquido papa dextrosa (PD). La incubacion se realizé en oscuridad a 28°C con
agitacion orbital (150 rpm) durante tres d. Luego, se filtré el micelio con un embudo
Bichner con papel de filtro Whatman N° 2 y una bomba de vacio. El micelio fue

alicuotado en Eppendorf de 1,5 mL vy liofilizado.

5.2 - Extraccion de ADN

El micelio de cada aislamiento liofilizado se pulverizé con la ayuda de una
espatula, y se trasvaso a otro Eppendorf hasta ocupar 500 uL de su capacidad. Se
agregaron 750 pL de solucion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 2X y
15 uL de B-mercaptoetanol. Se incubd por 30 min a 65°C, mezclando por inversién
cada 8 min. Luego, se anadieron 300 uL de acetato de potasio 3M pH 4,8, se agité
suavemente y se incubd en hielo por 15 min. Transcurrida la incubacion, se
centrifugd por 5 min a 14000 rpm o hasta que la fase superior quedara

transparente. Se recupero la fase superior, a la que se le agreg6 200 pL de fenol y
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200 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agité suavemente. Se centrifugd
por 5 min a 14000 rpm o hasta que la fase superior quedara transparente. Se
transfirio la fase superior a un nuevo tubo, se afiadieron 750 uL de isopropanol frio
y se centrifugd. Se descarté suavemente el sobrenadante y el precipitado obtenido
se lavo con 500 pL de etanol al 70%. Se dejo secar la muestra a temperatura
ambiente y se resuspendiéo en 50 pL de agua destilada estéril. Se verificd la
integridad del ADN obtenido mediante una corrida electroforética en gel de agarosa
al 1%. Se calcul6 la concentracion del ADN utilizando un equipo NanoDrop 2000

(Thermo Scientific) y se estandarizé la misma a 10 ng/uL.

5.3 - Reacciones de PCR

Se emplearon dos pares distintos de primers para la identificacion molecular.
En primer lugar se empleo el par de primers Fg16N F/R (Nicholson et al. 1998), los
cuales distinguen entre los miembros del complejo de Fusarium graminearum y
otros Fusarium spp. Las mezcla de reaccién consté de un volumen final de 20 uL
que contenia 0,5 mM de cada primer, 1X de buffer (Invitrogen Carlsbad, CA), 1,5
mM de Cl,Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 1U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen
Carlsbad, CA) y 10 ng de ADN. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador
Mastercycler (Eppendorf AG, Alemania). ElI programa de amplificacién utilizado fue
el que se detalla a continuacion; desnaturalizaciéon inicial: 2 min a 94°C;
multiplicacion: 30 ciclos; desnaturalizacion: 30 s a 94°C; hibridacion: 1 min a 62°C;
extension: 1 min a 72°C; extension final: 5 min a 72°C.

Para la identificacion de la especie dentro de los miembros del complejo
Fusarium graminearum se utilizaron los primers Fg16 F/R (Nicholson et al. 1998).
Los mismos amplifican fragmentos de distintos tamafos para distintos miembros del
complejo. La mezcla de cada reaccion fue la detallada en el caso anterior. El
programa de amplificacion utilizado fue el siguiente; desnaturalizacion inicial: 2 min
a 94°C; multiplicacion: 30 ciclos; desnaturalizacién: 30 s a 94°C; hibridaciéon: 1 min a
60°C; extension: 1 min a 72°C; extension final: 5 min a 72°C.

Para el potencial toxicogénico se utilizaron los primers Tri13 F/R (Chandler et
al. 2003). Los mismos amplifican un fragmento de 799 bp para aislamientos con la
capacidad potencial de producir DON. La mezcla de reaccion fue la detallada

anteriormente. ElI programa de amplificacion utilizado fue el siguiente;
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desnaturalizacion inicial: 2 min a 94°C; multiplicacién: 35 ciclos; desnaturalizacion:
30 s a 94°C; hibridacion: 45 s a 58°C; extension: 1 min a 72°C; extension final: 5
min a 72°C.

6 - Determinacion de la variabilidad genética

6.1 - Marcadores moleculares de intersecuencias repetitivas simples

Para los ensayos de intersecuencias repetitivas simples (ISSR) se utilizaron
los siguientes primers: Biolab H: (GCC)s; Biolab D: (AG)g; Biolab F: CT(GA)g; Biolab
J: (CAC)s; Biolab E: CTC(GT)s. La mezcla de reaccion de los primers tuvo un
volumen final de 25 pL, conteniendo 0,7 yM de cada primer, 1X de buffer
(InbioHighway, Tandil, Buenos Aires), 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5
U de Taq DNA polimerasa (InbioHighway) y 10 ng de ADN. La reaccion se llevo a
cabo en un termociclador XP Termal Cycler (Bioer Technology Co, LTD). El
programa de amplificacion utilizado fue el que se detalla a continuacion;
desnaturalizacion inicial: 7 min a 94°C; multiplicacién: 32 ciclos; desnaturalizacion: 1
min a 94°C; hibridacion: 75 s a 50°C; extension: 4 min a 72°C; extension final: 7 min
a 72°C. Los fragmentos amplificados fueron sembrados en geles de agarosa al 2%
conteniendo 4 ul de Gel RedTM (Biotium, Hayward, CA, USA) e inmersos en buffer
TBE 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron a una corriente de 80 voltios
durante 2 h. La visualizacion de los fragmentos obtenidos se realizé por irradiacion
con luz UV. Los geles fueron registrados con el sistema de documentacion digital
DOC-6490 (Biodynamics S.R.L., Buenos Aires, Argentina).

6.2 - Andlisis de la variabilidad genética

Los datos obtenidos fueron analizados por una matriz binaria de presencia o
ausencia de fragmentos. La similitud entre los genotipos se cuantifico aplicando el
coeficiente de Dice. Se cred un dendograma a partir de la técnica de ligamiento
promedio no ponderado (UPGMA). Para el analisis se utilizd el software NTSyS-pc
21.
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7 - Determinacion de la capacidad toxicogénica

7.1 - Condiciones de cultivo

Granos de trigo de aspecto sano fueron esterilizados por radiacion en la
Central Atémica de Ezeiza (CNEA) con una dosis minima y maxima de 10-12
kGrays de radiacion gamma, respectivamente. La ventaja principal de la irradiacién
de alimentos es que destruye la microflora natural de los granos sin afectar su
germinacion, viabilidad y valor nutritivo.

Para realizar una curva de absorcion de humedad se agregé, a una cantidad
conocida de trigo, distintos volumenes de agua y se dejo estacionar durante 3 d con
agitacion diaria. Se midieron las diferentes actividades acuosas (aW) alcanzadas
mediante un Aqualab Series 3 (Labcell Ltd., Basingstoke, Hants, UK), se realiz6 la
correspondiente curva de absorcién y se midié también la aW inicial de las
muestras de trigo irradiado. Estas muestras fueron rehidratadas, de acuerdo a dicha
curva para conseguir una aW de 0,995. Se pesaron 20 g de trigo en cajas de Petri
(10 cm de diametro). Las mismas se inocularon con cortes de cultivos de los
aislamientos crecidos durante 7 d en medio PDA. Las placas se incubaron en
oscuridad a 28°C por 28 d, dentro de un recipiente hermético conteniendo un vaso
de precipitado con glicerol al 2,73% para mantener la correcta humedad relativa
dentro del mismo a lo largo de todo el ensayo. Finalizada la incubacion, las placas
se colocaron en estufa a 60°C por 24 h. Los cultivos secos fueron molidos con un

molinillo de café para obtener las respectivas harinas.

7.2 - Extraccion de la toxina deoxinivalenol

Para la extraccion de la toxina se pesaron 15 g de cada muestra de harina en
Erlenmeyers de 250 mL y se le agregaron 40 mL de una mezcla de
acetonitrilo:metanol (14:1), luego se incubaron por 2 h con agitacién orbital. Los
sobrenadantes se filtraron utilizando papel Whatman N° 2. Se tomaron 2 mL de los
sobrenadante para su limpieza a través de columnas fabricadas con jeringas
descartables de 5 mL, a las cuales se les colocaron dos discos de papel de filtro
Whatman N° 2, lana de vidrio hasta completar 1 mL de capacidad y 500 mg de una
mezcla de alumina:carbon activado (20:1). La elucion fue por gravedad. Una vez

absorbida la muestra por el empaquetado, se agregaron 500 mL de una mezcla de
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acetonitrilo:metanol:agua (80:5:15). La totalidad del eluido (aproximadamente 2,5
mL) se recolectd, evaporé con flujo de nitrégeno y resuspendié en una solucion de

agua:metanol (88:12).

7.3 - Deteccion y cuantificacion por cromatografia liquida de alta eficacia de

deoxinivalenol

Se utilizé un equipo Waters 717 adosado a un inyector automatico (Waters
Corporation, Milford, MA, USA). Se inyectaron 20 uL de muestra en una columna
C18 de fase reversa (4,6/250 mm, tamano de particula 5 um, Waters) utilizandose
como fase mdvil una solucién de agua:metanol (88:12) con un flujo de 1,5 mL/min.
La deteccion se realizé mediante un detector por arreglo de diodos a 220 nm y para
el procesamiento de los datos se utilizd el programa Empower software (Waters
Corporation, Milford, MA, USA). Se realiz6 la curva de calibracién inyectando
diluciones de 1, 2, 4, 5 yg/mL de DON preparados a partir de una solucién patrén
de 1 mg/mL (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; pureza >99 %) obteniéndose
un coeficiente de correlacién (r) de 0,967 para el rango de las concentraciones
utilizadas. Los limites de deteccion y cuantificacion fueron 0,12 y 0,3 ug/g
respectivamente. Se realizé un test de homogeneidad espectral utilizando el mismo
programa para garantizar la pureza de la sefial.

Para el analisis de los resultados obtenidos se clasificaron los aislamientos en
4 diferentes rangos de produccion: No productor: sin sefial detectable; Poco
productor: sefial menor a 50 ug/g; Productor medio: sefal entre 50 y 150 ug/g; Muy

productor: sefial mayor a 150 pg/g.

RESULTADOS Y DISCUSION

1 - Ocurrencia de Fusarium graminearum

A partir de las 100 muestras de trigo analizadas, se obtuvieron 172
aislamientos que fueron caracterizados como miembros del complejo de especies
Fusarium graminearum de acuerdo a los primers especificos de especie Fg16N. En

la Tabla 2.2 se detalla la distribucién de aislamientos por localidad.

33



Tabla 2.2: Distribucion geografica de los aislamientos de Fusarium graminearum

Localidad N° de aislamientos
Balcarce 4
Corral de Bustos 14
Cavanagh 13
Corrientes 0
Los Molinos 17
Marcos Juarez 105
Mercedes 11
Monte Buey 0
Parana 0
Villa Maria 8
Total 172

A partir de la ocurrencia obtenida, se decidié continuar unicamente con la
caracterizacion de los aislamientos de Marcos Juarez, y analizar por lo tanto la
variabilidad entre aislamientos dentro de una unica localidad, lo cual resulta
novedoso de acuerdo a los antecedentes bibliograficos.

Cuando los aislamientos provenientes de Marcos Juarez fueron
caracterizados con los primers especificos de especie Fg16, 68 amplificaron un
fragmento de 400 pb (65%) correspondiente a la especie Fusarium graminearum
sensu stricto. De los cultivos del afo 2010, se obtuvieron 66 aislamientos, y de las

campafias 2009 y 2011, solamente uno de cada una. (Tabla 2.3).

Tabla 2.3: Aislamientos obtenidos en la localidad de Marcos Juarez

N° de aislamientos

Ano de cultivo

FGSC F. graminearum s.s.
2009 1 1
2010 91 66
2011 13 1
Total 105 68

Nuestros resultados muestran la prevalencia de Fusarium graminearum Ss.s

como agente causal de la FET, aunque nuestros porcentajes estan por debajo de
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los citados por otros autores en Argentina. Ramirez et al. (2007) y Alvarez et al.
(2011), reportaron valores comprendidos entre 100 y 97% respectivamente. En
Uruguay Pan et al. (2013) observaron similar presencia a la observada en esos
trabajos. Por otro lado, valores cercanos a nuestros resultados se reportaron en el
sur de Brasil por Astolfi et al. (2012), donde se encontré una presencia cercana al
74%.

Es de destacar que la ocurrencia de los miembros del complejo Fusarium
graminearum a través del tiempo esta fuertemente relacionada con la competencia
entre los mismos, determinado por las condiciones ambientales imperantes, lo cual
se refleja en el grado de severidad producido por la infeccion (Xu et al. 2007).
Mientras las especies del complejo en general estan circunscriptas a areas
geograficas especificas, F. graminearum s.s. es la especie que prevalece alrededor
del mundo (O’Donnell et al. 2000, 2004, 2008; van der Lee et al. 2015).

2 - Variabilidad genética

A partir del analisis con marcadores ISSR se observé que los aislamientos se
agrupan en 65 haplotipos (Figura 2.2). La primera diferenciacién se produjo con un
promedio de similitud entre grupos del 51% formando dos clusters (denominados | y
II). El aislamiento de Fusarium pseudograminearum usado como control se
diferencié solo, en un tercer grupo. La distribucion de los aislamientos resulté en
una dispersion homogénea, sin relacion con el afio 6 capacidad toxicogénica del
aislamiento. La variabilidad genética determinada por AMOVA mostré que el 99%
de los aislamientos resultaron genéticamente diferentes entre si. En trabajos
previos en Argentina, Ramirez et al. (2007) y Alvarez et al. (2011) detectaron una
variabilidad genética alrededor del 98 y 100% respectivamente, mientras que Astolfi
et al. (2012) encontr6 un 93 % de variabilidad en aislamientos en el sur de Brasil. La
mayoria de los estudios sobre variabilidad en esta especie se realizan a partir de
aislamientos de diversas localidades (Alvarez et al. 2009, 2011; Sampietro et al.
2010; Boutigny et al. 2011, 2014; Qiu et al. 2014), por otro lado, son pocos los
estudios que se han realizado a partir de un niumero limitado de localidades (Mishra
et al. 2004; Ramirez et al. 2006b, 2007; Guo et al. 2008; Astolfi et al. 2012) o sobre
una unica localidad (Karugia et al. 2009). Nuestros resultados revelaron que al igual
que entre diversas localidades, la variabilidad de aislamientos en un Unico sitio

geografico es elevada, similares resultados observé Karugia et al. (2009).
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Figura 2.2: Dendrograma obtenido a partir de marcadores ISSR de agrupamiento

de clusters entre aislamientos de Fusarium graminearum s.s. Aislamientos A: afio
2009; B: ano 2010; C: ano 2011; F.ps.: aislamiento de F. pseudograminearum
utilizado como control. (-): No productor; (+): Bajo productor; (++): Productor medio;

(+++): Muy productor.
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3 - Potencial y capacidad de produccion de deoxinivalenol

El potencial toxicogénico determinado a partir de reacciones por PCR con el
marcador Tri13, mostré que todos los aislamientos resultaron ser potenciales
productores de DON, debido a que se amplifico el fragmento correspondiente de
282 pb en la totalidad de los aislamientos. Similares resultados fueron observados
en reportes previos (Burlakoti et al. 2011; Castafiares et al. 2014).

Por otro lado, la determinacién de la capacidad de produccion de DON de los
aislamientos a partir de un cultivo inductor, mostré6 valores desde ND (no
detectados) hasta 1741 ug/g, lo que demuestra una gran variabilidad intraespecifica
en el perfil toxicogénico de los mismos, por lo cual se decidié agruparlos en 4
rangos en cuanto a su produccién. Solo 4 aislamientos pertenecieron al grupo de no
productores, mientras que el 51,5% de los mismos se agrup6 en el rango de poco
productores, 19,1% en el de productores medios y 23,5% fueron muy productores
(Figura 2.3). El rango de poco productores (<50 ug/g) fue el de mayor frecuencia,
resultados similares para la Argentina se citan en previas investigaciones (Ramirez
et al. 2006a; Palazzini et al. 2007; Alvarez et al. 2009).

La reaccién de PCR muestra una capacidad potencial, mientras que la
capacidad toxicogénica depende tanto del microorganismo, como del sustrato y de
las condiciones ambientales, por lo cual los valores obtenidos pueden diferir
(Castanares et al. 2014; Somma et al. 2014).
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Figura 2.3: Frecuencia relativa de los aislamientos distribuidos en rangos de

produccion de DON.
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CONCLUSIONES

La ocurrencia observada de la especie Fusarium graminearum s.s en las
muestras de trigo analizadas confirman su prevalencia como agente causal de la
FET en la region triguera argentina.

Los resultados muestran que, incluso en una unica localidad, la poblacion de
F. graminearum s.s. presenta una alta variabilidad en su pool genético.

El potencial de produccién de deoxinivalenol a nivel genético establecié que la
totalidad de los aislamientos podrian producir la micotoxina, lo cual estuvo en
coincidencia con la capacidad toxicogénica de los aislamientos, dado que sélo un
pequefio porcentaje no fue productor.

En concordancia con la elevada variabilidad genética establecida, la
capacidad toxicogénica mostré valores dentro de un amplio rango de produccion.

La elevada variabilidad de la especie puede ser considerada uno de los
factores involucrados en la emergencia periddica de la enfermedad alrededor del
mundo.

De los datos obtenidos se desprende la necesidad de un monitoreo continuo
no solo a nivel regional, sino también dentro de pequefias areas o campos, lo cual
permitiria profundizar en el conocimiento de la dinamica de la enfermedad tendiente

a reducir los dafios ocasionados por la enfermedad.
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CAPITULO II:
Anélisis del Efecto de la Infeccién'




Analisis del Efecto de la
Infeccion: Agresividad,
Rendimiento y Toxicidad

En la naturaleza, la enfermedad es una funcion combinada o interaccion
simultanea entre un hospedador susceptible, un patégeno virulento y un ambiente
favorable, con lo que se conforma el llamado tridngulo de la enfermedad. La
intervencion humana, al incorporar cultivos con sus practicas de manejo y control,

interacciona con estos componentes conformando un tetraedro.

Hospedador
- Planta

Tiempo y accion
del hombre

Medio ambiente

- Clima Agente causal
- Nutricién - Bidtico

- Suelo . - Abiético
e WU

La patogenicidad se define como la capacidad de un hongo en producir una
enfermedad, siendo por lo tanto una medida cualitativa, mientras que la agresividad es
una descripcion cuantitativa del grado o nivel alcanzado por la enfermedad, la que
conlleva a cambios de rendimiento y toxicidad en los granos. La abundancia del
inéculo primario junto a condiciones meteoroldgicas predisponentes —duracién de
mojado y temperatura— son determinantes en el establecimiento de la enfermedad
durante la antesis. Dentro del manejo integrado de una enfermedad, la deteccién de
genotipos resistentes a la enfermedad, es uno de los desafios mas importantes. El
comportamiento del trigo a la Fusariosis de la espiga de trigo (FET), es evaluada en
los programas de mejoramiento por una escala propuesta por Kohli (1989), la cual

comprende distintos rangos de severidad, atribuibles a diversas resistencias del trigo.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Aislamientos seleccionados

Se emplearon 3 aislamientos de F. graminearum s.s para realizar las pruebas a
campo. Los mismos fueron seleccionados a partir de una submuestra de 10
aislamientos provenientes de Marcos Juarez-Cérdoba segun valores estimativos de
agresividad obtenida por caracterizaciones enzimaticas, toxicogénicas y capacidad de
esporulacién. Se midieron las actividades enzimaticas poligalacturonasa (PG) y
proteasa segun Kikot et al. 2012. La capacidad toxicogénica fue medida como se
detalla en el capitulo Il de este trabajo. Se determinaron rangos arbitrarios de acuerdo
a las los valores obtenidos y se eligieron aislamientos de comportamiento diferencial

entre si.

1.1 - Preparacion del inéculo

A partir de cultivos de los aislamientos crecidos en placas de Petri con medio
SNA de 7 d, se realizaron cortes de 0,5 x 0,5 cm en la periferia, los cuales fueron
transferidos a Erlenmeyers de 250 mL conteniendo 50 mL de agar afrecho. Los
mismos se mantuvieron durante 2 d a 22°C en estufa y 10 d a temperatura ambiente
(25°C) con iluminacion fluorescente continua. Los conidios se resuspendieron
agregando agua destilada estérii a los Erlenmeyers, agitando suavemente y
recuperando el sobrenadante. Las suspensiones pertenecientes a los mismos
aislamientos se unificaron y se filtraron utilizando gasa estéril para retener los posibles
residuos. Utilizando una camara de Neubauer se midié la concentracion de conidios, y
se llevé a volumen necesario hasta lograr una concentracién de 3 x 10° conidios/mL
(Alberione et al. 2016; Galich 1997).

2 - Ensayo a campo
Se utilizaron 8 variedades de trigo en el ensayo a campo de diverso ciclo de
crecimiento y resistencia a la enfermedad pertenecientes al programa de mejoramiento

de trigo del INTA-Marcos Juarez. Como controles se utilizaron las variedades

internacionales resistentes Sumai 3 y Soba Komugi (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1: Listado de variedades de trigo utilizadas en el ensayo a campo.

Cultivar Origen Clglo_de Sensibilidad
crecimiento
SRM Nogal Francia Ciclo Largo Susceptible
Sy 100 Francia Ciclo Largo Moderadamente resistente
BIOINTA 2005 México Ciclo Intermedio Moderadamente resistente
Sy 200 Francia Ciclo Intermedio Susceptible
Buck Meteoro Argentina Ciclo Intermedio Moderadamente
susceptible
BIOINTA 1005 Argentina Ciclo Corto Susceptible
AGP Fast Estados Unidos Ciclo Corto Moderadamente
susceptible
Klein Tigre Argentina Ciclo Corto Moderadamente resistente
Sumai 3 China Sin datos Resistente
Soba Komugi Japon Sin datos Resistente
2.1 - Siembra

El ensayo se realiz6 en jaulas de la estacion experimental INTA-Marcos Juarez
(32° 42" Sur; 62° 06" Oeste). La estructura de jaula permitid controlar el dafio
provocado por roedores y aves en el ensayo. Los cultivares de trigo se sembraron
entre mayo y agosto del ano 2013 de acuerdo a los ciclos de crecimiento, de manera
que el momento de antesis se desarrolle coordinadamente en todas las plantas con
una diferencia no mayor a una semana. La humedad fue controlada con un sistema
automatico de micro aspersion con temporizador (Green Mist, NaanDanJain, Israel)
para proporcionar riego cada 25 min de 5 min. La cama de siembra se prepard con
motocultivadora, siendo previamente fertilizada con urea (50 kg/ha) y tratada con
insecticida de clorpirifés (500 mL/ha). El control de malezas se realizé de forma
manual. El modelo de siembra utilizado fue en hill plots con disefio en bloques
completamente aleatorizado colocando 5 a 10 semillas por surco en una disposicion
escalonada de acuerdo a Alberione et al. (2016). El experimento const6 de 102
plantas, repartidas en 4 bloques de 25 plantas cada uno y 2 muestras controles sin
infectar. Cada bloque fue armado con las 24 combinaciones resultantes entre los 3

aislamientos y los 8 cultivares de trigo, ademas de uno de los testigos resistentes.
2.2 - Inoculacién
En cada hill plot se controld el crecimiento, hasta observar que el proceso de

antesis (presencia de anteras expuestas) estuviera presente, en al menos, la mitad de

las plantas. En ese momento se procedié a inocular las espigas con la suspensién de
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conidios utilizando un pulverizador manual. A los 2 d se repitié la inoculacion, para
asegurar la infecciéon de las espigas previamente inoculadas e infectar a aquellas que
hubieran presentado una antesis retrasada. Debido al desfasaje natural entre cada hill
plot, se llevd un control de infeccién utilizando un sistema de marcado con cintas

coloreadas, para asegurar en cada uno la doble inoculacion (Alberione et al. 2016).

2.3 - Cosecha, trillado y molienda

La totalidad de las espigas de cada hill plot se cosecharon manualmente en
noviembre del ano 2013. Las mismas se guarfdaron en sobres de papel madera para
su posterior observacion y evaluacion. Luego de evaluada la incidencia y la severidad
sobre las espigas enfermas, las mismas se ftrillaron manualmente, separando los
granos del resto de los componentes de la planta. Para lo cual, se tomaron
individualmente, o de a pares, las espigas de las muestras colocandose entre dos hoja
de papel, y por frotacibn se desarmdé la espiga. Posteriormente se separaron
manualmente los granos de la paja, diferenciando los granos enfermos de los sanos.
No se utilizé el equipo de ftrillado automatico disponible por que el mismo utiliza
corrientes de aire para el separado que arrastran a su vez granos enfermos, por ser
mas livianos. Los granos se molieron utilizando un molinillo eléctrico hasta obtener las

harinas correspondientes, y se tamizaron a través de un tamiz de apertura de 100 pm.

3 - Evaluacion de los efectos de la enfermedad

El efecto de la infeccion o establecimiento de la enfermedad sobre el trigo se
evalué de acuerdo a distintas variables que se agruparon en cuatro categorias, a

saber:

o Medidas de agresividad. se corresponden con variables directamente
relacionadas con el desarrollo de la enfermedad. Las utilizadas en esta tesis
doctoral, fueron: incidencia, severidad, nimero de granos dafados, indice de
Fusarium (IF) e indice ISK.

o Medidas de rendimiento: como medida de rendimiento o produccion de los

granos se utilizé el peso de mil granos (PMG).
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e Medidas toxicoldogicas: se corresponden a las medidas de las toxinas
producidas por el patégeno. Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se
midio la presencia de deoxinivalenol (DON).

e Cambios en la constituciéon proteica del gluten: dada la complejidad de este

estudio, los resultados conforman un capitulo aparte.

La diferenciacion entre granos sanos y enfermos 6 dafiados es necesaria para la
determinacion de la incidencia y la severidad de la enfermedad. Cuando la infeccion es
considerable a simple vista se observa que los granos enfermos son palidos, con
coloracién rosada, chuzos, de menor tamafio y mas livianos en relacién a los sanos.
Cuando la infeccion es suave, y no presentan por lo tanto sintomas a simple vista, se
toma el grano con una pinza y se lo observa a trasluz, comparandolo con un grano
sano de la misma planta. La presencia de micelio flingico opaca el paso de la luz a

través del mismo, por lo que un grano sano es mas traslucido que uno enfermo.
3.1 - Medidas de agresividad

3.1.1 - Incidencia: Para cada muestra, se tomaron aleatoriamente 20 espigas.
Se buscé, en cada espiga, la presencia de al menos un grano enfermo, y se calculé el
porcentaje de incidencia de la siguiente manera:

% Incidencia= (n° de espigas enfermas x 100) / 20

3.1.2 - Severidad: De cada muestra se tomaron aleatoriamente 8 espigas
enfermas. Se contd el numero total de espiguillas, y el nimero total de espiguillas
enfermas (con presencia de al menos un grano enfermo). Usando esos valores se
calculd para cada espiga el porcentaje de severidad utilizando la siguiente férmula:

% severidad = (n° de espiguillas enfermas x 100) / n® de espiguillas totales

3.1.3 - Porcentaje de granos danados (%GD): En cada espiga utilizada para
medir severidad se contabilizé el nimero total de granos y el de granos dafiados. Se

calculd el porcentaje de granos danados utilizando la siguiente formula:

%GD= (n° de granos enfermos x 100) / n® de granos totales
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3.1.4 - indice de Fusarium (IF): Se calculé el indice de Fusarium de acuerdo a
la siguiente férmula:

IF = % de Incidencia x % de severidad /100

3.1.5 - indice ISK (Incidencia, Severidad y Granos Dafiados): El indice ISK se

calculd utilizando la siguiente formula (Gilbert and Woods 2006).

ISK= (% Incidencia x 0,3)+(% severidad x 0,3)+(%GD x 0,4)

3.2 - Medidas de rendimiento

3.2.1 - Peso de mil granos (PMG): Se cuantificé el niumero total de granos en

cada muestra y se los pes6 extrapolando al equivalente de mil granos.

3.3 - Medidas toxicolégicas

3.3.1 - Extraccion de deoxinivalenol

Para la extraccion de DON se utilizaron columnas de extraccion ISOLUTE
MYCO (Biotage, D’Amico sistemas sociedad anénima, Argentina) y se siguieron las
indicaciones descriptas por el fabricante. Se pesaron 5 g de harina a los que se
agregaron 20 mL de agua destilada. Se incubé a temperatura ambiente, con agitaciéon
durante 30 min. Pasado ese tiempo se centrifugd durante 10 min a 3000 xg. Se
tomaron 6 mL del sobrenadante y se llevd a un volumen final de 15 mL con agua
destilada, para luego centrifugar nuevamente en iguales condiciones.

Previo a la limpieza, se acondicionaron las columnas haciendo pasar 2 mL de
acetonitrilo y se equilibraron con 2 mL de agua destilada. Una vez acondicionadas, se
pasaron 3 mL de la muestra a analizar, se lavd con 3 mL de agua destilada y se hizo

eluir la toxina con 3 mL de un mezcla agua: acetonitilo (90:10).
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3.3.2 - Deteccion y cuantificacion por cromatografia liquida de ultra-alta

resoluciéon de deoxinivalenol

Para la deteccién de la micotoxina se utilizd un equipo de cromatografia liquida
de ultra-alta resolucion (UPLC) Acquity H-Class con bomba cuaternaria,
desgasificador, horno de columna e inyector automatico FTN. La columna utilizada fue
una Acquity BEH C18 de 2,1/100 mm con particulas de 1,7 ym acoplado a una
precolumna. La deteccion se realizé con un equipo de espectrometria de masas
Acquity TQD - triple cuadrupolo en tandem provisto de una sonda de ionizacion por
electrospray (ESI) operando en modo positivo (Waters, Milford, MA, USA). Los
parametros de fuente fueron los siguientes: voltaje capilar, 3,0 kV; tension del
extractor, 5 V. Como gas de nebulizacién y de disolvatacion se utilizd nitrégeno
calentado a temperaturas de 150°C y 200°C, respectivamente. Los caudales de gas de
disolvatacién y gas de cono se fijaron en 50 y 800 mL/min, respectivamente. La
disociacién inducida por colisién se realizé utilizando argén a 0,15 mL/min en la célula
de colision. Para la adquisicion y el procesamiento de datos se utilizaron los
programas MassLynx y QuanLynx version 4.1 (Waters). Se realizé la curva de
calibracion inyectando diluciones de 5, 10, 20, 50 y 100 ng/ml de una solucion patrén
de 1 mg/mL (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA, pureza >99 %) obteniéndose un
coeficiente de correlacion (r) de 0,969 para el rango de las concentraciones utilizadas.

Los limites de deteccién y cuantificacion fueron de 0,3 y 1,0 ng/mL respectivamente.

4 - Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron utilizando el programa ESTATISTICA 7. Se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) con un valor de significancia de 0,05, test de
Fisher o LSD (low significant differences), test de correlacion de Pearson, y analisis de
componentes principales (PCA) para observar la relacién e interaccion entre las

distintas variables estudiadas. Ver anexo al final de la tesis: “Desarrollo de un PCA”.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1 - Aislamientos seleccionados

Dado que la capacidad de producir actividades enzimaticas por parte de los
aislamientos, se relaciona con su poder de colonizacion en la planta, y pérdida de
calidad de los granos, se midieron dos actividades enzimaticas, directamente
relacionadas a estos procesos como la actividad poligalacturonasa (PG) y proteasa.
(Kikot et al. 2009; Barneix 2007). Como se observa en la Tabla 3.2 el rango de
produccion de ambas actividades fue amplio, por lo cual se determinaron rangos y

clasificaron a los aislamientos de acuerdo al nivel establecido.

Tabla 3.2: Rangos de produccion enzimatica de los aislamientos de Fusarium

graminearum.

Produccién enzimatica PG Proteasa

Baja (+) 0,000-0,325 0,000-0,250

Moderadamente Baja (++) 0,326-0,650 0,251-0,500

Moderadamente Alta (+++) 0,651-0,975 0,501-0,750

Alta (++++) 0,975-1,300 0,751-1,000

Las lecturas en espectrofotdmetro corresponden al dia de

mayor produccion por parte de cada aislamiento. PG: a 520
nm; Proteasa: 280 nm.

Ademas, fue evaluada la capacidad toxicogénica de los aislamientos, dado que,
es sabido que una vez establecida la enfermedad pueden liberarse micotoxinas que se
relacionan con la propagacion de la misma (Mesterhazy 2002), con efectos nocivos
para la salud. Los rangos utilizados para la clasificacion de los aislamientos de
acuerdo a la produccién de DON, fueron determinados en el capitulo Il. En la Tabla 3.3

se detallan las clasificaciones adscriptas para los aislamientos analizados.
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Tabla 3.3: Produccion enzimatica y de deoxinivalenol en los aislamientos de Fusarium

graminearum.

Actividad Actividad Capacidad

Aislamiento PG Proteasa Toxicogénica
B3 + ++++ +
B5 ++ +++ +
B7 ++ ++ +
B13 ++ ++ +
B19 ++++ +++ +++
B24 ++++ +++ -
B29 + ++++ +++
B47 ++ + +++
B61 ++ ++ -
C1 ++ +++ ++

A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron 4 aislamientos con
diferencial respuesta a los parametros analizados (Tabla 3.4), la nomenclatura de los
mismos fue reemplazada de acuerdo a los colores de las cintas con que fueron

sefaladas las plantas infectadas en el posterior ensayo a campo.

Tabla 3.4: Equivalencias en la nomenclatura de los aislamientos de Fusarium

graminearum utilizados en el ensayo de agresividad.

Denominacién del

aislamiento Comportamiento
Molecular Campo

B5 Am Medianamente agresivo
B19 Az Muy Agresivo
B29 R Medianamente agresivo
B47 N Poco Agresivo

Otra caracterizacion decisiva al momento de evaluar el aislamiento a utilizar en
los ensayos a campo, es su capacidad para producir un in6éculo adecuado para la
infeccion de las plantas de trigo, lo cual esta en relacion con la capacidad de producir
esporas. Los aislamientos seleccionados de acuerdo a su produccion enzimatica y
toxicogénica produjeron una cantidad adecuada de conidios para la inoculacion, a

excepcion del 16D, por lo cual no se utilizé en los ensayos a campo.
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2 - Evaluacion de la enfermedad
El efecto de la enfermedad en los cultivos a campo, se analizé en laboratorio a

partir de la cosecha de las espigas y posterior trillado de los 24 tratamientos por

cuadriplicado. A continuacion se muestra la Tabla con los valores obtenidos:
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Luego, a partir de los datos obtenidos se confecciond una matriz de correlacion,
con el propésito de observar las posibles tendencias entre las respectivas variables.
Como se observa en la Tabla 3.6, las variables analizadas mostraron correlaciones
significativas entre ellas. En estudios previos, se observaron resultados similares en

Argentina (Alberione et al. 2016) y Estados Unidos (Hernandez Nopsa et al. 2010).

Tabla 3.6: Matriz de correlacion de Pearson entre las variables de agresividad y

rendimiento analizadas.

Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK
Incidencia - 0,51 0,47 -0,25 0,84 0,87
Severidad 0,51 - 0,88 -0,43 0,81 0,85
%GD 0,47 0,88 - -0,54 0,74 0,82
PMG -0,25 -0,43 -0,54 - -0,36 -0,43
IF 0,84 0,81 0,74 -0,36 - 0,94
ISK 0,87 0,85 0,82 -0,43 0,94 -

Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas. %GD: porcentaje de
granos danados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium; ISK: indice incidencia,
severidad y granos danados.

2.1 - Incidencia

Como se observa en la Tabla 3.5 los valores de incidencia estuvieron
comprendidos entre un 21,25 y 67,50%. Alberione et al. (2016) reportaron para
cultivares argentinos valores de incidencia entre 15,00 y 40,00%, con un promedio de
24,70% para cultivares resistentes y un promedio de 74,20% para cultivares
susceptibles.

En la Tabla 3.6, se observa que la correlacion de Pearson resultd significativa
(0,51). En el caso de la variable de rendimiento PMG, como era de esperar, la
correlacion fue negativa (-0,25), dado que el comportamiento es inversamente
proporcional entre ambas variables.

El analisis de varianza ANOVA fue empleado para evaluar el efecto del cultivar o el

aislamiento sobre la incidencia (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7: Analisis de la varianza de la incidencia para el efecto aditivo entre

tratamientos.

Efecto SC GL CM F P

Interseccion 153895,46 1 153895,47 374,36 0,000

Cultivar 3785,84 7 540,83 1,32 0,253

Aislamiento  3478,34 2 1739,17 4,23 0,018
Error 34120,48 83 411,09

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F:
prueba F. Significancia p<0,05.

Como se observa en la Tabla, no existe diferencia significativa para la incidencia
de acuerdo al cultivar de trigo empleado. En cambio, si hubo diferencias significativas
para esta variable, de acuerdo al aislamiento de F. graminearum utilizado en la
infeccién. Los aislamientos resultaron agrupados de acuerdo al test LSD en dos
grupos de significancia, uno conformado Unicamente por el aislamiento caracterizado
como “poco agresivo” (N) que arrojara a su vez el menor valor de incidencia (32,07 %)

y otro grupo con los dos restantes aislamientos (Tabla 3.8).

Tabla 3.8: Asignacion de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium

graminearum respecto a la incidencia, de acuerdo al test de LSD.

Aislamiento Media 1 2
N 32,07 ek
Az 43,12
Am 47,03

1y 2: grupos de significancia homogénea.

2.2 - Severidad

La evaluacion de la variable severidad mostré valores para los tratamientos
comprendidos entre 9,10 y 42,58% (Tabla 3.5). Trabajos anteriores en cultivares
argentinos reportaron valores entre 50,97 y 84,93% (Alvarez et al. 2010) y entre 10,12
y 61,90% utilizando inoculacién por aspersién (Alberione et al. 2016). Por otro lado,
utilizando inoculacién puntual Malbran et al. (2012, 2014) reportaron valores entre 6,00

y 50,00% en cultivares argentinos, mientras que Umpiérrez-Failache et al. (2013)
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reportaron valores de severidad entre 5,60 y 27,50% en ensayos de agresividad en
cultivares de trigo uruguayos.

Si bien se obtuvo correlacion entre todas las variables estudiadas de acuerdo a
la matriz obtenida (Tabla 3.6), la mayor correlacion se observé entre severidad y
porcentaje de granos danados (0,88) Para analizar el efecto del cultivar y/o aislamiento
en relacion a la respuesta de esta variable ante la enfermedad, se realizé un analisis
de ANOVA, que se muestra en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9: Analisis de la varianza de la severidad para el efecto aditivo entre

tratamientos.

Efecto SC GL CM F p
Interseccion  45693,03 1 45693,03 487,63 0,000
Cultivar 1209,69 7 172,81 1,84 0,089
Aislamiento 1193,02 2 596,51 6,37 0,003
Error 7777,49 83 93,70

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba
F. Significancia p<0,05.

En este analisis se observé un resultado similar al obtenido para la incidencia,
donde el efecto de los cultivares no fue significativo, y si el de los aislamientos. Luego

se realizé un test de LSD que se muestra en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10: Asignacion de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium

graminearum respecto a la severidad, de acuerdo al test de LSD.

Aislamiento Media 1 2
N 16,78 il
Az 24,83
Am 24,83

1y 2: grupos de significancia homogénea.

Se observa que el aislamiento N fue el de la media mas baja (16,78) para esta
variable, el cual a su vez resulté separado en un grupo de significancia homogénea
diferente al de los otros dos aislamientos, mostrando el mismo comportamiento que

para la incidencia. Diversos estudios alrededor del mundo confirman la elevada
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variabilidad que suele presentar la severidad de la enfermedad, no sélo entre especies
de Fusarium (Akinsanmi et al. 2004), sino incluso entre aislamientos de una misma
especie (Walker et al. 2001; Carter et al. 2002; Malbran et al. 2012).

2.3 - Porcentaje de granos dainados

Como se observa en la Tabla 3.5, el porcentaje de granos dafados (%GD) vari
entre 5,59 y 29,96% entre tratamientos. Alberione et al. (2016) reportaron valores entre
4,56 y 91,7% en cultivares argentinos y valores entre 3,85 y 40,58% para cultivares
extranjeros probados en Argentina. Gourdain y Rosengarten (2011) reportaron valores
similares a nuestros resultados que promediaron entre 17 y 25%, al estudiar el efecto
del momento de la inoculacidn en dos cultivares franceses. Por otro lado, Stockova et
al. (2011) reportaron valores entre 61 y 91,83% al aplicar inoculacion por aspersion
sobre cinco variedades de trigo de invierno.

Al analizar el comportamiento de esta variable en relacion a las demas (Tabla
3.6), se observa que el %GD posee una correlacion significativa negativa con el PMG
(-0,54), lo cual esta en relacién con la pérdida de peso en los granos enfermos.

Nuevamente se realizdé un analisis de ANOVA para determinar el efecto cultivar

y/o aislamiento, que se muestra en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11: Analisis de la varianza del porcentaje de granos dafados para el efecto

aditivo entre tratamientos.

Efecto SC GL CM F P
Interseccion  20890,10 1 20890,10 441,20 0,000
Cultivar 716,23 7 102,32 2,16 0,046
Aislamiento 701,77 2 350,89 7,41 0,001
Error 3929,88 83 47,35

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba
F. Significancia p<0,05.

En este caso, el analisis de ANOVA determiné que tanto el tipo de cultivar como el
aislamiento analizado, tuvieron un efecto significativo sobre la variable. Por esta razon,
se realizaron test de LSD para los cultivares y aislamientos (Tablas 3.12 y 3.13

respectivamente).
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Tabla 3.12: Asignacién de grupo homogéneo para los cultivares respecto al porcentaje

de granos dafiados, de acuerdo al test de LSD.

Cultivar Media 1 2 3
Sy 200 12,32 ¥
SRM Nogal 12,54  *x**
BioINTA 2005 12,56  ****
Buck Meteoro 13,39 FRAE ok
Klein Tigre 15,35  *rxx o owkRx ke

Sy 1 00 1 6,50 *kkk *kkk Fkkk
BioINTA 1005 18,15
AGP Fast 20,64 *kkk

1, 2 'y 3: grupos de significancia homogénea.

Del analisis de grupo homogéneo por test de LSD se puede observar que los
cultivares que muestran un comportamiento diferencial fueron SRM Nogal, BIOINTA

2005, Sy 200 (con las medias mas bajas) y AGP Fast (con el valor mas alto).

Tabla 3.13: Asignhacién de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium

graminearum respecto al porcentaje de granos dafiados, de acuerdo a un test de LSD.

Aislamiento Media 1 2
N 10,93 ek
Az 16,81  ****
Am 17,23 ****

1y 2: grupos de significancia homogénea.

Como se observd para las anteriores variables, el aislamiento N presenté un
comportamiento diferencial, separandose en un grupo homogéneo, y a su vez con un
efecto sobre el valor medio de granos danados muy por debajo al causado por los

otros aislamientos.

2.4 - Peso de mil granos
El valor de PMG varié entre 22,87 y 33,41 g para todas las muestras analizadas

(Tabla 3.5). Este valor se ha reportado a nivel nacional entre 30,33 y 36,82 g entre el

afno 2000 y la actualidad (Trigo Argentino 2013). Alberione et al. (2016) reportaron
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valores de PMG entre 5,15y 22,33 g para cultivares argentinos y valores entre 6,91 y
31,78% para cultivares internacionales crecidos en el pais. Alvarez et al. (2010)
observaron una reduccion en el valor del PMG entre 10 y 60% como resultado de la
infeccion artificial. A nivel internacional, Capouchova et al. (2012) observaron valores
entre 38,87 y 41,97 g utilizando inoculacion por aspersion en tres cultivares de invierno
checos. Por otro lado, Horvat et al. (2014) reportaron para Croacia valores entre 22,6 y
54,0 g y entre 27,5 y 51,8 g al comparar genotipos con infeccién natural y artificial
respectivamente.

La correlacion de Pearson calculada entre la variable PMG y las demas variables
dio para todos los casos un valor negativo (Tabla 3.6). Resultados similares se citan
en diversos trabajos, en los cuales a mayor nivel de infeccién, se observé una
reduccion en el PMG (Dexter et al. 1996; Wang et al. 2005; Dvojkovih et al. 2007;
Horvat et al. 2014).

Al realizar el analisis de ANOVA para determinar el efecto de las variables
cultivar y/o aislamiento (Tabla 3.14) se observé que al igual que para el %GD, ambas

variables poseen un efecto significativo.

Tabla 3.14: Analisis de la varianza del peso de mil granos para el efecto aditivo entre

tratamientos.

Efecto SC GL CM F P
Interseccion  75566,23 1 75566,23 8154,07 0,000
Cultivar 425,35 7 60,76 6,56 0,000
Aislamiento 69,19 2 34,59 3,73 0,028
Error 769,19 83 9,27

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F.
Significancia p<0,05.
Como se observa, si bien tanto el cultivar como el aislamiento tuvieron efecto
sobre la infeccién, dado el valor de p, el efecto del cultivar fue mayor.
Se continud el andlisis utilizando test de LSD (Tabla 3.15 y Tabla 3.16) para

observar el comportamiento de cada una de las variables.
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Tabla 3.15: Asignacién de grupo homogéneo para los cultivares de trigo respecto al

peso de mil granos, de acuerdo a un test de LSD.

Cultivar Media 1 2 3
Buck Meteoro 23,44 ey
Sy 100 28,13 *x**
AGP Fast 28,52  Rxxk waxx
BioINTA 1005 28,80 Kkkk kkkok
Klein Tigre 29,17  vwwx e

Sy 200 29,32 *kkk *kkk
BioINTA 2005 30,40  **** *%xx
SRM Nogal 30,66 Rk

1, 2 'y 3: grupos de significancia homogénea.

Respecto a los cultivares, puede observarse que Buck Meteoro es el que mostro
un comportamiento diferencial en relacion a los demas con los menores valores de
PMG.

Tabla 3.16: Asignacién de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium

graminearum respecto al peso de mil granos, de acuerdo al test de LSD.

Aislamiento Media 1 2
Az 27,65 e
Am 28,37 *kkk *kkk
N 29,71 rAH

1y 2: grupos de significancia homogénea.

Al analizar el comportamiento de los aislamientos, se observa en la distribucion
de grupo homogéneo que el aislamiento N sélo posee diferencias significativas con el

aislamiento Az.

2.5 - indice IF e ISK

Los valores calculados para los indices IF e ISK para los tratamientos bajo
estudio, estuvieron comprendidos entre 3,03-28,24 y 11,34—-44,63, respectivamente
(Tabla 3.5). Como se observa en la Tabla 3.17, el analisis de ANOVA determind que
tanto el cultivar como el aislamiento muestran un efecto significativo en la infeccion

para el indice IF.

57



Tabla 3.17: Andlisis de la varianza del indice IF para el efecto aditivo entre

tratamientos.

Efecto SC GL CM F P

Interseccion  9736,63 1 9736,63 156,79 0,000

Cultivar 925,62 7 132,23 2,13 0,048

Aislamiento 786,22 2 393,11 6,33 0,002
Error 5278,46 85 62,10

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba
F. Significancia p<0,05.

Luego se realizé un test de LSD para observar las diferencias entre cultivares

(Tabla 3.18) y aislamientos (Tabla 3.19).

Tabla 3.18: Asignacion de grupo homogéneo para los cultivares respecto al indice IF,

de acuerdo al test de LSD.

Cultivar Media 1 2 3

Buck Meteoro 6,84  ****
Bio INTA 2005 7,27 Kkkk  kkkk
Sy 200 8,65  *rxx v
Sy 100 8,69  wrxx v
SRM Nogal 8,89  xrRx wkax
Klein Tigre 10,98 Fdkkk dkkk dkkk
Bio INTA1005 13,66 FhEE kdk
AGP Fast 16,43 *kkk

1, 2'y 3: grupos de significancia homogénea.

A partir de la asignacion de grupos homogéneos por el test LSD, se observa que

los cultivares Buck Meteoro y AGP Fast, son los que presentan mayores diferencias.

Tabla 3.19: Asignacién de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium

graminearum respecto al indice IF, de acuerdo a un test de LSD.

Aislamiento Media 1 2
N 6,05 *kkk
Az 11,72  ****
Am 12,60 ****

1y 2: grupos de significancia homogénea.
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Al analizar el comportamiento de los aislamientos, se pudo observar que el
aislamiento N presentd los valores mas bajos para este indice.

El analisis de ANOVA también permitié observar el efecto sobre el indice ISK
(Tabla 3.20). EI mismo mostré que solamente el efecto del aislamiento produjo
diferencias significativas, por eso se decidio realizar el test de LSD para esta variable
(Tabla 3.21).

Tabla 3.20: Analisis de la varianza del indice ISK para el efecto aditivo entre

tratamientos.

Efecto SC GL CM F p
Interseccion  58321,99 1 58321,99 611,50 0,0000
Cultivar 1185,30 7 169,33 1,78 0,1028
Aislamiento 1692,62 2 846,31 8,88 0,0003
Error 8106,92 85 95,38

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba
F. Significancia p<0,05.

Tabla 3.21: Asignacion de grupo homogéneo para los aislamientos de Fusarium

graminearum respecto al indice IF, de acuerdo a un test de LSD.

Aislamiento Media 1 2
N 18,82 ok
Az 27,28  *F**
Am 28,28  ****

1y 2: grupos de significancia homogénea.

Es de destacar que para la totalidad de las variables analizadas a partir del test
de LSD, el aislamiento N resultd ser el menos agresivo, separandose en un grupo

homogéneo diferente, a excepcion de los resultados para la variable PMG.

2.6 - Contenido de deoxinivalenol (DON)

Los valores de contenido de DON para los tratamientos, dada su distribucion, se

analizaron como rangos de produccion y mediana (Tabla 3.22).
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Tabla 3.22: Determinacion de DON para los tratamientos bajo estudio.

Rango Mediana
(bo/g)  (ug/9)
Am nd-13,18 5,48

Cultivar Aislamiento

SRM Nogal Az nd-826 047
N - -
Am - -
Sy 100 Az nd-166 0,00
N nd-18,17 0,00
_ Am nd-533 222
B"z’o'gg A Az nd-584 0,00
N - -
Am nd-3,06 1,05
Sy 200 Az ] ;
N nd-0,71 0,00
Am nd-002 0,00
Buck Meteoro Az nd - 6,71 0,00
N nd-422 0,00
_ Am nd-6,91 3,01
B';’o'ysT A Az nd-2324 9,02
N nd-123 0,00
Am - -
AGP Fast Az nd-18,56 3,80
N nd-125 0,00
Am  nd-4855 074
Klein Tigre Az nd - 0,29 0,00
N nd-16,056 0,00

Para calcular el valor de la mediana, se considero al valor no
detectados (nd) como 0.

Del total de muestras de trigo analizadas, el 32% de las muestras resultaron
contaminadas con niveles de DON que variaron entre 0,02 y 48,55 ug/g, de las cuales
s6lo el 19% (18 casos) superaron los 2 ug/g, establecidos como valor limite de
acuerdo a la legislacion vigente (FAO 2003). Trabajos previos han mostrado valores
similares en Argentina en infecciones naturales: Dalcero et al. (1997) reportdé que un
12,5% de las muestras analizadas superaron este valor, mientras que Lori et al. (2003)
reportaron una fluctuacion entre dos afios consecutivos del 10 al 39,58% para casos
similares. Como producto de una infeccion artificial con Fusarium graminearum sobre
trigo, Malbran et al. (2014) reportaron que el 100% de las muestras analizadas
superaron este limite. En analisis llevados a cabo alrededor del mundo como el de

Cowger et al. (2009), se observo que el valor limite de acuerdo a la FAO, fue superado
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por el 47,62-100% de las muestras, al estudiar el efecto de la fecha de inoculacién en
dos afos consecutivos. Por otro lado, Gourdain y Rosengarten (2011) reportaron que
el 64% de las muestras de trigo analizadas superaron dicho limite.

La mayor concentracion de la micotoxina encontrada en nuestro trabajo fue de
48,55 ug/g; mientras que otros autores en nuestro pais, reportaron valores cercanos:
31,4 yg/g (Malbran et al. 2014) y 53,82 pg/g (Alvarez et al. 2010).

Para analizar la relacién entre la acumulacion de DON vy la intensidad de la
enfermedad de acuerdo a los valores de severidad, se graficaron los valores de las
variables en un grafico de coordenadas (Figura 3.1), lo cual mostré6 una relacién
positiva desarrollada en diferentes cultivares de trigo inoculados con aislamientos de
Fusarium graminearum. Similares resultados fueron observados en nuestro pais por
Malbran et al. (2014), quienes detectaron que a mayores valores de infeccién se
incrementaba el contenido de DON. Por el contrario, Alvarez et al. (2010) al evaluar
esas variables en trigo argentino, no observaron relacién entre las cantidades de
tricotecenos producidas y la intensidad de la enfermedad ocasionada sobre un mismo

cultivar de trigo inoculado artificialmente.

50
45
40
35

30

Contenido de DON (ug/g)

70

Severidad (%)

Figura 3.1: Relacién entre contenido de DON y severidad de la enfermedad.
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Si bien la relacion entre la intensidad de la enfermedad y la presencia de
micotoxinas es controversial, numerosos estudios han informado una correlacion
positiva y significativa entre ellas, lo cual se relacionaria con su rol en la propagacion o
desarrollo de la enfermedad (Desjardins et al. 1996, 2000; Homdork et al. 2000; Bai et
al. 2001; Mesterhazy et al. 2002; Miedaner et al. 2003). Contrariamente, existen otros
autores que no observaron correlacion entre estas variables (Alexander et al. 1997;
Chen et al. 1995). Estas correlaciones positivas/negativas han originado un constante
cuestionamiento acerca de los mecanismos involucrados en la produccion de
deoxinivalenol, dadas las contrastantes observaciones, por lo cual la intensidad de la
enfermedad no siempre seria un indicador de la presencia DON (Bai et al. 2001; Hart
and Schabenberger 2001; Erlanger et al. 2003; Shaner and Buechley 2004). Debe
tenerse en cuenta en este tipo de analisis, que la variabilidad observada puede estar
en relacibn a numerosos factores como ser diferencias en los genotipos de los
cultivares y/o patégenos, las condiciones meteoroldgicas imperantes o las practicas de

manejo entre los diferentes estudios.

2.7 - Andlisis de componentes principales

Para analizar el comportamiento de las variables estudiadas en este capitulo, se
realiz6 un PCA con las mismas, que arrojo dos componentes principales que
explicaron un 81,29% del total de la varianza. Estos resultados se muestran en la
Tabla 3.23.

Tabla 3.23: Anadlisis de PCA para las variables de agresividad y rendimiento

estudiadas.

. . Eigenvalue Varianza
Componente Eigenvalues Varianza
acumulado acumulada
1 4,62 66,01 4,62 66,01
2 0,93 15,29 5,55 81,30

En la Figura 3.2 se presenta la representacion grafica de los componentes
obtenidos. Se observa que las variables de agresividad analizadas (Incidencia,

Severidad, %GD, IF e ISK) conformaron un mismo grupo, la variable PMG se alej6 de
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este mientras que la variable DON, si bien quedo excluida del grupo, se situ6 cercano
al mismo. Esto podria indicar una relacion entre el contenido de DON vy la severidad de

la enfermedad.

Loading scatterplot (p1 vs. p2)
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Figura 3.2: Representacion grafica de los componentes 1 y 2, obtenidos por PCA de
las variables de agresividad y rendimiento. %GD: porcentaje de granos dafados;
PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium; ISK: indice incidencia, severidad y

granos dafados.

CONCLUSIONES

Los aislamientos seleccionados por su diferencial comportamiento para infectar
trigo, mostraron diferentes efectos de acuerdo a las variables analizadas de
agresividad y rendimiento. En particular, el aislamiento N caracterizado como “poco
agresivo” en las pruebas de produccion de actividades enzimaticas y capacidad

toxicogénica, resulté ser el que produjo efectos mas suaves de la enfermedad de
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acuerdo a los valores de los parametros analizados. Por lo tanto, los estudios
preliminares realizados en los aislamientos para determinar su diferencial efecto sobre
la infeccion, resultaron utiles para el analisis de la variabilidad de los dafios producidos
en el trigo.

El analisis de ANOVA de los cultivares de trigo infectados mostré que en las
variables estudiadas, el efecto del genotipo del cultivar sobre la infeccion, produjo
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de granos dafiados y en el
peso de mil granos.

Las variables estudiadas para evaluar la infeccion, presentaron entre si una alta
correlacion, tanto positiva —entre variables de agresividad—, como negativa —entre
variables de agresividad y rendimiento—, lo cual indicaria que los efectos de la
enfermedad, se relacionan estrechamente entre si.

Un escaso porcentaje de las muestras analizadas superd el limite de
contaminacion por DON establecido para la comercializacidon de granos por la Unién
Europea (2 ug/g), por lo cual se observa que en condiciones no predisponentes a la
enfermedad, el trigo no presentaria niveles de contaminacion con deoxinivalenol que
impliquen un alto riesgo para la salud tanto humana como animal.

Si bien el contenido de deoxivalenol fue disperso, su representacion con
respecto al grado de severidad mostré una tendencia positiva. A su vez, el andlisis de
componentes principales posicion6 a la micotoxina cercana al grupo conformado por
las variables de agresividad, lo que podria indicar una relacién entre estas variables.

El analisis de PCA agrupd a las variables de agresividad correlacionadas
positivamente entre ellas, quedando fuera del grupo el peso de mil granos, el cual se
correlaciona negativamente con esas variables.

El analisis de PCA mostré ser una herramienta util y complementaria a la

estadistica tradicional.
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Analisis de Proteinas
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El contenido proteico del trigo es uno de los principales determinantes de su
valor comercial, debido a que la calidad industrial del grano depende de la
concentracién y naturaleza de las proteinas que contenga. Las proteinas de
reserva, (gliadinas y gluteninas, son los constituyentes del gluten, trama
viscoelastica necesaria para retener el gas durante el proceso de fermentacion.
Diversas técnicas y metodologias se utilizan en laboratorios e industrias para el
analisis proteico de las harinas, a partir de los cuales se clasifican de acuerdo a su
calidad y uso final. Técnicas como la cromatografia liquida de alta eficacia en fase
reversa (RP-HPLC) o la electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) son
técnicas fiables y que requieren de poca cantidad de muestra, por lo que son
Optimas para su utilizacion en programas de mejoramiento. Por otro lado, los
métodos espectrofotométricos-UV, los cuales se basan en un fraccionamiento
secuencial de las proteinas del gluten, resultan complementarios y de gran utilidad
para este tipo de analisis. La infeccion con Fusarium spp. es un problema habitual
de la industria triguera. Una vez que la infeccion se establece, se liberan proteasas
que degradan las proteinas de gluten, lo que conlleva a perdidas en la calidad del

grano.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Determinacién de proteinas totales

Las harinas utilizadas en los distintos analisis de este capitulo son las
obtenidas en el item 2.3 de materiales y métodos del capitulo IlI.

A partir del método Kjeldahl se determiné el contenido de nitrégeno de las
harinas como estimativo del contenido de proteinas total. EI mismo se realizé segun
la metodologia estandarizada ISO/FDIS 20483:2013 (ISO 2013). Para la
cuantificacion se partié de 1 g de harina, a la cual se le agreg6 8 g de catalizador de
digestion (SeO;: 2,04%; K;SO4: 81,63%; CuSO4+5H,0: 16,33%), 12 mL de H,SOy, ¥y
dos fragmentos pequefios de ceramico roto que cumplieron el rol de perlas de
ebullicion. Se digirié la muestra a 450°C hasta que la coloracién de la misma se
torné verdosa (aproximadamente 30 min). Se dejé enfriar aproximadamente 15 min
hasta que al tacto no queme (para evitar coagulacién) y se agregaron a cada tubo
75 mL de agua destilada. Utilizando un equipo de destilacion, se agregaron 50 mL
de solucion de NaOH al 40% en el tubo de digestién y se burbujeé vapor de una
solucion de agua boérax: (Na,B,O-210H,0: 0,003%). Se recolectaron 150 mL de
destilado en un Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL de reactivo de titulacion
(acido borico: BOsH 1% con titulantes verde de bromocresol y rojo de metilo). Se
tituld el destilado usando una bureta con HCI 0,1N. Se convirti6 el valor de
contenido de nitrégeno a contenido proteico con el factor de conversion para trigo
(5.7)

2 - Analisis por espectrofotometria-UV de proteinas del gluten

La metodologia empleada para este analisis se basa en un fraccionamiento
secuencial de las proteinas del gluten. Los datos proteicos obtenidos por
espectrofotometria expresan valores relativos de manera porcentual, resultando
una técnica rapida y fiable, siendo por lo tanto util en Programas de Mejoramiento
del Trigo.

La extraccion a partir de las harinas de los distintos componentes proteicos
del gluten para su analisis por espectrofotometria UV, se realizé de acuerdo al
esquema de Hernandez Espinosa et al. (2013). Las extracciones se realizaron por
duplicado. Para la obtencion de las distintas fracciones se procedié de la siguiente

manera:
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- Fraccion monomeérica: Se pesaron 10 mg de harina en un Eppendorf de 2
mL, se agregaron 1,8 mL de una solucion 2,3% Nal y 3,75% 2-propanol y se incub6
por 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugd 3 min a 16500 xg y se recuperé
el sobrenadante. Esta fraccion es rica en albuminas y gliadinas de bajo peso
molecular.

- Fraccion polimérica soluble: Al precipitado resultante del paso de extraccion
anterior se le agregé 1,8 mL de una solucién 2% SDS; 0,75% Tris; y 40% 2-
propanol, incubando por 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugé 3 min a
16500 xg y se recuperd el sobrenadante. Esta fraccion es rica en gluteninas de bajo
peso molecular.

- Fraccion polimérica insoluble: Al precipitado resultante del paso de
extraccién anterior se le agregé 1,8 mL de una solucion 0,2% DTT y 50% 2-
propanol, y se incubé durante 75 min a 55°C. Se centrifugd 3 min a 16500 xg y se
recuperd el sobrenadante. Esta fraccion es rica en gluteninas de alto peso

molecular.

Para obtener el valor de proteinas solubles total del gluten, se realizo la
sumatoria de los valores obtenidos para cada una de las fracciones anteriores.
El contenido proteico de las respectivas fracciones se midié por lectura directa

a 280 nm utilizando un espectrofotometro T60 UV-Visible (PG instruments).

3 - Anadlisis de las subunidades de gluteninas

Debido al rol preponderante de las gluteninas en la calidad de las harinas en

la industria, se realizaron analisis mas precisos de esta fraccion.

3.1 - Cromatografia liquida de alta eficacia por fase reversa

La extraccion proteica de gluteninas que a continuacién se detalla es comun

para el analisis por RP-HPLC y SDS-PAGE. La misma se realizé por duplicado a

partir de muestras de 50 mg de harina de acuerdo al protocolo propuesto por

Naeem y Sapirstein (2007). La fraccion de gliadinas se extrajo utilizando 500 uL de

solucion 1-propanol al 50% v/v, agitando con vértex e incubando 15 min a
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temperatura ambiente. Luego, las muestras fueron centrifugadas durante 3 min a
15000 xg. A partir del pellet obtenido, se realizd la extraccion de la fraccion
gluteninas totales (alto y bajo peso molecular, HMW y LMW respectivamente), para
lo cual se afadié 150 uL de buffer de extraccion (0,08M Tris-HCI, 1-propanol al 50%
vlv, pH 7,5), y DTT al 1% p/v y se incubé 30 min a 60°C. Luego, se agreg6 150 pL
de buffer de extraccion, con 4-vinilpiridina al 4% v/v e incub6é 30 min a 60°C. Se
centrifugaron las muestras 3 min a 15000 xg. Una alicuota de 150 pL del
sobrenadante fue inmediatamente inyectada en HPLC para su analisis. El
sobrenadante restante fue fraccionado en alicuotas de 50 pL vy liofilizado para su
posterior analisis por SDS-PAGE. El equipo de HPLC-FR utilizado es modelo
Waters 717 con una columna de fase reversa Aquapore RP-300 7m, (tamafo de
poro: 300 um, tamano de particula 7 um). Como solventes de corrida se utilizaron:
solvente A (1 L): 1 L de agua y 80 pL de acido trifluoroacético (TFA); solvente B (1
L): 440 mL acetonitrilo (ACN), 560 mL agua destilada y 80 uL de TFA. El gradiente
utilizado se detalla en la Tabla 4.1. La deteccion se realizé con un equipo de arreglo

de diodos marca Waters a 206 nm.

Tabla 4.1: Gradiente de la fase mévil de la cromatografia en fase reversa.

Porcentaje final

Intervalo 4o/ solvente B
0-7 min 52%

7-54 min 100%

54-55 min 52%

55-65 min o2%

(equilibrado)

3.2 - Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron en condiciones
desnaturalizantes (Laemmli 1970). Cada gel estaba conformado por dos partes, un
gel empaquetador (de poro grueso) en la parte superior, y el gel separador (al 8%
de poliacrilamida) en la parte inferior. La preparaciéon de los mismos se detalla en
las Tablas 4.2y 4.3.
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Las muestras liofilizados en el item anterior, se resuspendieron en 300 uL de

buffer de siembra con 4% SDS, 12% dlicerol,

0,61% Tris—HCI, 5%

B-mercaptoetanol, 1% DTT y 0,01% Coomassie Brilliant Blue R 250, a pH 6,8. Se

sonicaron por 30 min y luego se incubaron a 90°C por 5 min.

Tabla 4.2: Composicion de los geles de poliacrilamida.

Solucién Gel separador Gel
(8%) Empaquetador
Acrilamida (30%) / Bis-acrilamida (0,8%) 1600 uL 400 uL
Agua bidestilada 2900 uL 1500 L
Buffer separador 1500 uL -
Buffer stacking - 620 pL
Persulfato de amonio (APS) 10% 90 uL 40 uL
N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina 9 ul 10 ul
(TEMED) H H

Tabla 4.3: Composicion de las soluciones buffer utilizadas en los geles de

poliacrilamida.

. Buffer Buffer Buffer de
Reactivo .
separador empaquetador corrida
Tris 4559 15,19 69
SDS 19 19 29
Glicina - - 28,8 ¢
veumen 250 mL 250 mL 2000 mL
pH 8,8 6,8 8,3

Se utilizdé un equipo de electroforesis mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad), con

un voltaje constante de 150 mV. Se sembraron 10 uL de muestra por calle, y 1 pyL

de marcador de peso molecular 10 - 180 kDa PageRuler (Thermo Fisher).

Para la tincion de los geles, se realizaron en primer lugar tres lavados

consecutivos con soluciéon de 12 fijacion (Tabla 4.4) de 30 min. Posteriormente se

realizaron tres lavados consecutivos con solucion de lavado de 20 min cada uno

con agitacibn moderada descartando nuevamente el liquido entre cada paso.

Finalmente se agregaron 50 mL de solucién de 22 fijacion, se incubé por 30 min y

se agreg6 1,5% de volumen de una solucion con 2% Coomassie coloidal (G-250).
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Finalmente se incubd durante 12 h y posteriormente se realizd una captura
fotografica con un equipo de foto-documentacion BioRad, utilizando el software
Quantity One (BioRad).

Tabla 4.4: Composicion de las soluciones de fijacion de tincion.

Solucién de Solucidén Solucién
Reactivos A kA de 2°
12 fijacion de lavado fiiacié
ijacion
Etanol (96%) 156,25 mL - 46,9 mL
Acido fosférico
(85%) 11,76 mL 11,76 mL 29,4 mL
Sulfato de amonio - - 37,59
Volumen Final 500 mL 500 mL 250 mL

El andlisis del patrén de bandas se realizé utilizando el software GelAnalyzer
2010, que permitid la asignacién de peso molecular, asi como una comparacion de
los efectos entre los distintos tratamientos (observado como cambios en la

densidad de la sefial de las bandas obtenidas).
4 - Analisis de calidad de las harinas
4.1 - Score de Payne

A partir de los patrones obtenidos en los geles de poliacrilamida, se realizé un
analisis de calidad de acuerdo al puntaje de calidad de gluteninas, o score
desarrollado por Payne et al. (1987). Ademas, se estimo el efecto de la infeccidn,
de acuerdo a la reduccion en las sefales o bandas proteicas, medido por
densitometria.

4.2 - Test de Zeleny

Como medida de calidad se empled el indice de sedimentacion de Zeleny de

acuerdo al método estandarizado 56-61.02 de la AACC (2000). Se prepard una
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solucion de acido lactico al 21,25%, y se la calenté con reflujo durante 6 h. Luego
se mezcld 180 mL de esta solucion con 200 mL de isopropanol y 620 mL de agua
destilada (Solucion 1). Se pesaron 3,2 g de harina en buretas de vidrio de 100 mL y
se agregaron 50 mL de una solucion de azul de bromofenol (4 mg/L). Utilizando un
agitador de vaivén automatico, se agité por 5 min, luego de lo cual se agregaron 25
mL de la solucion 1, y se agitdé por 5 min. Cumplido este tiempo, se coloco la bureta
en posicion vertical, se dej6é sedimentar y se tomé el volumen de sedimentacion a

los 5 min exactos.

5 - Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa ESTATISTICA 7
(StatSoft). Se realizaron analisis de varianza (ANOVA), test de Fisher o LSD (low
significant differences), test de correlacion de Pearson, y analisis de componentes
principales (PCA), con la finalidad de analizar la posible correlacion entre las

variables estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

1 - Determinacién de proteinas totales

La determinacién de la concentracion de proteinas totales por el método
Kjeldahl nos permiti6 determinar un valor cuantitativo de referencia para la
comercializacion de los granos. Los valores proteicos de los tratamientos estuvieron
comprendidos dentro del rango de 11,06-14,33%, con un valor promedio de
11,93%. (Figura 4.1). El valor promedio para cultivares de trigo nacionales de
acuerdo a lo reportado para el afio de cosecha 2013 (Trigo Argentino 2013), fue de
11,4%. Como se observa en la Figura 4.1, la mayoria de los cultivares mostraron
valores superiores al promedio reportado en ese afio, siendo sélo 5 tratamientos los

que mostraron valores levemente menores.
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Figura 4.1: Valores de proteina total obtenidos por método Kjeldahl en cultivares de

trigo infectados por los aislamientos Am ( 3 ); Az ( = ); N (

~—

Por otro lado, fue analiza la concentracion proteica en relacion al grado de
infeccion de las harinas, de acuerdo al anadlisis por ANOVA (Tabla 4.5). Este
analisis mostro diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores proteicos como
efecto del genotipo del cultivar, sin modificaciones significativas al considerar el
factor aislamiento Fusarium graminearum s.s. en la infeccion. Estos resultados son
similares a los reportados por otros autores (Dexter et al. 1996; Prange et al. 2005;
Wang et al. 2005; Terzi et al. 2007; Horvat et al. 2014), quienes como en nuestro
caso no observaron alteraciones cuantitativas relevantes en las proteinas totales

resultantes de la infeccion.

Tabla 4.5: Andlisis estadistico del efecto aditivo entre el cultivar de trigo y el

aislamiento de F. graminearum para la variable proteina total en los granos

infectados.
Efecto SC GL CM F P
Interseccion 13486,30 1 13486,30 23245,67 0,000
Cultivar 67,89 7 9,70 16,72 0,000
Aislamiento 0,10 2 0,05 0,09 0,916
Error 49,31 85 0,58

ANOVA del valor de proteina total por Kjeldahl. SC: suma de cuadrados; GL:
grados de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p<0,05.

73



En la Tabla 4.6 se resume la relacion entre el contenido total de proteina y las
variables analizadas en las plantas de trigo infectadas en cuanto a la agresividad y
rendimiento. Uno de los objetivos principales en los Programas de Mejoramiento de
Trigo, es la deteccién de cultivares que logren optimizar el rendimiento de
produccion (de acuerdo a la estimacion del PMG) con la concentracion proteica en
sus granos. No obstante, la relacion reportada de acuerdo a la bibliografia, resulta
inversamente proporcional entre ambos parametros (Kibite and Evans 1984;
Guarda et al. 2004), la misma tendencia fue observada en este trabajo, donde la

correlacion entre ambos parametros de acuerdo al test de Pearson fue de -0,42.

Tabla 4.6: Correlacién de Pearson entre el valor de la proteina total y las variables

de agresividad y rendimiento de los granos infectados.

Variable Correlacion

Incidencia 0,00
Severidad -0,14
%GD -0,10
PMG -0,42

IF -0,10
ISK -0,07

%GD: porcentaje de grados dafados; PMG: peso de mil granos;
IF: indice de Fusarium. ISK: indice de incidencia, severidad y
granos dafiados. Se marcan en negrita los valores significativos.

Como se muestra en la Tabla 4.6, si bien, para la totalidad de los parametros
analizados, la relacion con el contenido de proteina total resulta inversamente
proporcional, Unicamente esa relacion fue significativa para el valor de PMG o
rendimiento.

2 - Analisis por espectrofotometria-UV de proteinas del gluten

La extraccion secuencial proteica realizada a partir de las harinas de los 24
tratamientos, para su analisis por espectrofotometria-UV, nos permitié un analisis
semi-cuantitativo de la constitucion proteica en los granos de trigo a partir de las
tres fracciones obtenidas (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7: Relacion porcentual de las fracciones proteicas del gluten para los

diferentes cultivares.

FM FPS FPI
% o % o % o

SRM Nogal 28,05 055 871 100 6324 082
Klein Tigre 2844 145 890 055 6266 146
B'%gg A 3006 171 852 065 6142 170
Sy200 2858 117 838 042 6305 156
AGP Fast 39.02 130 9758 105 5122 041
Buck Meteoro 36,17 1,17 10,43 1,19 5341 2,24
B'?(;B'JA 3616 017 1048 1,61 5335 1,60
Sy100 3557 314 0967 067 5476 3,10

FM: fraccion monomérica, con prevalencia de gliadinas; FPS: fraccion polimérica
soluble, con prevalencia de gliadinas de alto peso molecular y gluteninas de bajo
peso molecular; FPI: fraccidon polimérica insoluble, con prevalencia de gluteninas
de alto peso molecular; o: desvio standard.

Cultivar

En todos los cultivares bajo estudio, la fraccion FPI resulté ser la mas
abundante, superando siempre el 50% del contenido proteico analizado. Esta
proporcion en las fracciones resultd ser diferente a la reportada anteriormente por
Hernandez Espinosa et al. (2013), donde el valor promedio reportado para la
fraccién FPI fue 39,2%, mientras que en las fracciones FPS y FM, se reportaron
valores alrededor del 21% vy el 39,8% respectivamente. En el trabajo de DuPont et
al. (2005) observaron un valor promedio de 48% en la fraccion correspondiente a
las gluteninas, mediante métodos de extraccion similares.

Debe tenerse en cuenta en este tipo de analisis, que las diferencias
observadas pueden deberse tanto al genotipo de los cultivares, a las condiciones
de extraccion, como a las condiciones ambientales las cuales abarcan desde
factores meteorolégicos a infecciones fungicas (Espitia Rangel et al. 2003; De La
Olan et al. 2010). Cada fraccion es analizada a continuacion en forma

independiente.

2.1 - Analisis de la fraccion monomeérica
El efecto de la interaccion cultivar/aislamiento sobre la fraccion monomérica

fue analizada estadisticamente por el test de ANOVA. En la Tabla 4.8 se muestran

los resultados obtenidos.
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Tabla 4.8: Analisis de la varianza de la fraccion monomérica para el efecto

interaccion cultivar-aislamiento en los tratamientos.

Efecto SC GL CM F P
Interseccion 9,91 1 9,91 5112,52 0,000
Cultivar 0,11 7 0,02 8,11 0,000
Aislamiento 0,00 2 0,00 0,19 0,831
Interapmon'cultlvar X 0.03 14 0.00 0.96 0,504
aislamiento
Error 0,14 71 0,00

ANOVA factorial de la fracciéon FM. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado
medio. F: prueba F. Significancia p<0,05.

De los resultados obtenidos se desprende que no se evidencié un efecto
sinérgico en la infeccion, como resultado de la interaccion entre el huésped y el
patdgeno. Por lo tanto, se decidié profundizar el analisis realizando un ANOVA de

efecto aditivo, el cual se muestra en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9: Analisis de la varianza de la fraccibn monomérica para el efecto aditivo

de la interaccion cultivar-aislamiento en los tratamientos.

Efecto SC GL CM F p

Interseccion 9,92 1 9,92 5153,96 0,000

Cultivar 0,11 7 0,02 8,11 0,000

Aislamiento 0,00 2 0,00 0,19 0,823
Error 0,16 85 0,00

ANOVA aditivo de la fraccién FM. SC: suma de cuadrados; GL: grados
de libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p<0,05.

A partir del analisis de efecto aditivo, se determind que la variacién en la

fraccion monomérica se debié a un efecto significativo del cultivar analizado.

2.2 - Analisis de la fraccion polimérica soluble

Al igual que para la fraccion anterior, se analizé el efecto interacciéon

planta/patégeno para la fraccion FPS mediante un analisis de ANOVA (Tabla 4.10).
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Tabla 4.10: Analisis de la varianza de la fraccion polimérica soluble para el efecto

interaccion cultivar-aislamiento en los tratamientos.

Efecto SC GL CM F P
Interseccion 0,80 1 0,80 1604,67 0,000
Cultivar 0,01 7 0,00 1,83 0,094
Aislamiento 0,00 2 0,00 3,68 0,030
Interapmon'cultlvar X 0,01 14 0,00 1,01 0,453
aislamiento
Error 0,03 71 0,00

ANOVA factorial de la fraccion FPS. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado
medio. F: prueba F. Significancia p<0,05.

Similar al analisis para la fraccién proteica FM, no se evidencié un efecto
sinérgico de la interaccidn entre la variedad de trigo y el aislamiento. Por esta razon

se prosigui6é con un andlisis de efecto aditivo (Tabla 4.11).

Tabla 4.11: Analisis de la varianza de la fraccién polimérica soluble para el efecto

aditivo de la interaccidn cultivar-aislamiento en los tratamientos.

Efecto SC GL CM F P
Interseccion 0,80 1 0,80 1605,60 0,000
Cultivar 0,01 7 0,00 1,83 0,091
Aislamiento 0,00 2 0,00 3,67 0,029
Error 0,04 85 0,00

ANOVA de la fraccion FPS. SC: suma de cuadrados; GL: grados de
libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p<0,05.

Como se observa en la Tabla 4.11, el efecto del aislamiento produjo
diferencias significativas sobre la fraccion FPS, por lo cual se analiz6 el efecto de la

variable aislamiento a partir del test de Fisher (Tabla 4.12).

Tabla 4.12: Test de Fisher para el efecto del aislamiento de Fusarium graminearum

sobre la fraccion FPS.

Aislamiento Media 1 2

N 0,08 *kkk
AZ 0,09 *kkk *kkk
Am 0,10 e

1y 2: grupos de significancia homogénea.
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Como se observa, los aislamientos Am y N de acuerdo a este tipo de test
estadistico poseen diferencias significativas en cuanto a su efecto sobre la fraccion

FPS, no asi para el aislamiento Az.

2.3 - Andlisis de la fraccion polimérica insoluble

Los datos obtenidos del analisis de la fraccion FPl de acuerdo a ANOVA, se

observan en las Tablas 4.13 y 4.14.

Tabla 4.13: Analisis de la varianza de la fraccién polimérica insoluble para el efecto

interaccion cultivar-aislamiento en los tratamientos.

Efecto SC GL CM F p
Interseccion 32,63 1 32,63 1513,53 0,000
Cultivar 0,31 7 0,04 2,09 0,056
Aislamiento 0,00 2 0,00 0,01 0,988
Interapmon_cultlvar X 0.05 14 0.00 0.17 1,000
aislamiento
Error 1,53 71 0,02

ANOVA factorial de la fraccién FPI. SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado
medio. F: prueba F. Significancia p<0,05.

Tabla 4.14: Analisis de la varianza de la fraccién polimérica insoluble para el efecto

aditivo de la interaccion cultivar-aislamiento en los tratamientos.

Efecto SC GL CM F P

Interseccion 32,74 1 32,74 1757,73 0,000

Cultivar 0,31 7 0,04 2,41 0,026

Aislamiento 0,00 2 0,00 0,01 0,990
Error 1,58 85 0,02

ANOVA de la fraccién FPI SC: suma de cuadrados; GL: grados de
libertad; CM: cuadrado medio. F: prueba F. Significancia p<0,05.

Al igual que para la fraccion FM, en la fraccion FPI se detectaron diferencias

significativas debidas al tipo de cultivar empleado.
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Como se observa, la fraccion FPS mostré diferencias significativas entre los
tratamientos debido al efecto del aislamiento, mientras las demas fracciones sélo

mostraron diferencias debido al aporte genético del cultivar.

3 - Analisis de gluteninas por cromatografia liquida de alta eficacia por fase

reversa

Para el analisis de las proteinas gluteninas, fueron seleccionados los
tratamientos pertenecientes a los cultivares Sy 200, AGP Fast y Klein Tigre en
combinacion con los tres aislamientos (tratamientos n° 10, 11, 12, 19, 20, 21, 22, 23
y 24 de la Tabla 3.5, Resultados y discusion, capitulo Ill). Los mismos se
seleccionaron por presentar amplitud en la respuesta de severidad frente a la
enfermedad, de manera de analizar los cambios proteicos en relacion al grado de
infeccion de las muestras.

A partir de los extractos proteicos obtenidos en el item 3.1 de materiales y
método, se obtuvieron las muestras para analizar en HPLC. Los correspondientes
cromatogramas mostraron una discriminacion entre gluteninas de alto y bajo peso
molecular, de acuerdo a lo reportado en diversos trabajos (Suchy et al. 2003;
Naeem and Sapirstein 2007; Qian et al. 2008). Los picos proteicos fueron
identificados de acuerdo al tiempo de retencion, y se calcularon sus areas
correspondientes utilizando el programa Empower Software. A continuacion se
muestran 3 cromatogramas representativos del perfil proteico de los cultivares bajo

estudio y un control (Figura 4.2).
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3.1 - Andlisis del cultivar Sy 200

A partir de los valores de area obtenidos por la integracion de picos proteicos en
los cromatogramas resultantes del cultivar Sy 200 (tratamientos 10, 11 y 12) se

confeccion6 una matriz de correlacion de Pearson, como se observa en la Tabla 4.15.

Tabla 4.15: Matriz de correlacién de Pearson entre las areas de picos proteicos

obtenidos por HPLC en el cultivar Sy 200.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
097 092 091 080 092 0,17 065 -032 0,83
0,90 09 0,78 095 022 067 -0,33 0,76
0,83 068 0,85 -009 050 -041 0,61
0,90 1,00 030 0,59 -0,05 0,74
091 036 048 031 0,81
0,25 055 -0,05 0,73

P1 -
P2 0,97 -
P3 092 0,90 -
P4 091 096 0,83 -
P5 080 0,78 0,68 0,90 -
P6 092 095 085 1,00 0,91 -
p7 017 022 -0,09 0,30 0,36 0,25 - 0,74 0,39 0,57
P8 065 067 050 059 048 055 0,74 - -0,21 0,80
PO -0,32 -0,33 -041 -005 0,31 -0,05 0,39 -0,21 - 0,04
pP10 083 076 061 0,74 081 073 057 0,80 0,04 -

Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas (p<0,05).

Los valores obtenidos a partir del calculo de las areas correspondientes a los
picos proteicos del grupo lo gluteninas de alto peso molecular (P1-P7) mostraron alta
correlacion entre si, lo cual evidencia un comportamiento similar entre los picos, por lo
que un aumento o disminucién en la sefial en un pico es directamente proporcional al
comportamiento de los demas. Por otro lado, los datos de integracion obtenidos a
partir de los picos proteicos de bajo peso molecular (P8-P10) no mostraron correlacion
entre ellos.

A partir del andlisis de componentes principales (PCA) se observaron
agrupaciones debido al comportamiento diferencial entre los mismos. Al utilizar
solamente los picos correspondientes a la region de gluteninas de alto peso molecular
se obtuvieron dos componentes que explicaron el 80,85% del comportamiento (Tabla
4.16).
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Tabla 4.16: Analisis de componentes principales para los picos proteicos de gluteninas

de alto peso molecular por HPLC del cultivar Sy 200.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada
4,66 66,52 4,66 66,52

2 1,00 14,33 5,66 80,85

Componente Eigenvalues Varianza

—

Al realizar la representacién de los vectores producto del analisis de PCA, se
puede observar que para el primer componente el P7 presenta un comportamiento
diferencial al resto, teniendo un valor mas cercano a 0 que los demas. A su vez,
respecto al segundo componente, los picos se agrupan alrededor de valores cercanos

a 0, a excepcion nuevamente del valor de P7 que se distancia. (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Representacion grafica de los componentes 1y 2 obtenidos del analisis de

PCA para los picos de gluteninas de alto peso molecular en el cultivar Sy 200.
Al agregar al analisis los datos correspondientes a los picos proteicos de la

region de bajo peso molecular, se obtuvieron nuevamente dos componentes, pero que

explicaron el 84,78% de la varianza (Tabla 4.17).
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Tabla 4.17: Analisis de componentes principales para las areas de los picos proteicos

de gluteninas de alto y bajo peso molecular por HPLC del cultivar Sy 200.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada

1 6,71 61,01 6,71 61,01
2 2,61 23,77 9,33 84,78

Componente Eigenvalues Varianza

Se observa en la distribucion de los vectores, que los picos P7 y P9 se alejan del
agrupamiento, mientras que el resto de los mismos quedaron agrupados (Figura 4.4).
Es destacable que exceptuando P5 y P7, todos los picos correspondientes a HMW-GS

dieron negativo para el segundo componente.

Loading scatterplot (p1 vs. p2)

1,2
1,0 P7
08 |
06} P9
0.4

02t

p2

0,0

0,2t

04

-0,6
08

-1,0

_1‘2 " i i i " i L 1 M L
-2 10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 1,0 1,2

p1
Figura 4.4: Representacion grafica de los componentes 1y 2 obtenidos del analisis de

PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar Sy 200.

Para observar la posible relacion entre los cambios proteicos analizados a partir
de los cromatogramas obtenidos por HPLC vy las variables de agresividad y
rendimiento (item 3.1, Materiales y métodos, capitulo Ill) se confeccion6 una matriz de

correlacion (Tabla 4.18).
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Tabla 4.18: Correlacion de Pearson entre las areas de picos proteicos obtenidas por

HPLC y variables de rendimiento y agresividad para el cultivar Sy 200.

Pico  Proteina | iiencia Severidad %GD PMG IF  ISK
proteico total
P1 0.21 20,83 044 017 056 -0,87 -071
P2 0.09 -0.74 047 -026 060 -0,82 -068
P3 0.22 -0.69 050 -032 068 -0.76 -067
P4 0.23 -0.63 049 -029 065 -0.70 -0.62
P5 0.60 -0.62 051 -027 063 -061 -061
P6 0.27 -0.62 050 -029 066 -069 -0.62
p7 0.20 -0.40 055 -048 035 -041 -053
P8 0.11 083 074 059 062 -0.88 -0.89
P9 0.64 0.26 012  -013 008 036 011
P10 0.48 0,93 056 028 053 -0,00 -0,84
HMW HPLC  0.24 -0.74 051 -028 065 -0.80 -0.70
LMW HPLC 037 0,83 064 -043 053 -0,83 -083

%GD: porcentaje de grados dafiados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium.
ISK: indice de incidencia, severidad y granos dafados. Se marcan en negrita los valores
significativos (p<0,05). Los valores de las variables HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron
sumando las areas correspondientes a cada grupo.

Las correlaciones entre los valores de las areas de los picos de HPLC vy las
variables de agresividad mostraron una tendencia negativa entre estos parametros.
Contrariamente, la correlacion entre la variable de rendimiento (PMG) y los valores
obtenidos por cromatografia mostraron una tendencia positiva.

Para comparar el efecto de los aislamientos sobre los valores proteicos se
consider6 como 100% de senal a los valores obtenidos para el aislamiento N (el
menos agresivo), en relacion a los valores de los otros aislamientos. En la Tabla 4.19
se observan diferencias significativas para los valores promedios de las proteinas de
alto peso molecular para los picos proteicos P2, P4, P6 y P7. Los resultados
obtenidos, adscriben una menor agresividad para el aislamiento N evidenciado por una

menor degradacion proteica.
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Tabla 4.19: Comparacion porcentual entre el efecto de los aislamientos Am y Az
respecto al aislamiento N para las areas de los picos proteicos obtenidos por HPLC en
el cultivar Sy 200.

Efecto Am Efecto Az

Pico (%) (%) p
P1 82,65 85,20 0,152
P2 97,81 97,89 0,042
P3 79,01 79,07 0,079
P4 84,21 89,18 0,030
P5 89,09 80,38 0,294
P6 82,13 89,49 0,033
P7 82,97 66,46 0,029
P8 71,80 65,85 0,287
P9 86,55 73,14 0,702
P10 89,74 86,58 0,526
HMW-GS 87,47 88,14 0,041
LMW-GS 83,91 76,65 0,315

Los valores expresados en esta Tabla fueron considerados utilizando los valores del aislamiento N como
el 100%. HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las areas correspondientes a cada grupo. El p fue
calculado con un andlisis de ANOVA. Se marcan en negrita los valores significativos (p<0,05).

3.2 - Analisis del cultivar AGP Fast

De igual manera que con el cultivar anterior, se realizé una matriz de correlacion
para comparar el comportamiento de los picos obtenidos por HPLC en el cultivar AGP
Fast (Tabla 4.20).

Tabla 4.20: Matriz de correlacion de Pearson entre las areas de los picos proteicos
obtenidos por HPLC en el cultivar AGP Fast.

PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

082 o082 o089 081 -049 0,81 0,81 0,83
0,97 098 089 000 062 057 0,64
0,96 092 -002 05 060 0,66
094 -0,15 0,68 0,63 0,69
-0,28 0,80 0,82 0,81

PT -
P2 082 -
P3 082 097 -
P4 089 098 096 -
P5 081 089 092 094 -
P6 -049 000 -002 -0,15 -028 - -051 -0,18 -0,21
P7 081 062 056 068 080 -051 - 085 0,89
P8 081 057 060 063 082 -018 085 - 091
PO 083 064 066 069 081 -021 089 091 -

Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas (p<0,05).
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En esta matriz puede observarse que la mayoria de las areas de los picos
mostraron correlaciones significativas entre los valores correspondientes a las HMW-
GS (P1-P5). Esta alta correlacion también se muestra para las areas de los picos de
LMW-GS (P6-P9).

Al realizar un analisis de componentes principales utilizando solamente las areas
de los picos P1-P5 (HMW-GS), se obtuvo un unico componente, por lo que se
procedié a agregar al set de datos los valores correspondientes al P6-P9. Con esto se

obtuvieron dos componentes, que explicaron el 88% de la varianza total (Tabla 4.21).

Tabla 4.21: Analisis de componentes principales para las areas de los picos proteicos

de gluteninas de alto y bajo peso molecular por HPLC del cultivar AGP Fast.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada

1 7,38 73,89 7,38 73,89
2 1,45 14,58 8,84 88,48

Componente Eigenvalues Varianza

Al representar los vectores producto del analisis de PCA (Figura 4.5), se puede
observar como las areas de los picos de HMW-GS se agrupan. Los valores de los
picos correspondientes a las LMW-GS también mostraron agrupamiento, cercano al de
gluteninas de alto peso, pero se puede apreciar como el segundo componente

generado diferencia a estos dos grupos asignandole valores de signos opuestos.
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Figura 4.5: Representacion grafica de los componentes 1y 2 obtenidos del analisis de
PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar AGP Fast.

Para analizar la relacion entre la respuesta por HPLC y las variables de
agresividad y rendimiento (item 3.1, Materiales y métodos, capitulo Ill) se confeccion6

una matriz de correlacion entre los parametros (Tabla 4.22).

Tabla 4.22: Correlacién de Pearson entre las areas de picos proteicos obtenidas por

HPLC y variables de rendimiento y agresividad para el cultivar AGP Fast.

Pico Proteina | idencia Severidad %GD PMG IF  ISK
proteicos total
P1 20,59 2057 0,82 083 066 074 -073
P2 -0.18 -0.67 08 080 069 -078 -078
P3 -0.13 -0.72 08 083 078 -082 -082
P4 -0.30 -0.66 091 -086 076 -0.82 -0,81
P5 -0.39 -0,83 099 097 088 -094 -094
P6 0,95 023 027 041 -057 042 030
P7 -0.,68 -0,81 08 090 074 -088 -0,87
P8 -0.29 0,86 087 087 067 -084 -089
P9 -0.30 0,83 087 08 070 -08 -089
HMW HPLC  -0.35 -0.73 096 093 081 -088 -088
LMW HPLC  -0.31 0,87 08 088 064 -085 -090

%GD: porcentaje de grados dafiados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium. ISK:
indice de incidencia, severidad y granos dafiados. Se marcan en negrita los valores
significativos (p<0,05). Los valores de las variables HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron
sumando las areas correspondientes a cada grupo.
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En esta matriz, puede observarse una correlacion negativa significativa alta entre
los mismos, principalmente con las variables severidad y % GD.

Para comparar el efecto del aislamiento se procedié de la misma manera que
con el cultivar anterior, considerando como 100% de sefial a los valores obtenidos
para el aislamiento N (el menos agresivo), en relacion a los valores de los otros
aislamientos. En la Tabla 4.23 se observan los datos obtenidos. El aislamiento Az
produjo una menor intensidad de la sefal, comparado con el aislamiento Am, mientras

que el aislamiento N fue el que produjo menores cambios proteicos.

Tabla 4.23: Comparacion porcentual entre el efecto de los aislamientos Am y Az
respecto al aislamiento N para las areas de los picos proteicos obtenidos por HPLC en
el cultivar AGP Fast.

Pico Efecto Am Efecto Az

proteico (%) (%) p
P1 82,84 46,37 0,147
P2 71,29 49,97 0,103
P3 66,23 53,24 0,111
P4 62,42 22,82 0,049
P5 48,28 15,57 0,009
P6 75,20 125,70 0,472
P7 71,43 34,93 0,078
P8 25,33 15,25 0,077
P9 37,16 49,64 0,061

HMW-GS 68,26 41,10 0,022

LMW-GS 57,26 45,68 0,054

Los valores expresados en esta Tabla fueron considerados utilizando los valores del aislamiento N como
el 100%. HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las areas correspondientes a cada grupo. El p fue
calculado con un andlisis de ANOVA. Se marcan en negrita los valores significativos.

3.3 - Analisis del cultivar Klein Tigre
A partir de los perfiles proteicos obtenidos por HPLC para el cultivar Klein Tigre,

se calcularon las areas de los picos proteicos, y se construyd la siguiente matriz de

correlacion de Pearson:
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Tabla 4.24: Matriz de correlacion de Pearson entre las areas de los picos proteicos

obtenidos por HPLC en el cultivar Klein Tigre.

Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
Pl - 076 -057 080 075 073 -038 058 042 -0,04
P2 076 - -016 0,96 084 081 -019 046 0,69 0,60
P3 -057 -016 - -009 -0,12 -023 054 -070 040 0,44
P4 080 09 -009 - 095 091 002 049 0,82 053
P5 075 084 -012 095 - 097 025 058 0,85 047
P6 073 081 -023 091 097 - 025 074 075 047
P7 -038 -019 054 002 025 025 - 001 048 032
P8 058 046 -070 049 058 074 001 - 012 013
P9 042 069 040 082 085 075 048 012 - 060
P10 004 060 044 053 047 047 032 013 060 -

Se marcan en negrita las correlaciones que resultaron significativas.

Similar a los resultados obtenidos para los demas cultivares bajo estudio, la
matriz muestra una correlacion significativa alta entre la mayoria de los picos
correspondientes a las HMW-GS (P1-P6). Por otro lado, para los valores de los picos
correspondientes a las LMW-GS la correlacion fue positiva, aunque no significativa.

Al realizar el andlisis de componentes principales de los picos de gluteninas de
alto peso molecular (Tabla 4.25) se obtuvieron dos componentes que explicaron el
93,33% del total de la varianza.

Tabla 4.25: Analisis de componentes principales para las areas de los picos proteicos

de gluteninas de alto peso molecular por HPLC del cultivar Klein Tigre.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada
1 4,48 74,58 4,48 74,58

2 1,12 18,74 5,60 93,33

Componente Eigenvalues Varianza

Al analizar los vectores generados por el analisis de PCA, se puede observar
que el P3 muestra un valor diferencial debido al componente 1, mientras que el P1
muestra una posicion diferencial en el componente 2. Esto puede observarse en la
Figura 4.6.
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Figura 4.6: Representacion grafica de los componentes 1 y 2 obtenidos del analisis de

PCA para los picos de gluteninas de alto peso molecular en el cultivar Klein Tigre.

Al agregar al analisis los valores de gluteninas de bajo peso molecular se
generaron nuevamente 2 componentes que explicaron esta vez el 82,75% de la
varianza (Tabla 4.26).

Tabla 4.26: Analisis de componentes principales para las areas de los picos proteicos

de gluteninas por HPLC del Klein Tigre.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada
1 5,67 56,74 5,67 56,74

2 2,60 26,01 8,27 82,75

Componente Eigenvalues Varianza

Al realizar este analisis, los picos correspondientes a la gluteninas de alto peso
molecular, conservaron la misma agrupacion que cuando se analizaron solos. Los

picos de bajo peso molecular se mostraron de manera dispersa (Figura 4.7).

90



1.2
1,0
0,8
0,6
0.4

0,2

p2

0,0
-0,2
-0,4
0,6

-0,8

-1,0 t

-1,2

-1,2

Loading scatterplot (p1 vs. p2)

P3
(o]
P7
(s]
£10 P9 ]
[e]
PS5,
m
P8 by ]
Q
10 08 -06 02 00 04 06 08 1,0

p1

Figura 4.7: Representacion grafica de los componentes 1 y 2 obtenidos del analisis de

PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar Klein Tigre.

A partir de los datos de las areas calculadas de los perfiles proteicos obtenidos

por HPLC, y los valores de agresividad y rendimiento se confecciond la siguiente

matriz de correlacion (Tabla 4.27):

Tabla 4.27: Correlacion de Pearson entre las areas de picos proteicos obtenidas por

HPLC y variables de rendimiento y agresividad para el cultivar Klein Tigre.

Pico

Proteina

. Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK
proteico total

P1 0,23 0,34 0,18 0,07 -0,13 0,23 0,25

P2 0,55 -0,04 -0,52 -0,53 0,37 -0,32 -0,30

P3 -0,34 -0,94 -0,82 -0,92 0,99 -0,98 -0,98

P4 0,25 -0,24 -0,49 -058 050 -044 -042

P5 -0,02 -0,46 -0,46 -060 059 -055 -0,53

P6 -0,02 -0,55 -0,58 -0,71 0,70 -0,66 -0,64

P7 -0,70 -0,95 -0,44 -0,55 0,73 -0,78 -0,79

P8 0,18 -0,69 -0,99 -0,98 0,91 -0,91 -0,90

P9 -0,13 -0,61 -0,55 -0,70 0,72 -0,69 -0,67
P10 0,40 -0,55 -0,97 092 0,79 -0,81 -0,80
HMW HPLC 0,31 -0,06 -0,33 -042 0,33 -0,26 -0,23
LMW HPLC -0,25 -0,78 -0,56 -0,67 0,73 -0,76 -0,75

%GD: porcentaje de grados dafiados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium.
ISK: indice de incidencia, severidad y granos dafiados. Se marcan en negrita los valores
significativos. Los valores de las variables HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las
areas de picos correspondientes a cada grupo.
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En esta matriz se puede observar que los valores de los picos decrecen a
mayores niveles de severidad o incidencia (expresado como una correlacion negativa
entre estos parametros). Este resultado es similar al obtenido con el cultivar para los
otros cultivares analizados. De igual manera, la correlaciéon entre los valores de HPLC
y el de PMG dio positivas respondiendo similar a los anteriores cultivares.

Al analizar el efecto del aislamiento en cada uno de los picos (Tabla 4.28), se
observa que exceptuando el P3 y el P7, todos valores obtenidos para los picos
relacionados con los aislamientos Am y Az fueron menores en comparacion con el

aislamiento N.

Tabla 4.28: Comparacion porcentual entre el efecto de los aislamientos Am y Az
respecto al aislamiento N para las areas de los picos proteicos obtenidos por HPLC en

el cultivar Klein Tigre.

Pico Efecto Efecto Az
proteico  Am (%) (%) p
P1 92,43 68,85 0,172
P2 82,10 50,59 0,004
P3 127,86 117,75 0,748
P4 86,24 55,94 0,005
P5 79,70 58,66 0,034
P6 74,43 52,43 0,048
P7 93,28 103,08 0,898
P8 26,97 22,09 0,413
P9 93,65 74,68 0,324
P10 85,78 75,83 0,580
HMW-GS 89,03 54,92 0,008
LMW-GS 67,21 65,84 0,166

Los valores expresados en esta Tabla fueron considerados utilizando los valores del aislamiento N como
el 100%. HMW-GS y LMW-GS se obtuvieron sumando las areas correspondientes a cada grupo. El p fue
calculado con un analisis de ANOVA. Se marcan en negrita los valores significativos.

Resumiendo, los datos obtenidos para los tres cultivares mostraron que los
valores de las areas proteicas correspondientes a las HMW-GS resultaron en su
mayoria agrupados de acuerdo al analisis de PCA. Esto indica que estas proteinas
tuvieron un comportamiento similar ante el efecto de la enfermedad, lo que les permitié
este agrupamiento. Por otro lado, el analisis de las proteinas LMW-GS mostré un

comportamiento disperso para el cultivar Klein Tigre. Estos resultados estuvieron en
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concordancia con los observados en las matrices de correlacion, donde las proteinas
de la fraccion HMW-GS mostraron, en su mayoria, correlaciones altas y significativas.

La comparacion entre las variables de agresividad y rendimiento y los valores
obtenidos por HPLC para las gluteninas, mostré que la mayoria de los componentes
de este grupo proteico tuvo una correlacion significativa con las variables mencionadas
como producto de la enfermedad. Esto quiere decir que para los cultivares estudiados,
mayores niveles de infeccion (medidos como severidad o porcentaje de granos
danados) significaron menores niveles de gluteninas, que son responsables de la
elasticidad y cohesividad de la masa. Resultados similares fueron reportados por
Wang et al. 2005, quienes observaron que a mayores niveles de infeccidon con
Fusarium culmorum, disminuia el porcentaje de gluteninas, en especial las HMW-GS.
Eggert et al. (2010) compararon los efectos entre una infeccién natural y una artificial,
observando que esta ultima mostré valores proteicos mas bajos para la mayoria de las
fracciones estudiadas.

A partir de los datos obtenidos para los tratamientos analizados, se observo una
concordancia en relacién al grado de agresividad adscripto a los aislamientos en el
capitulo Ill, de acuerdo a los valores medidos de la enfermedad en los cultivares bajo
estudio. Por lo tanto, el aislamiento N mostré los valores de sefial mas altos para la
mayoria de los picos proteicos analizados, lo cual indicaria una menor degradacion

proteica en el trigo.

4 - Analisis de gluteninas de alto peso molecular por electroforesis en geles de

poliacrilamida.

Los extractos proteicos obtenidos de acuerdo a lo especificado en materiales y
métodos fueron sembrados en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. El andlisis a partir de las bandas proteicas observadas en los geles,
se realizd para las gluteninas de alto peso molecular. Con esta técnica se pudo
identificar los alelos correspondientes de las bandas proteicas, comparar los efectos
de la infeccidn en las bandas de alto peso molecular en los tres cultivares estudiados

en la seccién de HPLC y determinar el score de calidad en las harinas.
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4.1 - Identificacion alélica

En primer lugar se realizaron geles para la identificacion alélica de las proteinas

de alto peso molecular de los 8 cultivares bajo estudio y el testigo. A continuacion se

muestra un gel representativo de los perfiles obtenidos (Figura 4.8 y Tabla 4.29).

HMW-GS

LMW-GS

Figura 4.8: Perfil de gluteninas de cultivares de trigo bajo estudio. M: Marcador de
peso molecular; 1: SRM Nogal; 2: Sy 100; 3: BioINTA 2005; 4: Sy 200; 5: Buck

Meteoro; 6: BioINTA 1005; 7: AGP Fast; 8: Klein Tigre; T: Testigo Sumai 3.

Tabla 4.29: Identificacion alélica del perfil de gluteninas de alto peso molecular por

SDS-PAGE.

Cultivar Al B1 D1
SMR Nogal - 7+8 5+10
Sy 100 - 6+8 5+10
BioINTA 2005 - 749 5+10
Sy 200 - 6+8 5+10
Buck Meteoro 1 7+8 5+10
BioINTA 1005 1 749 5+10
AGP Fast - 13+16 5+10
Klein Tigre - 749 5+10

A1, B1y D1 corresponden a los genes del complejo Glu-1.



4.2 - Analisis de la infeccion

Posteriormente se seleccionaron los mismos cultivares utilizados en el ensayo
de HPLC (tratamientos n° 10, 11, 12, 19, 20, 21, 22, 23 y 24; Tabla 3.5, Resultados y
discusion, capitulo Ill) para analizar el efecto de la infeccién, utilizando los valores de
los densitograma correspondientes. Los resultados de cada cultivar se muestran en la

Figura 4.9.

Figura 4.9: Geles de poliacrilamida para el analisis de densitometria. A: Perfiles del
cultivar Sy 200; B: Perfiles del cultivar AGP Fast; C: Perfiles del cultivar Klein Tigre.

Tratamientos: T10-T24. M: marcadores moleculares. T: testigo.

4.2.1 - Analisis del cultivar Sy 200

A partir del analisis de las bandas proteicas con el programa GelAnalyzer2010,
se obtuvieron los valores de densidad de las mismas, lo cual permitié su analisis en
relacion a la magnitud de la sefal. A partir de estos resultados se confeccioné una
matriz de correlaciéon de Pearson (Tabla 4.30).
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Tabla 4.30: Matriz de correlacién de Pearson para los valores de densidad obtenidos a
partir de SDS-PAGE del cultivar Sy 200.

5 6 8 10
5 - 0,98 094 0,89
6 0,98 - 0,94 0,91
8 094 094 - 0,97

10 0,89 0,91 0,97 -
5, 6, 8 y 10: Bandas de HMW-GS.

Se observan correlaciones positivas significativas entre los mismos, lo que indica
una respuesta homogénea entre las bandas, es decir que cuando aumenta la sefial de
una de las bandas, aumenta la sefial en todas las demas.

A partir de esta matriz se realizdé una correlacion de Pearson con datos de los

ensayos de agresividad y rendimiento (Tabla 4.31).

Tabla 4.31: Correlacion de Pearson entre los valores de densidad obtenidos a partir

de SDS-PAGE vy las variables de rendimiento y agresividad estudiadas para el cultivar
Sy 200.

Banda Proteina

. Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK
proteica total

5 -0,49 -0,74 -0,84 -0,67 091 -0,79 -0,88
6 -0,42 -0,86 -0,78 -0,58 0,83 -0,91 -0,92
8 -0,63 -0,78 -0,77 -0,55 0,78 -0,78 -0,86
10 -0,61 -0,85 -0,80 -0,59 0,74 -0,83 -0,92

%GD: porcentaje de grados dafiados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium.
ISK: indice de incidencia, severidad y granos dafiados. Se marcan en negrita los valores
significativos.

En esta matriz, se observa que los valores de HMW-GS obtenidos por SDS-
PAGE muestran una correlacion negativa con los valores de incidencia, severidad y
porcentaje de granos dafnados, resultado similar al observado por HPLC.

Para identificar si la diferencia entre las sefales puede atribuirse al efecto del
aislamiento utilizado, se realizé un analisis de ANOVA (Tabla 4.32). Las diferencias no

resultaron significativas.
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Tabla 4.32: Valores de p para los resultados de densitometria de las bandas proteicas

obtenidas para el cultivar Sy 200.

Banda
proteica p
5 0,170
6 0,213
8 0,317
10 0,424
HMW-GS 0,249

El valor HMW-GS se obtuvo de la sumatoria de

todas las bandas.

Se realiz6 un analisis por PCA para evaluar los datos obtenidos a partir de todas
las técnicas empleadas en cada una de las fracciones proteicas bajo estudio. Este

analisis arrojo dos componentes que explicaron el 83% de la varianza (Tabla 4.33).

Tabla 4.33: Analisis de PCA para el cultivar Sy 200 de las fracciones proteicas
obtenidas por espectrofotometria-UV, HPLC y SDS-PAGE.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada

1 13,65 62,03 13,65 62,03
2 4,61 20,97 18,26 83

Componente Eigenvalues Varianza

Este analisis nos permitié observar el agrupamiento de la mayoria de los
resultados de acuerdo a la técnica empleada (Figura 4.10). Los Unicos valores que se
separaron de sus respectivos grupos fueron los picos P7 y P9 de HPLC y la fraccion

FPS de espectrometria-UV.
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Figura 4.10: Representacion grafica de los componentes 1 y 2, obtenidos por PCA de
las fracciones proteicas obtenidas por espectrofotometria-UV (FM, FPI, FPS y UV
Total), HPLC (P1-P10, HMW-GS y LMW-GS) y SDS-PAGE (5, 6, 8, 10 y SDS) para el
cultivar Sy 200.

4.2.2 - Analisis del cultivar AGP Fast

Se utilizé una matriz de correlacion de Pearson para observar las tendencias

entre los valores obtenidos por densitometria. (Tabla 4.34).

Tabla 4.34: Matriz de correlacién de Pearson para los valores de densidad obtenidos a
partir de SDS-PAGE del cultivar AGP Fast.

5 13 16 10
5 - 0,76 0,75 0,66
13 0,76 - 0,70 0,24
16 0,75 0,70 - 0,78

10 0,66 0,24 0,78 -
5,10, 13 y 16: Bandas de HMW-GS.

98



En este analisis se observan correlaciones positivas entre los valores asignados
a las bandas proteicas para un cultivar, observandose disminuciones similares entre
las sefiales de la bandas involucradas.

Los valores obtenidos por densitometria fueron a su vez analizados con respecto
a los datos obtenidos en el ensayo de agresividad y rendimiento como se muestra en
la Tabla 4.35.

Tabla 4.35: Correlacion de Pearson entre los valores de densidad obtenidos a partir
de SDS-PAGE vy las variables de rendimiento y agresividad estudiadas para el cultivar
AGP Fast.

Banda Proteina

. Incidencia Severidad %GD PMG IF ISK
Proteica total

5 -0,66 -0,21 -0,24 -0,26 0,48 -0,28 -0,24
13 -0,51 -0,53 -0,65 -0,62 0,77 -0,60 -0,60
16 -0,50 -0,43 -0,73 -0,71 0,82 -0,67 -0,60
10 -0,12 -0,38 -0,00 0,01 -0,04 -0,03 -0,18

%GD: porcentaje de grados dafiados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium.
ISK: indice de incidencia, severidad y granos dafiados. Se marcan en negrita los valores
significativos.

De igual manera que con el cultivar Sy 200, los valores de densidad de las
bandas obtenidas por SDS-PAGE se correlacionaron negativamente con los valores
de incidencia, severidad y porcentaje de granos danados.

Para analizar si las diferencias entre las sefales obtenidas de acuerdo a los
valores de densidad de las bandas proteicas evidenciadas por SDS-PAGE son
atribuibles al efecto del aislamiento utilizado, se realizé un analisis de ANOVA (Tabla
4.36).

Tabla 4.36: Valores de p para los resultados de densitometria de las bandas proteicas

obtenidas para el cultivar AGP Fast.

Banda
proteica p
5 0,016
13 0,049
16 0,046
10 0,248

HMW-GS 0,001

El valor HMW-GS se obtuvo de la sumatoria de

todos los demas.
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Este analisis arroj6 que para las bandas estudiadas, el efecto del aislamiento
produjo diferencias significativas en la sefial de los mismos, excepto para la banda 10.
Para evaluar las diferentes fracciones proteicas de acuerdo a las diferentes
técnicas utilizadas, se utilizd un analisis por PCA. Este analisis arrojo6 dos

componentes que explicaron el 76% de la varianza (Tabla 4.37).

Tabla 4.37: Analisis de PCA para el cultivar AGP Fast de las fracciones proteicas

obtenidas por espectrofotometria-UV, HPLC y SDS-PAGE.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada

1 11,05 58,15 11,04 58
2 3,36 17,71 14,41 76

Componente Eigenvalues Varianza

En este analisis de PCA de las diferentes fracciones proteicas, se observa como
las sefales obtenidas por HPLC y SDS-PAGE se agrupan segun la técnica de origen
de los datos. Por otro lado, los valores obtenidos por espectrofotometria no mostraron
una agrupacién similar, aunque respondieron de igual manera en el componente 1
(Figura 4.11).
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Figura 4.11: Representacion grafica de los componentes 1 y 2, obtenidos por PCA de
las fracciones proteicas obtenidas por espectrofotometria-UV (FM, FPI, FPS y UV
Total), HPLC (P1-P9, HMW-GS y LMW-GS) y SDS-PAGE (5, 10, 13, 16 y SDS) para
el cultivar AGP Fast.

4.2.3 - Analisis del cultivar Klein Tigre

Se realizé una matriz de correlacion con los datos de densitometria obtenidos a
por SDS-PAGE, que se muestra en la Tabla 4.38.

Tabla 4.38: Matriz de correlacion de Pearson para los valores de densitometria
obtenidos a partir de SDS-PAGE del cultivar Klein Tigre.

5 7 9 10
5 - 063 064 -0,01
7 063 - 041 -0,40
9 064 041 - 0,47

10 -0,01 -0,40 0,47 -
5,7,9y 10: Bandas de HMW-GS.
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La matriz de correlacion mostré que las bandas mostraron una tendencia
positiva, a excepcion de la banda 10.

A continuacion se muestra la Tabla de la correlacion de Pearson entre los
valores de densidad obtenidos a partir de SDS-PAGE y los de las pruebas de
agresividad y rendimiento (Tabla 4.39).

Tabla 4.39: Correlacion de Pearson entre los valores de densidad de las bandas de
SDS-PAGE vy las variables de rendimiento y agresividad estudiadas para el cultivar

Klein Tigre.

Banda Proteina

. Incidencia Severidad %GD PMG |IF ISK
proteica total

5 -0,65 -0,26 -0,28 -0,30 -0,03 -0,06 -0,01
7 -0,02 -0,30 -0,38 -0,27 0,30 -0,31 -0,34
9 -0,69 -0,58 -0,02 -0,06 0,28 -0,31 -0,32
10 -0,26 -0,26 -0,13 -0,06 -0,04 -0,10 -0,09

%GD: porcentaje de grados dafiados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium.
ISK: indice de incidencia, severidad y granos dafiados. Se marcan en negrita los valores
significativos.

Al igual que con los cultivares anteriores, se observa una correlacion negativa
entre los resultados de SDS-PAGE con las variables de agresividad (Tabla 4.40).

Tabla 4.40: Valores de p para los resultados de densitometria de las bandas proteicas

obtenidas para el cultivar Klein Tigre.

Banda
proteica p
5 0,042
7 0,643
9 0,029
10 0,568

HMW-GS 0,238

El valor HMW-GS se obtuvo de la sumatoria de

todos los demas.
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A partir del analisis de ANOVA se observé que hay un efecto significativo entre
aislamientos para las sefales de las bandas proteicas 5y 9.

Para evaluar el comportamiento entre los diferentes tipos de proteinas de
acuerdo a las técnicas ensayadas, se utilizd un analisis PCA que permitio explicar el
70,38% de la varianza. (Tabla 4.41).

Tabla 4.41: Analisis de PCA para el cultivar Klein Tigre de las fracciones proteicas
obtenidas por espectrofotometria-UV, HPLC y SDS-PAGE.

Eigenvalue Varianza
acumulado acumulada

1 10,17 48,42 10,17 48,42
2 4,61 21,96 14,78 70,39

Componente Eigenvalues Varianza

En este anadlisis de PCA, se observa un agrupamiento de las variables de
espectrofotometria-UV. De igual manera, la mayoria de los valores obtenidos a partir
de SDS-PAGE también fueron agrupados en otro grupo, mientras que los valores de
areas obtenidos a partir de los cromatogramas por HPLC mostraron una distribucion

mas dispersa (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Representacion grafica de los componentes 1y 2, obtenidos por PCA de
las fracciones proteicas obtenidas por espectrofotometria-UV (FM, FPI, FPS y UV
Total), HPLC (P1-P10, HMW-GS y LMW-GS) y SDS-PAGE (5, 7, 9, 10 y SDS) para el

cultivar Klein Tigre.
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En resumen, los valores de densitometria obtenidos por SDS-PAGE entre
bandas proteicas, mostraron una respuesta pareja frente a la enfermedad de acuerdo
a la correlacién estimada.

Se observé en el analisis de PCA, para la mayoria de las variables, un
agrupamiento de acuerdo a la técnica de origen de los datos. Este tipo de analisis
mostré ser una técnica fiable para observar el comportamiento de las diferentes
fracciones proteicas frente a la enfermedad. Los antecedentes bibliograficos
encontrados, versan sobre el estudio de los cambios proteicos totales, a diferencia del
presente trabajo, donde se separan en el andlisis los diversos tipos proteicos.
Hernandez Espinosa et al. (2013a) realizaron analisis de componentes principales
para observar la dispersion de las combinaciones alélicas de las HMW-GS como
conjunto, mientras que otros trabajos usaron esta técnica para observar la dispersion
de cultivares respecto a parametros de calidad de los mismos (Horvat et al. 2009,
2014).

Al igual que lo observado para HPLC, los resultados de SDS-PAGE mostraron
correlaciones negativas con las variables de agresividad, coincidiendo con estudios
previos donde se reportaba un efecto negativo de la infeccion sobre la fraccion de
gluteninas de alto peso molecular (Wang et al. 2005, Eggert et al. 2010; Horvat et al.
2014).

5 - Analisis de calidad de las harinas

5.1 - Score de Payne

La importancia del estudio y caracterizacién de la fraccion proteica de las
gluteninas de alto peso molecular, se refleja en los diversos estudios que han
relacionado los alelos de esta fraccion con un parametro de calidad, a partir del cual se
ha desarrollado un score de calidad basado en este perfil (Payne et al.1987). Este
valor es de utilidad como indicador de la calidad del grano (Cornish et al. 2001; Park et
al. 2003; Horvat et al. 2009). El calculo del score para los cultivares analizados se

muestra en la Tabla 4.42.

104



Tabla 4.42: Score de calidad para los cultivares de trigo obtenidos a partir de SDS-
PAGE.

Cultivar A1 Score A1 B1 Score B1 D1 Score D1 Score Total
SRM Nogal nulo 1 7+8 3 5+10 4 8
Sy 100 nulo 1 6+8 1 5+10 4 6
BioINTA 2005 nulo 1 7+9 2 5+10 4 7
Sy 200 nulo 1 6+8 1 5+10 4 6
Buck Meteoro 1 3 7+8 3 5+10 4 10
BioINTA 1005 1 3 7+9 2 5+10 4 9
AGP Fast nulo 1 13+ 16 3 5+10 4 8
Klein Tigre nulo 1 7+9 2 5+10 4 7

La técnica de SDS-PAGE, nos permitid observar diferencias entre los diferentes
tratamientos sobre el perfil proteico, de acuerdo a la variacion de las senales. Para
aproximar el efecto de la enfermedad sobre posibles cambios de calidad en las harinas
estudiadas, se analizé la disminucién de las senales correspondientes en bandas
proteicas relevantes entre las muestras de mayor y menor severidad, de acuerdo al
puntaje asignado en el score. Para lo cual, se calculo la variacion en la sefal de cada
banda entre muestras con el mayor rango de severidad para cada caso. Los

resultados se muestran en la Tabla 4.43.

Tabla 4.43: Variacién en la sefal proteica en SDS-PAGE de los cultivares de trigo.

SRM Nogal nulo 5 7 8 10

A Sefial - 37,19% 48,58% 56,72% 53,47%

Sy 100 nulo 5 6 8 10

A Sefial - 37,76% 53,83% 55,79% 41,18%
BioINTA 2005 nulo 5 7 9 10

A Sedal - 29,58% 37,53% 50,62% 27,77%

Sy 200 nulo 5 6 8 10

A Seial - 31,91% 47,48% 42,34% 35,86%
Buck Meteoro 1 5 7 8 10

A Sefial 0,79% 13,53% 8,18% 15,26% 6,20%
BioINTA 1005 1 5 7 9 10

A Sefial 46,73% 17,55% 42,13% 57,16% 39,17%
AGP Fast nulo 5 13 16 10

A Seial - 13,44% 23,72% 17,38% 21,66%
Klein Tigre nulo 5 7 9 10

A Sefal - 25,67% 9,86% 40,32% 52,04%
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En todos los cultivares de trigo se observé que para los tratamientos con mayor
valor de severidad, las sefiales de las bandas proteicas analizadas perdieron
intensidad. Por otro lado, el cultivar Buck Meteoro mostré ser el menos afectado al
debilitamiento de las bandas resultante de la infeccion de acuerdo a los valores de
severidad observados.

5.2 - Test de Zeleny

El método de sedimentacion por acido lactico, o test de zeleny resulta util en
analisis como el de esta Tesis, ya que permite aproximar la calidad panadera a partir
de muestras pequefas de harinas, y a su vez observar el eventual efecto de las
infecciones. Los resultados se muestran en la Tabla 4.44. Para nuestro caso, los
resultados obtenidos fueron erraticos, no presentando una tendencia clara entre la
severidad de la infeccion, agresividad del aislamiento y el indice de sedimentacion. De
acuerdo a la bibliografia, los valores obtenidos resultaron considerablemente menores
a valores de buena calidad (Shewry and Tatham 2000), aunque aqui debe

considerarse una posible disminucion en los valores, debido al efecto de la infeccion.

Tabla 4.44: indice de sedimentacion de Zeleny de los cultivares de trigo.

Media del indice

Cultivar de sedimentacién
SRM Nogal 12 4,24
Sy 100 20 1,41
BIOINTA 2005 17,5 0,71
Sy 200 17,33 5,69
Buck Meteoro 15,5 4,95
BIOINTA 1005 12 1,41
AGP Fast 11,5 3,54
Klein Tigre 9 2,00

o: desvio estandar.

CONCLUSIONES

La determinacion proteica estimada de acuerdo a la concentracion de nitrogeno
presente en las muestras con técnicas de rutina en el analisis del trigo, mostré que el

valor cuantitativo proteico total no es afectado sustancialmente por al grado de
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infeccién de los granos. A su vez se pudo observar una correlacién inversamente
proporcional entre contenido proteico y rendimiento.

La técnica de espectrofotometria-UV nos permitié la discriminaciéon de distintas
fracciones proteicas de manera sencilla y rapida asi como un analisis semi-cuantitativo
de su constitucion. A partir de la relacion porcentual entre los componentes, se
determiné que la fraccion FPI, la cual es rica en gluteninas de alto peso molecular,
resultdé ser la mas abundante. Al analizar las diferencias halladas en las diferentes
fracciones como producto de la enfermedad, se observd que la fraccion FPS fue la que
mostré diferencias significativas debido a la influencia del aislamiento, mientras que en
las otras dos fracciones se encontraron diferencias significativas por el efecto del
genotipo del cultivar.

La importancia de la caracterizacion de la fraccion proteica de gluteninas, y en
particular de las gluteninas de alto peso molecular, se basa en su elevada contribucion
a la calidad industrial de las harinas. Las técnicas analiticas empleadas en esta Tesis
Doctoral para analizar la constitucion cualitativa proteica fueron eficientes en la
deteccién de cambios en las sefiales proteicas resultantes de los distintos grados de
infeccion.

El analisis por HPLC permitié la obtencion de perfiles proteicos o cromatogramas
representativos de los cultivares analizados, asi como el efecto de la infeccidn. A partir
del calculo de las areas de los respectivos picos proteicos en relacion al diferencial
grado de enfermedad, se determiné que las gluteninas son sensibles a la infeccion,
pudiéndose observar que los valores de los picos decrecen a mayores niveles de
severidad o incidencia. Ademas, la agresividad determinada en la seleccién los
aislamientos, estuvo en relacion a los cambios observados de acuerdo al valor de
significancia obtenido. A partir del analisis de los componentes principales, se observo
un comportamiento diferencial entre los valores correspondientes a las gluteninas de
alto y bajo peso molecular, de acuerdo a la agrupacion resultante.

El analisis proteico con SDS-PAGE, resultdé una técnica util tanto para la
determinacion de la huella proteica y posterior calculo del score de calidad de los
cultivares de trigo, como para el analisis del efecto de la infeccion a partir del
debilitamiento de las sefales.

El score calculado a partir de la presencia/ausencia de proteinas con diferente
implicancia en la calidad del trigo, resulta un método rapido y sencillo. El calculo de
densidad de las bandas proteicas determiné cambios en relacion al grado de infeccion,

lo cual estaria relacionado con la pérdida de calidad.
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Perspectivas futuras

La calidad industrial de las harinas de trigo esta relacionada con la
composicion cualitativa y cuantitativa de los componentes quimicos o estructurales.
Si bien la fraccion de proteinas del gluten es decisiva en la calidad de las harinas, la
fraccion lipidica también esta relacionada con los procesos de formacion de la
masa, siendo responsables de ciertas propiedades de coccidon y organolépticas
relacionadas con la estabilidad.

Dado los escasos antecedentes que existen sobre el efecto de la infeccion
por Fusarium en la fraccién lipidica del grano de trigo, y la importancia de su estudio
en relacion a la calidad de las harinas y productos elaborados, se proyecta
continuar la presente investigacion en la tematica planteada. El tema de trabajo
propuesto como becario postdoctoral es el siguiente: “Andlisis de la composicion
quimica y cambio de calidad en harinas de trigo infectadas por Fusarium
graminearum.”

La investigacion propuesta se llevara a cabo en colaboracion con la estacion
experimental del INTA Marcos Juarez, donde se realizaran los ensayos de trigo a
campo, con el Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Métodos Analiticos
(LIDMA) de la facultad de ciencias exactas de la UNLP, donde se realizaran las
detecciones lipidicas empleando cromatografia gaseosa — masa (GC-EI-MS), y con
el Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental, de la UBA, donde se
realizaran analisis complementarios de contaminacion con micotoxinas empleando
un GC-Masa.
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Figura 1.1: Mapa de las regiones trigueras de Argentina. El sombreado

representa las zonas productoras

Figura 1.2: Esquema de una espiguilla de trigo
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Figura 2.2: Dendrograma obtenido a partir de marcadores ISSR de
agrupamiento de clusters entre aislamientos de Fusarium graminearum s.s.
Aislamientos A: ano 2009; B: afno 2010; C: ano 2011; F.ps.: aislamiento de
F. pseudograminearum utilizado como control. (-): No productor; (+): Bajo

productor; (++): Productor medio; (+++): Muy productor

Figura 2.3: Frecuencia relativa de los aislamientos distribuidos en rangos

de producciéon de DON

Figura 3.1: Correlacion entre contenido de DON y severidad de la

enfermedad

Figura 3.2: Representacion grafica de los componentes 1 y 2, obtenidos

por PCA de las variables de agresividad y rendimiento. %GD: porcentaje de
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granos dafados; PMG: peso de mil granos; IF: indice de Fusarium; ISK:

indice incidencia, severidad y granos dafiados

Figura 4.1: Valores de proteina total obtenidos por método Kjeldahl en

cultivares de trigo infectados por los aislamientos Am (3 ); Az (77 ); N (

)

Figura 4.2: Cromatografia en HPLC-RP de la fraccion gluteninas de: A-
Cultivar Sy 200; B- Cultivar AGP Fast; C- Cultivar Klein Tigre; D- Cultivar
testigo SUMAI 3. HMW-GS: gluteninas de alto peso molecular; LMW-GS:
gluteninas de bajo peso molecular. P4-P4q: picos proteicos. UA: lecturas a
206 nm

Figura 4.3: Representacion grafica de los componentes 1 y 2 obtenidos del
analisis de PCA para los picos de gluteninas de alto peso molecular en el
cultivar Sy 200

Figura 4.4: Representacion grafica de los componentes 1 y 2 obtenidos del

analisis de PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar Sy 200

Figura 4.5: Representacion grafica de los componentes 1 y 2 obtenidos del

analisis de PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar AGP Fast

Figura 4.6: Representacion grafica de los componentes 1 y 2 obtenidos del
analisis de PCA para los picos de gluteninas de alto peso molecular en el

cultivar Klein Tigre

Figura 4.7: Representacion grafica de los componentes 1 y 2 obtenidos del

analisis de PCA para todos los picos de HPLC en el cultivar Klein Tigre

Figura 4.8: Perfil de gluteninas de cultivares de trigo bajo estudio. M:
Marcador de peso molecular; 1: SRM Nogal; 2: Sy 100; 3: BioINTA 2005; 4:
Sy 200; 5: Buck Meteoro; 6: BioINTA 1005; 7: AGP Fast; 8: Klein Tigre; T:

Testigo Sumai 3

Figura 4.9: Geles de poliacrialamida para el analisis de densitometria. A:
Perfiles del cultivar Sy 200; B: Perfiles del cultivar AGP Fast; C: Perfiles del

cultivar Klein Tigre. Tratamientos: T10-T24. M: marcadores moleculares. T:
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testigo

Figura 4.10 Representacion grafica de los componentes 1 y 2, obtenidos
por PCA de las fracciones proteicas obtenidas por espectrofotometria-UV
(FM, FPI, FPS y UV Total), HPLC (P1-P10, HMW-GS y LMW-GS) y SDS-
PAGE (5, 6, 8, 10 y SDS) para el cultivar Sy 200

Figura 4.11: Representacion grafica de los componentes 1 y 2, obtenidos
por PCA de las fracciones proteicas obtenidas por espectrofotometria-UV
(FM, FPI, FPS y UV Total), HPLC (P1-P9, HMW-GS y LMW-GS) y SDS-
PAGE (5, 10, 13, 16 y SDS) para el cultivar AGP Fast

Figura 4.12: Representacion gréafica de los componentes 1 y 2, obtenidos
por PCA de las fracciones proteicas obtenidas por espectrofotometria-UV
(FM, FPI, FPS y UV Total), HPLC (P1-P10, HMW-GS y LMW-GS) y SDS-
PAGE (5, 7, 9, 10 y SDS) para el cultivar Klein Tigre
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ANEXO II: DESARROLLO DE UN PCA

El analisis de componentes principales es una técnica estadistica muy util que

facilita encontrar patrones en bases de datos de gran magnitud. En este anexo se

indicara como realizar un PCA utilizando el programa STATISTICA?Y.

8 STATISTICA - [Data: Ejemplo PCA.sta* (10v by 12c)]

Se debe partir de una base de datos de al menos 6 casos para cada variable:

‘ File Edit View Insert Format Statistics Graphs Tools Data Window Help
DR &SR & BB © o #4L Adtowokbook - AddtoReport ~ &3 K2 .

arial Yo ro|EEER A-2-E-RQ 0 SRS | A w2 D vars v cases - [ -] [
1 2 3 ‘ 4 ‘ 5 B ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 ‘
P1 P2 P3 P4 P5 P& P7 P8 P39 P10
1 5200244 51 8360926,5 1495715 34812345 2010664 4013304 3518263 33134355 30112735 12280191 58 |
2 12896841 20009373 3859454 5 7998664 3882728 5 9344123 3100734 4445768 5 2451264 145671095 )
3 9392377 16718588 2929158 7955246 4521753 93107325 28845835 28002865 3043237 5 12089796 5 |
4 142370155 22272116 3365550 92410335 52535215 105587025 3283458 5 39767925 26933145 16023127 5 _
ﬂ 5 10822487 5 202287435 27399505 8477818 3676153 94072815 4012899 5 4601469 2668711 13839914 5
A B| 135257615 221285935 3338561 10252178 6733113 11693527 5 441519 5014702 3220275 17490506
< 7 52002445 88609265 1495715 34812345 2010864 4013804 3518263 33134355 30112735 122801915
=0 12896841 20909373 3859454 5 7998664 38827295 9344123 3100734 44457685 2451264 145671095
9 9392377 16718588 2929158 7955246 4521753 93107325 28845895 28002865 3043237 5 12089796 5
0f 142370155 22272116 3365550 92410395 52535215 105587025 32834585 39767925 26933145 16023127 5
1 10822487 5 202287435 27399505 8477818 3676153 94072815 40125995 4601469 2668711 13839914 5
2 135257615 221285935 3338561 10252178 6733113 11693527 5 4415191 5014702 3220275

En las barra de herramientas, se abre la pestana Statistics:

F® STATISTICA - [Data: Ejemplo PCA.sta* (10v by 12¢)]

-Ede Edit View Insert Format | Statistics Graphs Tools Data Window Ue

LD=zE SR $@m ¢ il
|Ar|al ] [10 - %8 ByGroup Analysis 3
r [z Basic Statistics{Tables —
1 | multiple Regression K
P1 { anova F
3 9392377 1€ C o 2
4| 142370155 2z Advanced LineariNoniinear Models >
5| 10822487 5 202 5K multivariate Exploratory Techniques  »
6| 135257615 221.E3 Industrial Statistics & Six Sigma ’
7| 52002445 & w Fomer Analves
8 12896841 20 52 pval Networks
9 9392377 1Ee- . :
0 120155 2g D"‘;'t“"”g & Rt o Al y
1| 108224875 202, = 9CDataMining e
2

521 S Text & Document Mining, Web Crawing »
I Statistics of Block Data v

13525761 5

£5 STATISTICA Visual Basic
%l Probability Calculator
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Se busca la opcién “Advanced Linear/Nonlinear Models”, sub opcion “NIPALS
Algorithm (PCA/PLS)”

PCA.sta* (10v by 12c)]

| Statistics Graphs Tools Data Window Help

[ s Add to Report ~ | &3 k2

:,EE ByGroup Analysis BB 1 = & |8l
~ [/ Basic Statistics{Tables

T |/ multiple Regression 5 B 7 a
_ B anova P5 PG p7 Pa
3 il Nonparametrics 2010664 4013804 3518263 3313
g [_ 2¢ pistribution Fitting 82729 5 9344123 3100734 4445

R217R3 OI1N732 A JRRARRA A 280

= [_ Advanced Linear/Monlinear Models E General Linear Models

% K multivariate Exploratory Techniques  » f% Generalized Linear/MNonlinear Models |

| &= &= Industrial Statistics & Six Sigma » %’ General Regression Models

tw ﬂJIi Power Analysis E%sl General Partial Least Squares Models

© 52, Newral Networks Bl nIPALS algorithm (PCAJPLS) |
> Lo Data-Mining L4 E‘, Variance Components ;

4 5 QC Data Mining & Root Cause Analysis » | Survival Analysis
1 S¥4 Text & Document Mining, Web Crawrng ( E_ Nonlinear Estimation

l [E statistics of Block Data . L_ Fixed Nonlinear Regression
:”a Log -Linear .ﬂnalysns of Frequency Tables

|| 3 STATISTICA ¥isual Basic

Em Probability Calculator » §tructura| Equation Modeling

|—'__—————

Se desplegara un cuadro donde se debe seleccionar la opcion “Principal

component analysis (PCA) y confirmar con el ok.

Tl PCAPLS: Ejemplo PCA.sta

Quick |
Er% Deployment -
||f|9| Principal component analysis (PCA) m’
] Partial least squares (PLS) (= OpenData |
BT Select |
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Se desplegara un nuevo cuadro, donde se seleccionaran las variables de
interés en la opcion “Variables”, y se acepta con el ok.

EiPCA Startup: Ejemplo PCA.sta

Quick | NIPALS | Fiting | Options | Advanced |

E Variables: | Cancel I
Categorical: none &l Options v|

Continuous: ALL

BB Factor codes |

= OpenData I

SHECT

@8 Test sample off
tisis  Select I

Se desplegara un cuadro donde estara el resultado del analisis

[l PCA Results: Ejemplo PCA.sta

Comp. | A% | RX(Cu... | Eigenva.. | @ | Limit | @(Cum.. | Signific... | terations |
1 0,670 0,670 6,701 0579 0,182 0579 S B
2 0,185 0,855 1,851 0,838 0,200 0932 S 9
3 0111 0,966 1,107 0,955 0,222 0997 S 3
4 0,024 0,930 0,244 0,988 0,250 1,000 S .

Bl Add next
Quick | Quality  Plots IAdvanced]
Linepiot () | 8 |
Lineplot(p) | (@]

Bl Remove last | Bl Remove all |

Plot labels

* No name/number
" Var/case number

(&S

Scatter (t) | )

i " Var/case name
Component 2 1o )
Component 3 Component 3 + Multiply std.dev.
Component 4 Component 4

" Compute from p

Contl[3. [
[~ Waming |2. .

{4 Codegenerator v
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En este caso observamos que el andlisis arrojé6 cuatro componentes

significativos, que explicaron el 99% de la varianza (R*X Cumulative).

En el angulo inferior izquierdo de la ventana se visualizan los componentes
generados, cuatro en este caso, los cuales se seleccionaran de acuerdo a la
combinacion a analizar, para generar su representacion grafica. Si se quiere que en
el grafico figuren los nhombres de las variables o los casos, se debe seleccionar la

opcién en el recuadro “Plot labels”.

La opcion “Scatter (t)” nos permite ver la distribucion de los casos, mientras
que la opcidén “Scatter (p)” nos grafica los vectores de los componentes para cada

variable.

En el siguiente grafico se observa la distribucion de los casos analizados,
determinandose de forma automatica el limite de confianza de tres desvios
estandar, representado por el 6valo. Si el valor de confianza de interés se desea

distinto, se cambia en la opcién “Limit”.

Score scatterplot (t1 vs. t2)
Standard deviation of t1: 2,589
Standard deviation of t2: 1,361

t2
o

-10 -8 -6 -4 22 0 2 4 6 8 10—+/-3,000*Std.Dev
t1
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La determinacién de los limites de los agrupamientos es una funcion del
operador, de acuerdo a la tematica bajo estudio, para el siguiente grafico se
muestran dos decisiones distintas A y B.

A Loading scatterplot (p1 vs. p2)
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B Loading scatterplot (p1 vs. p2)
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ANEXO II: MEDIOS DE CULTIVO

Agar afrecho

Para preparar este medio se colocan 40 g de afrecho de trigo en 500 mL de
agua destilada y se hierve por 1 h. Luego se filtra con gasa y se recupera el liquido.
Se agregan 20 g de agar y se lleva a un volumen final de 1 L. Se esteriliza en

autoclave a 121°C y 1 atm de presion, durante 15 min.

Agar agua 2% (WA)
Para preparar este medio se agregan 20 g de agar a 1 L de agua destilada.

Se esteriliza en autoclave a 121°C y 1 atm de presion, durante 15 min.

Agar hoja de clavel (CLA)

Para preparar este medio se prepara agar agua 2% (20 g de agar en 1 L de
agua destilada) y se colocan piezas de hoja de clavel estériles de 5 mm?. Una vez
gelificado, se afiade con una pinza estéril una pieza cada 2 mL de medio, siendo
asi 5 o 6 piezas en una caja de Petri de 60 mm de diametro y 11 0 12 en una caja

de Petri de 100 mm de diametro.

Agar papa dextrosa (PDA)

Para preparar este medio se puede partir de papas naturales o de puré
deshidratado. Si se parte de papas naturales, se debe lavar 300 g de papa, cortarla
en trozos (no es necesario pelarlas) y hervirlas hasta comprobar que estén blandas.
Si se parte del deshidratado de papa, se colocan 300 g de polvo en 1 L de agua y
se hierve por 30 min. Luego se las prensa entre tres o cuatro capas de gasa y
recuperar el filtrado en un matraz. Se agregan 20 g de agar y 20 g de dextrosa y
llevar a un volumen final de 1 L. Se esteriliza en autoclave a 121°C y 1 atm de

presién, durante 15 min.

Agar sintético nutritivo (SNA)

Este medio es pobre en nutrientes, por lo que se promueve la esporulacion.
Para prepararlo se agregan 1 g de KH,POy,, 1 g de KNO3, 0,5 g de MgSQO,4+7H,0,
0,5 g de KCI, 0,2 g de glucosa, 0,2 g de sacarosa, 20 g de agar en 1 L de agua

destilada. Se esteriliza en autoclave a 121°C y 1 atm de presién, durante 15 min.
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