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RESUMEN

Thecaphora frezii es el agente causal del carbon del mani, enfermedad de gran importancia
en la zona productora Argentina. La forma mas eficiente de dispersion del patdgeno es a
través de la semilla, contaminandola superficialmente o en pequefias lesiones que no son
detectadas en los controles de calidad. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método
de deteccidn para Thecaphora frezii en semillas de mani mediante la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR). Para esto se amplifico y secuencié la region ITS de
cuatro aislamientos de T. frezii empleando cebadores universales (ITS1/ITS4). A partir de
las secuencias obtenidas, y con el uso del software SeqMan (Lasergene software,
DNASTAR ver. 8.0.2, 2008) se obtuvo una secuencia consenso, con la cual se disefiaron
los cebadores especificos para T. frezii, TF-2F/TF-2R. Para esto se utilizd el software
Primer3 version 0.5. Con los cebadores obtenidos se realizaron pruebas de especificidad y
sensibilidad. Para la primera se realiz6 una PCR usando ADN de aislados de T. frezii y de
otros patogenos transmitidos por la semilla (Sclerotium rolfsii, Sclerotinia minor y
Sclerotinia sclerotiorum). Para los aislados de T. frezii se obtuvo una banda de 160 pb,
mientras que para los otros patdégenos no hubo amplificacion. Para la prueba de
sensibilidad se inocularon grupos de semillas con suspensiones de teliosporas de diferente
concentracion: 1x10*, 1x10°% 1x10% 10 y 1 teliosporas/ml. Se realizé una extraccién de
ADN vy se corrié una PCR. Se observaron resultados positivos hasta 10 teliosporas /ml,
siendo este Gltimo el limite de deteccion de la técnica. Debido a que Argentina es el Unico
pais donde se encuentra reportada la enfermedad en lotes comerciales, la disponibilidad de
un método preciso y sensible de deteccion de Thecaphora frezii, resulta una herramienta
util para verificar la sanidad de las partidas de exportacion, si asi lo requiriesen los paises
compradores. Ademas, resulta fundamental para estudios epidemiologicos de la

enfermedad.

Palabras claves: carbén, ITS, PCR, teliospora



ABSTRACT

Thecaphora frezii is the causal agent of peanut smut, a very important disease in the
Argentine production area. The pathogen can be dispersed by seeds, through surface
contamination or small lesions that are not detected in controls. The aim of this work was
development a method to detect Thecaphora frezii in peanut seeds using the Polymerase
Chain Reaction (PCR) technique. The Internal Transcribed Spacer (ITS) region of four T.
frezii isolates was amplified and sequenced using universal primers (ITS1/ITS4). From
these sequences, and using software SeqMan (Lasergene software, DNASTAR ver. 8.0.2,
2008) a consensus sequence was obtained. Using the software Primer3 version 0.5
(Koressaar y Remm, 2007) a pair of primers specific for the pathogen, named TF-2F and
TF-2R, was synthesized. The primers were analyzed for specificity and sensitivity tests.
The first test involved a PCR using DNA from T. frezii and other seed-transmitted
pathogens (Sclerotium rolfsii, Sclerotinia minor and Sclerotinia sclerotiorum). A 160-pb
fragment was obtained for the T. frezii isolates, whereas no amplification was observed for
the remaining pathogens. For the sensitivity test, groups of seeds were inoculated whit
teliospore suspensions at different concentrations: 1x10%, 1x10% 1x10% 10 and 1
teliospores/ml. A DNA extraction was performed a PCR was run. Positive results were
observed at concentrations up to 10 teliospores /ml, the latter being the PCR detection
limit. Because Argentina is the only country where the disease is reported, the availability
of the detection method of Thecaphora frezii by PCR technique is usefu to check the health
of peanut exportation. The specificity of this method, along with its sensitivity, makes it an

important tool for epidemiological studies of peanut smut.

Key words: smut, ITS, PCR, teliospora
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El mani es una planta herbacea procedente de América del Sur. Su centro de origen
se localiza entre las zonas que actualmente pertenecen al Sudeste de Bolivia y Noroeste de
Argentina, donde se encuentran las especies involucradas en su filiacion (Ferndndez y
Giayetto, 2006). En 1753, el botanico Linneo clasifico a la especie cultivada como Arachis
hypogaea L. con dos subespecies, hypogaea y fatstigiata (Krapovickas y Gregory, 1994).
Pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoidea, género Arachis (Lavia,
1998). Es una planta herbécea anual, de porte erecto, intermedio y rastrero dependiendo de
la variedad. Los cultivares de tipo erecto pueden alcanzar los 40 cm de altura y los
rastreros pueden alcanzar un didmetro de 120 cm (Oddino, 2007). La planta de mani posee
una estructura basica formada por un tallo central (eje n) y dos ramificaciones primarias
(n+1) que se originan en las axilas de los cotiledones, pudiendo presentar otras
ramificaciones de orden superior (n+2, n+3). La cantidad de ramificaciones varia de
acuerdo al genotipo (Ferndndez y Giayetto, 2006). Las semillas sanas emergen
rapidamente bajo condiciones adecuadas de humedad y temperatura. Con el inicio de la
germinacién, el rapido incremento del metabolismo ayuda a la translocacion de sustancias
al eje embrionario donde se reorganizan y favorecen al crecimiento (Cholaky, 1984). En su
desarrollo, el mani se caracteriza por tener una etapa vegetativa y otra reproductiva. La
fase vegetativa va desde la germinacién hasta la formacion de tallos y las hojas, y la fase
reproductiva va desde el inicio de la floracion (R1) hasta la obtencion de frutos
sobremaduros (R9) (Cholaky, 1996; Fernandez y Krapovickas, 1994). Las flores de mani
estan dispuestas en inflorescencias (espigas comprimidas) que se desarrollan en los nudos
foliares. Por dia emerge una flor por inflorescencia. Las restantes van emergiendo
sucesivamente varios dias después de la anterior (Bunting y Elston, 1980). El proceso de
floracion abarca casi el 80% del ciclo del mani y se superpone con el periodo de
fructificacion. Después de la fecundacion, las células localizadas debajo del receptaculo se
dividen rapidamente dando origen al gin6foro o “clavo”. Este ultimo crece hacia el suelo

por estimulo de la luz llevando en su extremo al ovario protegido por una capa de células



lignificadas (Ashley, 1984). Una vez introducido en el suelo, la elongacion se detiene y
comienza el desarrollo del fruto. Para esto es necesario oscuridad, estimulo mecéanico del
medio, humedad y presencia de calcio (Fernandez y Giayetto, 2006).

El cultivo del mani es importante en las zonas de clima tropical, subtropical y
templados de América, Africa y Asia donde se produce para consumo humano. En algunas
zonas de Europa, ademés se produce como forraje para alimentacion animal (Hammons,
1982, 1994). La planta se desarrolla adecuadamente en suelos profundos, ligeramente
acidos y con buen drenaje. Los suelos con bajo contenido de arcilla son los adecuados ya
que el sistema radicular se desarrolla ampliamente, presentan poca resistencia a la
penetracion del clavo, facilita el arrancado y las vainas se cosechan relativamente limpias
(Pedelini, 2014).

En Argentina, la produccién de mani tiene como objetivo el consumo humano, ya
sea de manera directa 0 a través de productos elaborados a partir de este, como el aceite y
la pasta de mani entre otros. En la campafia 2013/14 la superficie sembrada alcanz6 las
383.116 ha, de las que se cosecharon 997.225 toneladas de mani en caja con un
rendimiento promedio de 27 qq por hectarea (Bolsa de cereales de Cérdoba, 2014). EI 80%
de lo producido se destina a exportacién, caracterizando a la industria manisera como
netamente exportadora. Estas caracteristicas de mercado posicionan a Argentina como el
séptimo productor y el primer exportador de mani a nivel mundial (Fiant et al., 2013).
Entre los principales destinos de la produccion se encuentran la Unidén Europea, USA,
Rusia, China, India y Japon entre otros. No solo se exporta la produccion primaria, sino
también productos manufacturados como mani confiteria, mani saborizado, pasta, manteca,
aceite, harina y pellets de mani (Camara Argentina del mani, 2013).

En Argentina, el cultivo del mani se distribuye en las provincias de Coérdoba, La
Pampa, San Luis, Salta y Jujuy, siendo Cordoba la responsable del 92% de la produccién
total. En esta provincia el area manisera se encuentra principalmente distribuida en la
region Centro-Sur, incluyendo los departamentos de Rio Cuarto, Gral. Roca, Juarez
Celman, Pte. Roque Saenz Pefia, Tercero Arriba, Gral. San Martin, Rio Segundo, Union,
Rio Primero, San Justo y Calamuchita (Tabla 1.1, Fig. 1.1). Del total de la superficie
sembrada en la provincia de Cordoba, aproximadamente el 59% se encuentra distribuida
entre los departamentos de Gral. Roca y Rio Cuarto (Bolsa de cereales de Cérdoba, 2014).



Tabla 1.1. Distribucion por departamentos del area sembrada con mani en la
provincia de Cordoba en la campafia 2013/14.

Departamento Superficie de mani Rendimiento en caja
(has) (qg/ha)
General Roca 106.966 22
Rio Cuarto 96.139 29
Juarez Celman 46.697 32
Pte. Roque Saenz Pefia 26.556 29
Tercero Arriba 19.842 27
Gral. San Martin 16.886 27
Rio Segundo 9.976 25
Unioén 9.349 31
Rio Primero 7.560 34
Santa Maria 1.426 26
Marcos Juarez 1.200 38
San Justo 823 25
Rio Seco 338 25
Calamuchita 283 11
Total 344.041 27

Fuente: Bolsa de Cereales de Cdordoba y Cadmara de Cereales y Afines de Cordoba. 2014.
Informe especial n® 69, Campafia 2013/14: Produccion final de mani.
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Fig. 1.1. Area de siembra y rendimientos de mani en caja (qg/ha) en la campafia 2013/2014 en las provincias de Cordoba,
La Pampa y San Luis. Fuente: Bolsa de Cereales de Cérdoba y Cadmara de Cereales y Afines de Cordoba. 2014. Informe

especial n® 69, Campafia 2013/14: Produccion final de mani.

Unos de los principales inconvenientes en el cultivo del mani estan dados por las
enfermedades causadas por hongos del suelo. Esto se debe a la morfologia de la planta, por
su capacidad de producir geocarpos (frutos subterraneos), y por el habito de crecimiento
rastrero de las variedades utilizadas comercialmente en Argentina. Esta particularidad, deja
a las vainas y ramificaciones expuestas a infecciones por el indculo presente en suelos
infestados. En la provincia de Cérdoba, las enfermedades mas importantes son el “tizon”
causado por Sclerotinia minor y Sclerotinia sclerotiorum, el “marchitamiento” por
Sclerotium rolfsii, la “podredumbre parda” por Fusarium solani y el “carbon” por
Thecaphora frezii (March y Marinelli, 2005). Los agentes causales de estas enfermedades
poseen la capacidad de permanecer en los lotes por medio de sus estructuras de resistencia

y, salvo T. frezii, todos poseen un amplio rango de hospedantes, lo que dificulta su



erradicacion (Barreto, 1992). Debido al aumento de las pérdidas producidas por estos
hongos, durante las décadas de 1980 y 1990 ocurrié una migracion del &rea de produccion
de mani desde la zona central hacia el sur de la provincia de Cérdoba, siendo la presencia
de estos patogenos un factor limitante de la produccién (Marinelli y March, 1996; Busso et
al., 2003; Oddino et al., 2005).

El carbon del mani fue reportado por primera vez en el afio 1962 en muestras de
mani silvestre provenientes de Aquidauma, Matto Grosso, Brasil (Carranza y Lindquist,
1962) (Fig. 1.2). En el afio 1995 T. frezii fue detectada en lotes de produccion comercial en
Argentina (Marinelli et al., 1995). Desde entonces la intensidad de la enfermedad fue
creciendo hasta registrarse valores de prevalencia del 100% en las campafias agricolas
2011/2012 (Bonessi et al., 2011; Cazzola et al., 2012). Hasta el momento, Argentina es el
unico pais que informo la enfermedad en lotes comerciales.

La clasificacion taxondmica de T. frezii se realizd en base a la morfologia de las
teliosporas y las caracteristicas de los sintomas de la enfermedad, en el afio 1962 por
Carranza y Lindquist. Conforto et al., (2012, 2013) confirmaron dicha clasificacion
mediante la caracterizacion molecular de la region D1-D2 de la subunidad mayor del ADN
ribosomal (28S ADNr). Es un hongo perteneciente a la Clase Ustilaginomycetes, Familia
Glomosporiaceae, Género Thecaphora (Marinelli et al., 2010). Los frutos afectados
presentan hipertrofia y consistencia gomosa (Fig. 1.3), mientras que los granos se
encuentran total o parcialmente convertidos en una masa carbonosa compacta de color
pardo-rojiza formada por teliosporas (Fig. 1.4). Estas Gltimas, vistas al microscopio 6ptico
son de color marrén, con un tamafio de entre 20 y 40 micras y presentan la superficie
espinulada (Marraro Acufia et al., 2013) (Fig. 1.5).



Fig. 1.3. Vainas afectadas por carbon del mani. A: Planta de mani con vainas hipertrofiadas por carbon. B: Comparacion
entre vainas sanas (derecha) y vainas afectadas (izquierda).



Fig. 1.4. Sintomas producidos por Thecaphora frezii en vainas de mani con distintos grados de afectacion. A: Lesion leve
en una semilla. B: Lesion de mayor tamafio en una semilla. C: Una semilla totalmente carbonosa y la otra sana. D:

Ambas semillas totalmente carbonosas.

Fig. 1.5. Teliosporas de Thecaphora frezii. A: Vista de teliosporas observadas al microscopio dptico. B: Vista de
teliosporas observadas al microscopio confocal (Laboratorios LAMARX - FAMAF — UNC). C: Vista de teliosporas
observadas al microscopio electronico de barrido (NUcleo de apoio a pesquisa em microscopia eletrdnica aplicada a

pesquisa agropecudria, Piracicaba, Brasil).

Una vez que las teliosporas se encuentran libres en el suelo, su germinacion es
estimulada por la presencia del gindforo o “clavo” cuando penetra en el suelo infestado,
produciéndose de esta manera una infeccidon y colonizacion “localizada” del tejido vegetal
(Marinelli et al., 2008; Marraro Acufia, 2012). El proceso de germinacion incluye la
formacion de un probasidio y basidiosporas que luego de la conjugacion, dan origen a un
micelio dicaridtico e infectivo que penetra en el clavo, y con el desarrollo del fruto, se
origina la masa carbonosa de teliosporas (Marinelli et al., 2010; Astiz Gasso y Marinelli,
2013) (Fig. 1.6).
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Fig. 1.6. Ciclo bioldgico de Thecaphora frezii.

Se estudiaron diferentes estrategias de manejo que pueden disminuir la intensidad
de la enfermedad en el campo. Farias et al., (2011) evaluaron la respuesta de cultivares
alto-oleico frente al carbon del mani. Concluyeron que el cultivar Pepe ASEM-INTA
presentaba mejor comportamiento frente a la enfermedad, mostrando un 34% de incidencia
contra un 71% del cultivar Colorado Irradiado-INTA usado como testigo. Otra herramienta
importante esta relacionada con la rotacién de cultivos. Fundacion Mani Argentino (2010),
a través de sus informes sobre manejo de enfermedades fungicas de mani asegura que
aquellos cultivos que provienen de rotaciones con mas de 3 afios sin mani, muestran un
descenso importante en densidad de indculo en el suelo, ademas de presentar sensibles
disminuciones en los niveles de incidencia y severidad. Ademas, datos de Marraro Acufia y
Haro (2011), indican que el cultivo de mani que fue antecedido por maiz presenta menos
enfermedad que el antecedido por soja. Otra practica que podria ser usada es la realizacion
de una labranza profunda. Spinazzé y Marraro Acufia (2011), concluyen que la aplicacion

de précticas que entierren las teliosporas a méas de 15 cm de profundidad, disminuye las



probabilidades de ocurrencia de la enfermedad, ya que el fruto se desarrolla entre los 5y 7
cm en el suelo.

Con respecto al uso de fungicidas, no existe un principio activo que controle la
enfermedad en un 100%. En el afio 2011 Astiz Gassé y Wojszko realizaron pruebas in
vitro con fungicidas curasemillas (Carboxim, Metalaxil, Metiltiofanato, Captan),
obteniendo buenos resultados, aunque dicho comportamiento no se repite en el campo.
Existen fungicidas foliares que proporcionan una eficiencia de control moderada. El uso de
picoxystrobin+cyproconazole en dosis dobles y con 2 aplicaciones (900 cc/ha - inicio de
clavado + 4 dias), provee una eficiencia de control del 41% en el campo (Cazdn et al.,
2013). Paredes et al. (2014) evaluaron de manera experimental la aplicacion de fungicidas
granulados agregados al voleo. El fundamento de dicha formulacién esta en la lenta
liberacion al suelo de los fungicidas para la proteccion del cultivo durante el periodo de
clavado (Fig. 1.7). La formulacién mas efectiva es la de picoxystrobin+cyproconazole, con
un 42% de eficiencia de control al igual que la aplicacion foliar de los mismos principios

activos.

Fig. 1.7. Fungicida granulado aplicado al voleo en ensayos para el manejo del carbon del mani.

Para determinar el dafio producido por carbdn se tienen en cuenta 2 parametros:
incidencia y severidad. Se define a la incidencia como el porcentaje de cajas afectadas y la
severidad se determina segln una escala de 0-4, que considera la proporcion en que se
encuentran afectadas las vainas (El grado O representa vainas sin carbon; Grado 1: vaina

normal con un pequefio soro en una semilla; Grado 2: vaina deformada o no con una



semilla mitad afectada; Grado 3: vaina malformada y una semilla totalmente carbonosa,
Grado 4: vaina malformada, dos semillas totalmente carbonosas (Astiz Gasso et al., 2008)
(Fig. 1.8).

g Grado 0: Fruto y semillas sin sintomas

Grado 1: Fruto sin sintomas vy semillas con manchas casl imperceptibles,

Grado 2: Fruto que presenta hipertrofia y consistencia gomosa, Una
/ semilla parcialmente carbonosa,

Grado 3: Fruto que presenta hipertrofia y consistencia gomosa, Una
semilia totalmente carbonosa v la otra sana o parcialmente carbonosa.

Grado 4: Fruto que presenta hipertrofia y consistencia gomosa, Todas las
semilla totalmente carbonosas,

Fig. 1.8. Escala de severidad de carbdn del mani.

Entre los medios de dispersion del patégeno podemos mencionar al viento, la
maquinaria agricola y las semillas (Marraro Acufia et al., 2011). La nube de polvo que se
genera en el momento de la cosecha del mani se encuentra cargada de teliosporas, que por
accion del viento pueden ser transportadas hacia otros lotes (Fig. 1.9). La maquinaria
agricola también puede transportar al patdgeno, ya que este Ultimo se adhiere a su
superficie. La semilla representa la forma de dispersion mas eficiente a largas distancias,
por la cual ingresa a nuevos lotes (Marraro Acufia et al., 2009, 2011). Las teliosporas se
pueden encontrar infestando externamente a la semilla o en pequefios soros (Fig. 1.10). La
contaminacion superficial del grano se produce principalmente en el proceso de
descapotado, donde los frutos que se encuentran total o parcialmente carbonosos, liberan
millones de teliosporas que se adhieren a la superficie de granos sanos (Marinelli et al.,
2008). Estas teliosporas pueden ser detectadas utilizando microscopia Optica. Para esto se

realiza un lavado de las semillas y observacién al microscopio del agua de lavado (Marraro
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Acufia et al., 2012). Es un método econémico, aunque poco sensible y requiere de mucho

tiempo al momento de procesar un gran nimero de muestras.

Fig. 1.9. Nube de polvo liberada durante la cosecha del mani (iméagenes de Rodolfo Bongiovanni).

Fig. 1.10. Grano de mani con un soro provocado por Thecaphora frezii. Principal vehiculo del patégeno a larga distancia.

Una alternativa a la microscopia Optica como método de deteccion, son las técnicas

moleculares basadas en el analisis del ADN. Poseen la ventaja de ser altamente sensibles,
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especificas e independientes del efecto ambiental, ya que detectan secuencias especificas
de ADN en muy bajas concentraciones (Narayanasamy, 2011). La mayoria de los métodos
moleculares empleados tienen como base la técnica de PCR que consiste en amplificar in
vitro un segmento de ADN del organismo en estudio y realizar un gran nimero de copias
del mismo para su visualizacion (Gardes y Bruns, 1993; Kendall y Rygiewicz, 2005;
Véanky y Lutz, 2007).

Los elementos importantes en la PCR son el ADN molde, la enzima ADN
polimerasa, los oligonucledtidos o cebadores especificos, los desoxirribonucleotidos
trifosfatados (dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), una solucion buffer y agua
(Tamay de Dios et al., 2013). Los oligonucle6tidos o cebadores especificos son secuencias
cortas de nucledtidos (entre 15 y 25 pb) complementarias a las secuencias que flanquean el
segmento de ADN que queremos amplificar (ADN molde). A partir de estos, la ADN
polimerasa multiplica el segmento de interés a través de los distintos ciclos de PCR. Cada
ciclo consta de 3 etapas. En la primera se produce la separacion de las hebras de ADN
(desnaturalizacion) por incremento de la temperatura (95°C). En la segunda etapa la
temperatura se reduce para permitir que los cebadores se unan a las cadenas individuales
del ADN molde (hibridacion o “annealing”). La temperatura de annealing varia de
acuerdo a la composicién y longitud de los cebadores especificos (Borah, 2011). En la
tercera etapa, la enzima ADN polimerasa sintetiza la cadena de ADN complementaria del
ADN molde usando los dNTPs (Mullis, 1990). La enzima ADN polimerasa utilizada
comunmente en las mezclas de reaccién es la Tag ADN Polimerasa, que tiene la capacidad
de ser estable a temperaturas elevadas, debido a que proviene de una bacteria termofila
[lamada Thermus aquaticus. Su temperatura 6ptima de trabajo es de 72°C (Tamay de Dios
et al., 2013). Por lo general se necesitan de 25 a 45 ciclos de amplificacién para que el
segmento de interés pueda ser visualizado (Fig. 1.11). El proceso de PCR se lleva a cabo
en un Termociclador, que proporciona las condiciones de temperatura necesarias para la
amplificacion geométrica del segmento de ADN a través de sucesivos ciclos. Una vez
finalizada la PCR, los productos obtenidos son observados mediante una electroforesis en
gel de agarosa. Este Gltimo actla como un tamiz que separa las moléculas cargadas por
tamariio (peso molecular) y forma (Ochoa Cueva, 2008). En el caso de los acidos nucleicos,
el grupo fosfato les proporciona carga negativa, por lo que en una electroforesis migran

hacia el polo positivo. Para poder visualizar los fragmentos de diferentes tamafios en un gel
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de agarosa es necesaria la tincion del mismo en Bromuro de Etidio. Este se intercala entre
las dobles cadenas de ADN y emite una sefial al ser expuesto a la luz UV, lo que permite la
visualizacion en forma de bandas de los productos amplificados en la PCR (Tamay de Dios
etal., 2013).

Ciclo 4
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-3
-3 —
Ciclo § S —
Ciclo 1 < — '
S 35 ciclos
ADN < CE——
Molde — Clela 3 —]
g
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— < Clclo 8
— ) —
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{ AMPLIFICACION EXPONENCIAL :>

Fig. 1.11. Esquema del proceso de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

Existen regiones del ADN mas adecuadas que otras para la identificacion molecular
de hongos, debido a la gran variabilidad que presentan entre especies. La primera y mas
utilizada es la regién del ADN ribosomal (ADNTr) (Gardes y Bruns, 1993), la segunda es el
gen de B-tubulina y la tercera es un gen “mating-type” en ascomycete (Chen et al., 2007).
El ADNr consiste en repeticiones en tandem del gen 18S, el espaciador intergénico 1
(ITS1), el gen 5.8S, el espaciador intergénico 2 (ITS2) y el gen 28S. Las secuencias
correspondientes a los genes 18S, 5.8S y 28S se encuentran relativamente conservados en
hongos, por lo que son usadas para estudios filogenéticos (Yang, et al., 2005; Ochoa
Cueva, 2008). Sin embargo, las regiones intergénicas (internal transcribed spacers) ITS1 e
ITS2 son utilizadas con fines de identificacion de especies (Gardes y Bruns, 1993; Sander
et al., 1995; Shahnazi et al., 2012; Xie et al., 2012). Al tratarse de secuencias que no

transcriben, no poseen una funcién biologica aparente y acumulan mutaciones neutrales a
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lo largo del tiempo que le otorgan gran variabilidad (Cruz, 2003; Atkins y Clark, 2004;
Rodriguez Gonzales, 2007). La region ITS posee la caracteristica de ser una secuencia
relativamente corta (entre 600 y 800 pb), es facil de amplificar usando cebadores
universales a partir de muestras con ADN degradado y en bajas concentraciones (Lorena et
al., 1999; Weiland y Sundsback, 2000; Le Cam et al., 2001; Villalobos et al., 2005; Smith
y Stanosz, 2006; Zaho et al., 2007; Magalh&es de Abreu y Pfenning, 2012). En 1990 se
disefiaron los primeros cebadores universales para la amplificacion de la region ITS en
hongos, los ITS1, ITS2, ITS3 e ITS4 (White et al., 1990), que ademas de amplificar los
espaciadores intergénicos, también amplifican el gen 5.8S (Fig. 1.12). Dichos cebadores
fueron ampliamente utilizados para la detecciébn molecular de hongos fitopatdgenos
(Gardes y Bruns, 1993; Sander et al., 1995; Shahnazi et al., 2012; Xie et al., 2012). A
partir de los productos amplificados obtenidos con los cebadores ITS universales, es
posible el desarrollo de cebadores que amplifiquen secuencias especificas de cada tipo de
patégeno (Zhao et al., 2007). Esta es la estrategia mas eficiente para desarrollar un método

de diagnostico sensible y especifico (Montpetit et al., 1992).

msi->

4 185 — m — 28S b

Fig. 1.12. Esquema del ADN ribosomal (ADNr) en hongos.

Existen varios factores a considerar en el disefio de cebadores. El primero esta
relacionado a la temperatura de hibridacion (Ta), que es la temperatura en la cual los
cebadores hibridaran con la secuencia complementaria de la hebra molde de ADN blanco
para iniciar el proceso de amplificacién. La Ta depende directamente de la longitud de los
cebadores, del contenido de Citosina y Guanina y de la concentracion de los cebadores en
la mezcla de reaccion (Innis and Gelfand, 1990). Una Ta demasiado baja puede disminuir
la especificidad de los cebadores por la secuencia blanco, la aparicion de amplificados
espuerios (Rychlik et al., 1990). Una Ta demasiado alta, puede generar bajo rendimiento

en la amplificacion, ya que la reaccion es mas restrictiva, incluso para cebadores
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especificos (Pinzon, 2006). La Ta utilizada en la reaccion de PCR debe ser similar para los
dos cebadores, de esta manera se optimizan los rendimientos del proceso (Dieffenbach et
al., 1993).

Otros factores que se deben tener en cuenta son la longitud de los cebadores y su
composicion (Lowe et al., 1990). Con respecto a la longitud, los cebadores deben poseer
entre 18-28 bases. Los cebadores mas cortos pueden disminuir la especificidad, mientras
que los mas largos pueden afectar a la sensibilidad del método (Wu et al., 1991). Con
respecto a la composicion de bases nitrogenadas, el contenido de Citosina y Guanina no
debe superar el 60% del total y no debe haber mas de tres de estas bases en la region 3.
Esto reduce la posibilidad de formacion de horquillas o hairpins, situacion donde los
cebadores tienden a plegarse por apareamiento entre sus propias bases. Ademas, las
secuencias de los dos cebadores deben ser tales que eviten el apareamiento entre ellos
(formacion de dimeros), situacion que también puede originarse por una elevada
concentracion de cebadores en la mezcla de reaccion (Dieffenbach et al., 1993) (Fig. 1.13).
Por el contrario, si la concentracion de los cebadores es baja puede ocasionar un pobre

rendimiento de la reaccion, afectando la sensibilidad del método.
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Fig. 1.13. Interacciones entre cebadores. A: horquilla o hairpin. B-C: dimero de primers.

Consideraciones para el disefio de cebadores (Innis and Gelfand, 1990; Wu et al., 1991)

e Los cebadores deben tener una longitud de 18-28 bases.

e El contenido de G+C debe estar alrededor del 50-60%.

e La Ta debe ser muy proxima para ambos cebadores.

e Se deben evitar secuencias de 3 0 mas Cs o0 Gs en las regiones terminales 3'.

e Las terminaciones 3' no deben ser complementarias, ya que esto puede llevar a la

formacion de dimeros.
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e Deben evitarse los cebadores que formen secuencias auto-complementarias.

Todos estos parametros pueden calcularse mediante expresiones matematicas y
deben ser tenidos en cuenta al momento de disefiar los cebadores. Actualmente, esta tarea
se ve simplificada por el uso de programas Bioinformaticos basicos que, dentro de sus
algoritmos contemplan todos los parametros necesarios proporcionando una lista de
posibles secuencias de bases para sintetizar los cebadores que serdn probados en la PCR
para la deteccion de microorganismos (Rychlik et al., 1989; Hyndman et al., 1996).
Muchos de estos programas se encuentran en internet para su uso gratuito. Uno de ellos es
el Primer3 versién 0.5, ampliamente usado para el disefio de cebadores (Untergrasser et al.,
2012). Este software es relativamente facil de utilizar y los resultados son confiables y de
facil interpretacion (Koressaar y Remm, 2007). También considera modelos
termodinamicos para la prediccion de la temperatura de hibridacion y la formacién de
hairpins y dimeros de primers (Allawi and Santa Lucia, 1997, 1998; Peyret et al., 1999;
Bommarito et al., 2000; Santa Lucia and Hicks, 2004). Ademas, a diferencia de otros
software, el Primer3 posee una interface con el banco de genes NCBI denominada
“Primer-BLAST” (Benson et al., 2010). Esto permite chequear la especificidad de los
cebadores disefiados, considerando todas las secuencia de ADN de otros organismos
almacenadas diferentes al de nuestro interés (Rozen and Skalestsky, 2000; Sayers et al.,
2012; Untergrasser et al., 2012).

La disponibilidad de todas estas herramientas, permiten la puesta a punto de un
método de deteccion para Thecaphora frezii basado en biologia molecular.

Debido a que Argentina es el Gnico pais donde se ha reportado en mani cultivado la
presencia de carbon, es necesario contar con un metodo rapido, preciso y sensible para la
deteccién de Thecaphora frezii en las semillas de esta leguminosa. Esta necesidad se
refuerza en las caracteristicas agroexportadoras de la industria manisera (Camara
Argentina del mani, 2013), que ademas de productos manufacturados, exporta granos y
semillas de mani. Esto representa un riesgo fitosanitario, ya que son el principal vehiculo
del patdgeno a lotes no infestados (Marraro Acufia et al., 2009, 2011). La exigencia de
sanidad por parte de los paises compradores podria constituir una barrera para-arancelaria,
lo que representaria grandes problemas, especialmente para las zonas cuyas principales

actividades econdémicas se sustentan en la industria manisera. La disponibilidad de un
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método de deteccion sensible, no solo resultaria Util para verificar la sanidad de las partidas
de exportacion. También podria aplicarse en el estudio de la epidemiologia de la
enfermedad y en los procesos de produccion de semillas, para lo que se necesitan suelos
libres de patogenos y material de partida sano. Los métodos moleculares basados en la

técnica de PCR resultan eficientes para tal finalidad.

17



HIPOTESIS

Las teliosporas de Thecaphora frezii que se encuentran como contaminantes en las
semillas de mani pueden ser detectadas mediante la técnica de PCR (Reaccion en Cadena

de la Polimerasa) utilizando cebadores especificos disefiados de novo.

OBJETIVO GENERAL

Detectar Thecaphora frezii en semillas de mani mediante PCR (Reaccién en

Cadena de la Polimerasa) con cebadores especificos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Disefar cebadores especificos para Thecaphora frezii utilizando la regién ITS
del ADN ribosomal.

- Estandarizar el método de deteccion de teliosporas de Thecaphora frezii en

semillas de mani.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

1- Disefio de cebadores especificos para Thecaphora frezii

1.1.- Extraccion de ADN de teliosporas de T. frezii

Se recolectaron muestras de frutos carbonosos de diferentes zonas del area
productora de mani de Argentina. Las teliosporas presentes en las vainas infectadas fueron
extraidas y conservadas en sobres de papel en contenedores individuales con silica gel a 4
°C hasta su utilizacion. Para la extraccion de ADN se utilizo el protocolo del CTAB con
modificaciones del propuesto por Doyle y Doyle (1990) (Conforto et al., 2013). Se realizé
la molienda con nitrégeno liquido de 1 g de teliosporas de cada muestra en morteros de
porcelana esterilizados (Andrade et al., 2004). La molienda resultante se coloc6 en
microtubos de 1,5 ml. Se agregaron 490 ul de buffer CTAB al 2% y 10 pul de B-
mercaptoetanol. Las muestras fueron incubadas a 65 °C durante 20 min homogeneizando
cada 5 min. A temperatura ambiente, se agregaron 500 ul de cloroformo/alcohol isoamilico
(24/1 vIv) y se agitaron 30 seg en vortex. Se centrifugaron por 5 min a 10.000 rpm, se
recuperé el sobrenadante de cada muestra en nuevos tubos rotulados. Se agrego
nuevamente cloroformo/alcohol isoamilico (500 pl) y se centrifugé 5 min a 10.000 rpm.
En un nuevo tubo se recuperaron 300 pl del sobrenadante y se precipité el ADN con 210
pl de isopropanol frio (-20 °C). Se incubo 1 h en freezer a -20 °C y se centrifugoé 30 min a
12.000 rpm. Se descarté el sobrenadante y el pellet fue lavado con 500 pl de etanol al 70%,
se centrifugd 10 min a 10.000 rpm. Se descartd el sobrenadante y se seco el pellet en una
secadora. Se agregaron 40 ul de H,0 calidad Milli-Q y se dejo resuspender toda la noche a
4 °C. La calidad del ADN extraido se controld mediante espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 V3.5 (NanoDrop Technologies, USA) y mediante electroforesis en gel de agarosa 1%

tefiido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV.
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1.2.- Amplificacion de la region ITS

Para la amplificacion de la secuencia correspondiente a la region ITS del ADN
ribosomal se usaron los cebadores universales ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3’) — ITS4 (5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Gardes y Bruns, 1993; Zhao et al.,
2007). La mezcla de reaccion para PCR se realizo en un volumen total de 25 pl,
conteniendo 0.5 U de GoTaq® ADN polimerasa y 5x buffer (Promega, USA), 0.25 uM de
cada primer, 0.25 uM de dNTP, y 1 ul de DNA (20-30 ng/ ul). Las condiciones de ciclado
fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min; seguida de 32 ciclos de 94 °C por 45
seg, 58 °C por 45 seg y 72 °C por 45 seg; con una extension final a 72 °C por 10 min. Se
utilizé el termociclador Biometra T-Personal. Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % Yy previa tincion con bromuro de etidio, el ADN
amplificado fue visualizado bajo luz UV (Gardes y Bruns, 1993; Sander et al., 1995; Zhao
et al., 2007; Shahnazi et al., 2012; Xie et al., 2012).

1.3.- Secuenciacion del amplificado de la region ITS y disefio de

cebadores especificos para Thecaphora frezii.

El ADN amplificado a partir de los cebadores universales ITS1 e ITS4, de las
muestras recolectadas se purifico mediante columnas Wizard® (Promega, USA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Shahnazi et al., 2012; Conforto et al., 2013) y se
acondicionaron para la secuenciacion automatica (Macrogen, Korea). Las secuencias
obtenidas fueron editadas usando el software SeqMan (Lasergene software, DNASTAR
ver. 8.0.2, 2008) (Camacho Lopez et al.,, 2014) y depositadas en el Banco de genes
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias de los aislamientos analizados fueron
comparadas con las disponibles en el banco de genes mediante el programa Blast-n
(Altschul et al., 1990). Se realizé un alineamiento con las secuencias de los diferentes
aislamientos y se obtuvo una secuencia consenso. En base a ésta se realiz6 el disefio de
cebadores especifico para T. frezii usando el programa on line Primer3 version 0.5
(Koressaar y Remm, 2007). Los cebadores especificos se sintetizaron en Invitrogen™ vy

fueron testeados de acuerdo al protocolo de Conforto et al., (2013). Para determinar la
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temperatura éptima de hibridacion de los cebadores disefiados, se realizé una PCR con
gradientes de temperatura.

2- Estandarizacion del método de deteccion de teliosporas de

Thecaphora frezii en semillas de mani.

2.1.- Recuperacién de teliosporas en semillas de mani y extraccion de
ADN.

En un vaso de precipitado se realizé el lavado con 200 ml de agua destilada estéril
de 400 semillas de mani infestadas artificialmente con teliosporas de T. frezii. Se agito
manualmente durante tres minutos. El agua de lavado filtrada con filtros de gasa se dividid
en cuatro tubos falcon de 50 ml y se centrifug6 a 3500 rpm durante 3 min. Se descartd el
sobrenadante y cada pellet se resuspendié en 1 ml de agua destilada estéril. Se coloco el
contenido de los 4 tubos en uno solo y se centrifugd bajo las mismas condiciones. Se
descarto el sobrenadante y se resuspendié en pellet en 1 ml de agua destilada estéril y se
traspaso el contenido a un microtubo de 1.5 ml. Se centrifug6 a 3500 rpm durante 3 min.
Se descartd el sobrenadante y el pellet fue macerado con un micropistilo EPPI de
polipreopileno estéril con el agregado de 200 pl buffer CTAB para comenzar la extraccion

de ADN. Todo el procedimiento se realizo6 por triplicado.

2.2.- Determinacion de sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR

en la deteccion de Thecaphora frezii.

Para la determinar de la sensibilidad de la técnica de PCR utilizando los cebadores
especificos disefiados en este trabajo para la deteccion de T. frezii en semillas infectadas, se
prepararon suspensiones de teliosporas en diferentes concentraciones: 1x10*, 1x10°, 1x10?,
10 y 1 teliosporas/ml. Las mismas se obtuvieron realizando un conteo inicial de teliosporas
al microscopio 6ptico y realizando diluciones sucesivas. Con dichas suspensiones se
inocularon diferentes grupos de semillas de mani a partir de las cuales se realizo la

extraccion de ADN de la manera descripta anteriormente. Para la determinacion de
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especificidad se realiz6 una PCR usando el ADN extraido de cuatro aislados de T. frezii y
de 4 aislados de especies fungicas transmitidas por semillas de mani: Sclerotium rolfsii,
Sclerotinia minor, Sclerotinia sclerotiorum y Fusarium solani usadas como control. Para
estas Gltimas, la extraccion de ADN se realizd a partir de micelio obtenido en cultivos in

vitro usando el método del CTAB.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

1- Disefio de cebadores especificos para Thecaphora frezii

1.1.- Extraccion de ADN de teliosporas de T. frezii

En la recoleccion de muestras se obtuvieron cuatro aislamientos en total. Dos
aislados (Cba-GD1 y Cha-GD2) de General Deheza, Cordoba (32° 45' 20.53"S, 63° 46’
56.5"W) un aislado (Cba-CH1) de Charras, Cordoba (33° 1’ 33.03"S, 64° 2' 49.44"W) y un
aislado (Sa-EM1) de Embarcacion, Salta (23° 12’ 37.16"S, 64° 5" 50.3"W). El ADN
extraido a partir de teliosporas usando el método del CTAB con modificaciones (Conforto

et al., 2013) tuvo concentraciones entre 100 y 140 ng/ul (Fig. 3.1).

Fig. 3.1. Gel de agarosa al 1% con los productos de extraccion de ADN de los diferentes aislados de T. frezii. De A-D:
Cba-GD1, Cba-GD2, Cba-CH1 y Sa-EM1.
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1.2.- Amplificacion de la region ITS

A partir del ADN extraido de cada aislamiento se realizé la amplificacion por PCR
de la region ITS usando los  cebadores  universales ITS1  (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) — ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). Para
los cuatro aislamientos de T. frezii se obtuvieron fragmentos de ADN de aproximadamente

680 pb, de acuerdo a lo esperado para los cebadores utilizados (Fig. 3.2).

M A B C D Mix

700 pb

Fig. 3.2. Gel de agarosa con los productos de PCR usando los cebadores universales ITS1 e ITS4 para los cuatro
aislamientos de T. frezii. M: marcador molecular 100pb; A-D: Cha-GD1, Cba-GD2, Cha-CH1 y Sa-EM1; Mix: Mezcla

de reaccion sin ADN.

1.3.- Secuenciacion del amplificado de la region ITS y disefio de

cebadores especificos Thecaphora frezii.

Las secuencias obtenidas después del proceso de secuenciacion automatica fueron
editadas y depositadas en el banco de genes (NCBI) (Benson et al., 2010) con los

siguientes nimeros de acceso:
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Cba-GD1: KP994417
Cha-GD2: KP994418
Cba-CH1: KP994419
Sa-EM1: KP994420

Las secuencias publicadas fueron las siguientes:

Cba-GD1: 716 pb

TTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGTCTGAGGCCAGATGTCAAAGAGTGC
GAAGACGCGACCCTGGACCCTTTCGAAAAAGAAAAAGGCCAAGACCGGCTCCCTTGGTTAAGA
AGCAAAATTCCGACCGGCACAGACGCCCCCTCCCAAAAGGAAATTCCAATGATTTTTTCGCTCA
ACAGCCTACCAGCAAGATACTTATCACGCTGACAGTCCGCTTCGCTACTTTTTTCAAAGGAAAA
AAAGGCGATCCGACCATATGGAAAGAATTCCAGCTAATATATTTAGAGCGAGCCCGCGCGAAC
GGGCAAAAAAACGCTCAAGACTAAACCCAAGCAGACTTTAATGAAAAAATCCGAGGTTTAAAG
GGTGCTCGTGACACTCAAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGCAAGATGCGTTCAA
AGATTCGATGATTCACTGACTTCTGCAATTCACAATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCAT
CGATAGGAGAACCTAGAGATCCGTTGCCGAAAGTTGTGTTTAACTTTCACCTTCCTTCGAAGGA
TTTTTTGTTTACATTCTTAAGATAGTTGCTTTGCGTTTGAAATGAATTTCATATGTGCACAGGTGT
GTGTGTGTGTGTGGTTGGTGGATCGCAGCTCTAAGACGGCCGGTGAAGGCCATCTCGGAACTGC
TACGTTTTTTTAC

Cha-GD2: 719 pb

ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGTCTGAGGCCAGATGTCAAAGAGTGCGAA
GACGCGACCCTGGACCCTTTCGAAAAAGAAAAAGGCCAAGACCGGCTCCCTTGGTTAAGAAGC
AAAATTCCGACCGGCACAGACGCCCCCTCCCAAAAGGAAATTCCAATGATTTTTTCGCTCAACA
GCCTACCAGCAAGATACTTATCACGCTGACAGTCCGCTTCGCTACTTTTTTCAAAGGAAAAAAA
GGCGATCCGACCATATGGAAAGAATTCCAGCTAATATATTTAGAGCGAGCCCGCGCGAACGGG
CAAAAAAACGCTCAAGACTAAACCCAAGCAGACTTTAATGAAAAAATCCGAGGTTTAAAGGGT
GCTCGTGACACTCAAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGCAAGATGCGTTCAAAGA
TTCGATGATTCACTGACTTCTGCAATTCACAATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGA
TAGGAGAACCTAGAGATCCGTTGCCGAAAGTTGTGTTTAACTTTCACCTTCCTTCGAAGGATTTT
TTGTTTACATTCTTAAGATAGTTGCTTTGCGTTTGAAATGAATTTCATATGTGCACAGGTGTGTG
TGTGTGTGTGGTTGGTGGATCGCAGCTCTAAGACGGCCGGTGAAGGCCATCTCGGAACTGCTAC
GTTTTTTTACAACAAT

Cba-CH1: 722 pb

ATTGTTGTAAAAAAACGTAGCAGTTCCGAGATGGCCTTCACCGGCCGTCTTAGAGCTGCGATCC
ACCAACCACACACACACACACACCTGTGCACATATGAAATTCATTTCAAACGCAAAGCAACTAT
CTTAAGAATGTAAACAAAAAATCCTTCGAAGGAAGGTGAAAGTTAAACACAACTTTCGGCAAC
GGATCTCTAGGTTCTCCTATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATTGTGAATTGCA
GAAGTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCC
TGTTTGAGTGTCACGAGCACCCTTTAAACCTCGGATTTTTTCATTAAAGTCTGCTTGGGTTTAGT
CTTGAGCGTTTTTTTGCCCGTTCGCGCGGGCTCGCTCTAAATATATTAGCTGGAATTCTTTCCAT
ATGGTCGGATCGCCTTTTTTTCCTTTGAAAAAAGTAGCGAAGCGGACTGTCAGCGTGATAAGTA
TCTTGCTGGTAGGCTGTTGAGCGAAAAAATCATTGGAATTTCCTTTTGGGAGGGGGCGTCTGTG
CCGGTCGGAATTTTGCTTCTTAACCAAGGGAGCCGGTCTTGGCCTTTTTCTTTTTCGAAAGGGTC
CAGGGTCGCGTCTTCGCACTCTTTGACATCTGGCCTCAGACAGGTAGGACTACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAATAAA
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Sa-EM1: 726 pb

TATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGTCTGAGGCCAGATGTCAAAGAGTGCGAAGACGC
GACCCTGGACCCTTTCGAAAAAGAAAAAGGCCAAGACCGGCTCCCTTGGTTAAGAAGCAAAAT
TCCGACCGGCACAGACGCCCCCTCCCAAAAGGAAATTCCAATGATTTTTTCGCTCAACAGCCTA
CCAGCAAGATACTTATCACGCTGACAGTCCGCTTCGCTACTTTTTTCAAAGGAAAAAAAGGCGA
TCCGACCATATGGAAAGAATTCCAGCTAATATATTTAGAGCGAGCCCGCGCGAACGGGCAAAA
AAACGCTCAAGACTAAACCCAAGCAGACTTTAATGAAAAAATCCGAGGTTTAAAGGGTGCTCG
TGACACTCAAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGCAAGATGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTGACTTCTGCAATTCACAATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATAGGA
GAACCTAGAGATCCGTTGCCGAAAGTTGTGTTTAACTTTCACCTTCCTTCGAAGGATTTTTTGTT
TACATTCTTAAGATAGTTGCTTTGCGTTTGAAATGAATTTCATATGTGCACAGGTGTGTGTGTGT
GTGTGGTTGGTGGATCGCAGCTCTAAGACGGCCGGTGAAGGCCATCTCGGAACTGCTACGTTTT
TTTACAACAATGATCCTTCTGC

Al comparar dichas secuencias con las publicadas en el banco de genes del NCBI
(Benson et al., 2010), se observd un 100% de identidad entre los aislamientos de
Thecaphora frezii, 86% de identidad con Thecaphora solani (EF200037.1) y 83% con
Thecaphora amaranthi (EF200013.1). El alineamiento entre secuencias para el analisis
filogenético se realiz6 usando CLUSTAL W (version 1.8) (Thompson et al. 1994), del
software MEGA version 5 (Tamura et al., 2011). El arbol filogenético construido usando el
método de Neighbour Joining para el que se usaron 19 especies del género Thecaphora y a
Ustilago scitaminea como extragrupo, mostro a los aislamientos de T. frezii agrupados en

un clado particular soportado con un alto valor de bootstrap (96) (Fig. 3.3).
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& JX0OEDT9.1 Thecaphora schwarzmaniana isolate BASI) 4242
——'I: KF297811 1 Thecaphora sp. ML-2013
KF640634 1 Thecaphora oxytropes voucher Kummer P 11462
KJ579178.1 Thecaphora thiaspeos voucher TUB015857
EF200013 1 Thecaphora amaranthi voucher HUV 20727
Thecaphoea freze Che-CHILTS
Thecaphoea freze Cha-GD1ITS
E Thecaphoea frezn Cbe-GO24TS
Thecaphoea frazik Sa-EMITSY
EF200037.1 Thecaphora solani vouchar HUV 11180
a7 DQB32243 1 Thecaphora spifanthis AFTOLAD 1913
—sa{: EF200014 1 Thecaphora hennenil voucher HUV 14434
[ EF200025 1 Thecaphora italica voucher HUV 20344
B e EF200026 1 Thocaphora italica voucher HUV 20345
g4 [ EF200024 1 Thecaphora melandni vouches HUV 12677
L EF200031 1 Thecaphora melandni voucher TUB 012789
EF200034 1 Thecaphora melandn vouches HUV 1497
EF200035.1 Thecaphora melandni voucher HUV 10729
a EF200032 1 Thecaphora alsinearum voucher HUV 10535
—] EF200033 1 Thecaphora alsineansm voucher HUV
2 ——————— EF 200021 1 Thecaphota saponanae voucher TUB 012771
EF200022 1 Thecaphora saponariae voucher TUB 012796
EF200036 1 Thecaphora saponaniae voucher HUV 1791
AF 135433 1 Ustilago sctaminea

Fig. 3.3. Arbol filogenético construido con el método de NJ basado en las secuencias ITS de los 4 aislamientos de T.
frezii, 19 representantes del género Thecaphora y Ustilago scitaminea usado como extragrupo.

Con el uso del software SeqMan (Lasergene software, DNASTAR ver. 8.0.2, 2008)
(Camacho Lopez et al., 2014) se obtuvo una secuencia consenso representativa de los

cuatro aislamientos, a partir de la cual se disefiaron los cebadores especificos para T. frezii.

Secuencia consenso 726 pb

TATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGTCTGAGGCCAGATGTCAAAGAGTGCGAAGACGC
GACCCTGGACCCTTTCGAAAAAGAAAAAGGCCAAGACCGGCTCCCTTGGTTAAGAAGCAAAAT
TCCGACCGGCACAGACGCCCCCTCCCAAAAGGAAATTCCAATGATTTTTTCGCTCAACAGCCTA
CCAGCAAGATACTTATCACGCTGACAGTCCGCTTCGCTACTTTTTTCAAAGGAAAAAAAGGCGA
TCCGACCATATGGAAAGAATTCCAGCTAATATATTTAGAGCGAGCCCGCGCGAACGGGCAAAA
AAACGCTCAAGACTAAACCCAAGCAGACTTTAATGAAAAAATCCGAGGTTTAAAGGGTGCTCG
TGACACTCAAACAGGCATGCCCTAAGGAATACCAAAGGGCGCAAGATGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTGACTTCTGCAATTCACAATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATAGGA
GAACCTAGAGATCCGTTGCCGAAAGTTGTGTTTAACTTTCACCTTCCTTCGAAGGATTTTTTGTT
TACATTCTTAAGATAGTTGCTTTGCGTTTGAAATGAATTTCATATGTGCACAGGTGTGTGTGTGT
GTGTGGTTGGTGGATCGCAGCTCTAAGACGGCCGGTGAAGGCCATCTCGGAACTGCTACGTTTT
TTACAACAATGATCCTTCTGCAC
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Mediante el programa on line Primer3 version 0.5, se pudo analizar y seleccionar
las secuencias de 5 pares de cebadores con capacidad de hibridar en el ADN de T. frezii:

TFE-1: 187 pb

Comienzo: 445 Fin: 631
Forward: TGATTCACTGACTTCTGCAA
Reverse: ACACCTGTGCACATATGAAA

TE-2: 160 pb

Comienzo: 43 Fin: 202
Forward: ATGTCAAAGAGTGCGAAGAC
Reverse: TATCTTGCTGGTAGGCTGTT

TE-3: 173 pb

Comienzo: 216 Fin: 388
Forward: CAGTCCGCTTCGCTACTTTT
Reverse: AGTGTCACGAGCACCCTTTA

TFE-4: 179 pb

Comienzo: 487 Fin: 665
Forward: CGCTGCGTTCTTCATCGATA
Reverse: TTAGAGCTGCGATCCACCAA

TFE-5: 199 pb

Comienzo: 203 Fin: 401
Forward: CTTATCACGCTGACAGTCCG
Reverse: GCATGCCTGTTTGAGTGTCA

De los cinco pares de cebadores obtenidos in silico, TF-3, TF-4 Y TF-5 fueron
descartados debido a que presentaban homologia con T. frezii y también con las secuencias
de diferentes especies publicadas en el banco de genes. Los pares de cebadores TF-1y TF-
2 presentaron las mejores condiciones para la reaccion de PCR por lo cual sus secuencias
se enviaron a sintetizar al laboratorio de Invitrogen™. Se realizaron reacciones de PCR por
separado para cada juego de cebadores y la temperatura de hibridacion utilizada en ambos

casos fue de 55°C, segun lo proporcionada por el programa utilizado. Después de verificar
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los productos de PCR en gel de agarosa al 1,5 % se descarté el par TF-1, debido a la

presencia de amplificaciones espurias (Fig. 3.4).

M 1 2 3 a4 Mix

160pb

Fig. 3.4. Gel de agarosa con los productos de PCR empleando los cebadores especificos disefiados para T. frezii. M:
marcador molecular de 100pb. 1-2: Productos de PCR empleando el juego de cebadores TF1. 3-4: Productos de PCR
empleando el juego de cebadores TF2. Mix: Mezcla de reaccion sin ADN.

El par de cebadores que gener6 productos amplificados claramente definidos fue el
TF-2 (Tabla 3.1, Fig. 3.5).

Tabla 3.1. Caracteristicas de los cebadores especificos para la deteccion de T. frezii

. Long. del
. Long. Ta Contenido de .
Cebador Secuencia (pb) (C) CG (%) Comienzo frag(;g;e;nto
TF-2F ATGTCAAAGAGTGCGAAGAC 20 55 45 43
160
TF-2R TATCTTGCTGGTAGGCTGTT 20 545 50 183
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ATGTCAAAGAGTGCGAAG

AL

AACAGCCTACCAGCAAGATA

«

Fig. 3.5. Sitio de union de los cebadores especificos para T. frezii en la secuencia consenso.

Las reacciones de PCR realizadas usando la temperatura de hibridacion de 55 °C
fueron positivos para los cuatro aislamientos de T. frezii (Fig. 3.6). Las condiciones de
PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min; seguida de 35 ciclos de 95 °C por

1 min, 55 °C por 1 min y 72 °C por 1 min; con una extension final a 72 °C por 5 min (Fig.
3.7).
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M A B C

D Mix

160 pb

Fig. 3.6. Gel de agarosa con los productos de PCR usando los cebadores especificos TF-2F y TF-2R para los cuatro

aislamientos de T. frezii. M: marcador molecular 100pb; A-D: Cha-GD1, Cha-GD2, Cba-CH1 y Sa-EM1; Mix: Mezcla
de reaccion sin ADN.
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Fig. 3.7. Esquema de las condiciones de PCR para la deteccion de T. frezii usando los cebadores especificos disefiados,
TF-2F y TF-2R.
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2- Estandarizacion del metodo de deteccion de teliosporas de

Thecaphora frezii en semillas de mani

2.1.- Recuperacién de teliosporas en semillas de mani y extraccion de
ADN.

La extraccion de ADN de semillas de mani infestadas superficialmente con T. frezii
arrojo resultados positivos. La calidad y cantidad de ADN se verificO mediante

electroforesis de los productos de extraccion en gel de agarosa al 1% (Fig. 3.8).

A B C

Fig. 3.8. Gel de agarosa al 1% con los productos de extraccién de ADN de semillas de mani infestadas superficialmente

con teliosporas de T. frezii. A, By C: Muestras 1, 2 y 3 respectivamente.

Se realizd una PCR para las tres muestras usando los cebadores especificos y las
condiciones descriptas anteriormente. Se obtuvieron bandas de amplificacion de ADN en

el orden de los 160 pb, tamafio esperado para T. frezii (Fig. 3.9).
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A B C E Mix M

160pb

Fig. 3.9. Gel de agarosa con los productos de PCR resultantes de la utilizacién del ADN extraido de semillas infestadas
superficialmente con teliosporas de T. frezii. A, B y C: Muestras 1, 2 y 3 respectivamente; E: control positivo; Mix:
Mezcla de reaccion sin ADN; M: marcador molecular 100pb.

Para corroborar que la temperatura de 6ptima de hibridacién es de 55 °C, se realiz6
una PCR con gradientes de temperatura. El rango testeado fue de 49 a 60 °C. Solo se

observo amplificacion entre los 52 y los 57,5°C (Fig. 3.10).

Temperatura en °C

M 493 505 520 536 545 558 565 525 591 60,0 M

Fig. 3.10. Gel de agarosa con los productos de amplificacion de la PCR con gradientes de temperatura de annealing. Se
observa amplificacion entre los 52°C y los 57,5°C. M: Marcador molecular.
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2.2.- Determinacion de sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR

en la deteccion de Thecaphora frezii.

En la determinacién de sensibilidad de la técnica de PCR para la deteccién de T.
frezii en semillas de mani, los resultados fueron positivos para las semillas inoculadas con
1x10%, 1x10°, 1x10% 10 teliosporas. Los resultados fueron negativos para la muestra
inoculada con 1 teliospora y el control sin inocular (Tabla 3.2, Fig. 3.11).

1x10*  1x10°  1x102 10

160 pb

Fig. 3.11. Gel de agarosa con los productos de reaccion de PCR usando ADN extraido de las semillas inoculadas con
diferentes cantidades de teliosporas de T. frezii. (De 1x10* a 1 teliosporas) M: Marcador molecular 100 pb. Mix: Mezcla
de reaccidon sin ADN. CP: Control positivo.

En la determinacion de especificidad de la técnica de PCR, s6lo los aislamientos
correspondientes T. frezii arrojaron resultados positivos, mientras que los aislamientos
correspondientes a Sclerotium rolfsii, Sclerotinia minor, Sclerotinia sclerotiorum y
Fusarium solani no presentaron reaccion (Tabla 3.2, Fig. 3.12). Para explicar los
resultados realizd un alineamiento entre las secuencias de T. frezii (consenso) y de los
patdgenos mencionados anteriormente. No se observd homologia entre las regiones

correspondiente a la union de los cebadores especificos disefiados (Fig. 3.13).
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Thecaphorafrezii

M Cba-GD1 Cba-GD2 Cba-CH1 Sa-EM1 Sc-m Sc-s Sc-r Fu-s Mix

160 pb

Fig. 3.12. Gel de agarosa con los productos de reaccion de PCR usando los cebadores especificos disefiados para T. frezii.
M: Marcador molecular 100 pb. Cba-GD1, Cba-GD2, Cba-CH1, Sa-EM1: Aislamientos de T. frezii. Sc-m: Sclerotinia
minor. Sc-s: Sclerotinia sclerotiorum. Sc-r: Sclerotium rolfsii. Fu-s: Fusarium solani. Mix: Mezcla de reaccion sin ADN.

Species/Abbrv

1. 1. Thecphora frezii consenso
2. 2. Fusarium solani

3. 3. Sclerotinia minor

4. 4_ Sclerotinia sclerotiorum
5. 5. Sclercotium rolfsii
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Fig. 3.13. Alineamiento de las secuencias de ADN de Thecaphora frezii (consenso), Sclerotinia minor (KC836494.1),
Sclerotinia sclerotiorum (JQ480621.1), Sclerotium rolfsii (KJ578736.1) y Fusarium solani (AY097318.1) usando el
software MEGA version 5 (Tamura et al., 2011). Se observan las diferencias existentes entre la secuencia de T. frezii

correspondiente al cebador especifico y las secuencias del resto de los patégenos transportados por semilla.
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Tabla 3.2. Resultados de las pruebas de especificidad y sensibilidad de la técnica de PCR en la
deteccidn de teliosporas de Thecaphora frezii.

Resultados

Especie fungica  Aislamiento  Especificidad Sensibilidad (t/m)*

104 10° 10° 10 1 0

T. frezii Cha-GD1 + + + + + - -
T. frezii Cha-GD2 + + + + + - -
T. frezii Cha-CHA1 + + + + + - -
T. frezii Sa-EM1 + + + + + - -
S. minor Sc-m -

S. sclerotiorum Sc-s -
S. rolfsii Sc-r -

F. solani Fu-s -

*namero de teliosporas por muestras




CAPITULO 4

DISCUSION

En el desarrollo de este trabajo de tesis se generd una metodologia para la deteccion
de T. frezii en semillas de mani usando la técnica de PCR. Este método presenta muchos
beneficios aplicables a la deteccion de patdgenos en semillas (Zhang et al., 1999; Hussai et
al., 2000; Pryor y Gilbertson, 2001; Marcinkowska, 2002; Narayanasamy, 2011). A
diferencia de los métodos tradicionales que poseen periodos prolongado de incubacion
para la identificacién de algunos patégenos que acompafian a la semilla, el uso de la
técnica de PCR proporciona resultados en pocas horas (Limonard, 1966; Warham et al.,
1990; Lee et al.,, 2001). Posee gran especificidad, ya que detecta secuencias de ADN
especificas del patdgeno de interés, pudiendo diferenciar especies y sub especies dentro de
un mismo género (Mullis, 1990; Ward y Bateman, 1999; Narayanasamy, 2011). Otra
caracteristica relevante es la gran sensibilidad de la técnica, ya que se pueden detectar
pequefias concentraciones de patdgenos después de la amplificacion de su ADN (Tsedaley,
2015). Otro beneficio radica en la facil interpretacion y la objetividad de los resultados. Se
determina el estado sanitario de la semilla segln la presencia o ausencia del fragmento de
ADN amplificado con el tamafio especifico esperado para el patdogeno mediante
electroforesis en geles de agarosa, de baja complejidad técnica y costo (Frederick et al.,
2002; Walcott, 2003). Todas estas caracteristicas, otorgan ventajas a la técnica de PCR
respecto a otras, como la microscopia Optica (Marcinkowska, 2002; Guillemette et. al.,
2004).

Cuando se utilizaron los cebadores universales ITS1/ITS4 para la amplificacién de
la region ITS en T. frezii se obtuvo un fragmento de ADN de 680 pb, lo que concuerda con
lo reportado por Kageyama et al., (1997), Weiland y Sundsback (2000), Lin et al., (1994),
Lee et al., (2001), Ma y Michailides (2002), Guillemette et al., (2004) entre otros. Una vez
obtenida esta secuencia, se disefiaron los cebadores especificos usando el programa on line
Primer3 version 0.5. El principal motivo de la eleccion de este programa radica en la
simplicidad de su uso, ademas de la accesibilidad al mismo, ya que se encuentra disponible
para su uso libre en internet (http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/index.html)

(Untergrasser et al., 2012). Ademas, este software permite especificar un gran nimero de
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variables y obtener los cebadores segun los parametros mencionados anteriormente (Allawi
y Santa Lucia, 1997, 1998; Peyret et al., 1999; Bommarito et al., 2000; Santa Lucia y
Hicks, 2004).

Una de las principales actividades realizadas en este proceso fue la puesta a punto
de la extraccion de ADN de T. frezii en semillas de mani. Chen et al., (2014) utilizo el
mismo método para la recuperacion de esporas de Ustilaginoidea virens en semillas de
arroz, para el posterior diagnostico molecular del falso carbén usando la técnica de PCR.
Dipali et al., (2013) también recomienda la recuperacion de esporas del agua de lavado
para la deteccion de patdgenos que se encuentran infestando la semilla de trigo. En todos
estos casos, se realiza la extraccion de ADN de los microorganismos que se encuentran
infestando superficialmente las semillas. Esto tiene ventajas respecto a realizar una
extraccion de ADN del tejido de la semilla de mani, ya que esta Ultima posee altos niveles
de polifenoles, polisacéaridos y lipidos que tienden a precipitar los acidos nucleicos,
disminuyendo la cantidad y calidad del ADN obtenido durante el proceso de extraccion
(Narayanasamy, 2011; Dang y Chen, 2013).

Los componentes méas importante del método de deteccion estan relacionados con
la especificidad y la sensibilidad (Chiocchetti et al., 2001; Lee et al., 2001; Pryor y
Gilbertson, 2001; Ma y Michailides, 2002; Guillemette et. al., 2004; Chen et al., 2007;
Zaho et al., 2007). La especificidad se debe a que los cebadores fueron disefiados a partir
de la region ITS, altamente conservada dentro de la especie, pero muy variable entre
especies diferentes (Lee et al., 2001; Ma y Michailides, 2002; Villalobos et al., 2005). Esta
caracteristica se evidencia en la Fig. 3.13, al realizar un alineamiento entre las secuencias
de T. frezii (consenso) y de los otros patdgenos transportados por semillas (Sclerotinia
minor, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii y Fusarium solani), no se observa
homologia entre las regiones correspondientes a la union de los cebadores especificos.
Otro factor que influye en la especificidad de la tecnica es la temperatura de hibridacion de
los cebadores. Pérez de Castro (2011), afirma que a mayor Ta, la reaccion se hace mas
restrictiva, debido a que los cebadores solo se uniran a la cadena molde si son
complementarios en todos sus nucleétidos. Al realizar una PCR en gradientes de
temperatura, se observa amplificacion en el rango entre los 52 °C y 57,5 °C, 2 °C por
debajo y 2,5 °C por encima de la temperatura recomendada por el software utilizado en el

disefio de los cebadores para T. frezii (Fig. 3.10) lo que supone un rango de Ta de 6,5 °C.
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Esto confirma lo que establece Pinzén (2006) sobre las temperaturas de annealing muy
altas y muy bajas.

Con respecto a la sensibilidad del método, los resultados concuerdan con lo
reportado por Hossein et al. (2009), quien realizo la deteccion de Puccinia horiana por
PCR convencional en muestras donde al menos el 0,1% del material vegetal se encuentra
contaminado. Zaho et al., (2007) reporta la deteccién de Puccinia striiformis f. sp. tritici,
agente causal de la roya amarilla del trigo en material asintomatico, con un limite de
deteccion de 0,1 pg de ADN del patdgeno. Uno de los motivos de la elevada sensibilidad
esta ligado al gran nimero de copias que posee el ADN ribosomal en los hongos, lo que
incrementa la cantidad del ADN blanco para los cebadores disefiados (Zaho et al., 2007,
Narayanasamy, 2011). Otro factor importante es la calidad del ADN extraido.
Generalmente, las semillas se contaminan en el proceso de descascarado del mani, donde
los frutos totalmente carbonosos liberan millones de teliosporas que se adhieren a la
semilla sana (Marinelli et al., 2008). Dichas teliosporas se encuentran en buen estado,
debido a que las condiciones de secado de las vainas previo al descascarado no superan los
37 °C (Accietto et al., 2004; Bongiovanni, 2012; Casini y Bragachini, 2014). Ademas, las
teliosporas son almacenadas en condiciones controladas junto con la semilla (baja
temperatura y humedad relativa), lo que reduce el deterioro de su ADN.

La existencia de un método basado en la biologia molecular para la deteccion de T.
frezii en semillas de mani representa un aporte tecnoldgico de relevancia para el sector
manisero. La eleccion de la técnica de PCR se realizo teniendo en cuenta las caracteristicas
de especificidad y sensibilidad que aportan los resultados obtenidos. Ademas, su facil
implementacion en un laboratorio que cuente con la infraestructura necesaria se traduce en
un protocolo sencillo de aplicar para el procesamiento de muestras, 1o que se demostré en
el presente trabajo de tesis.

Actualmente, el carbon del mani se encuentra reportado en mani silvestre en Brasil
y Bolivia (Carranza y Lindquist, 1962; Soave et al., 2014). Solamente en Argentina se
encuentra reportada en mani cultivado (Marinelli et al., 1995). Esto podria representar
grandes inconvenientes a la industria manisera por sus caracteristicas netamente agro-
exportadora (Fiant et al., 2013), ya que ademéas de productos manufacturados, exporta
granos y semillas de mani. La presencia del patdgeno podria constituir una barrera para-

arancelaria impuesta por los paises compradores, perjudicando especialmente a la
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provincia de Cordoba, responsable del 92% de la produccion nacional de mani (Bolsa de
cereales de Cordoba, 2014). La disponibilidad del método de deteccion de Thecaphora
frezii mediante la técnica de PCR, resulta de una herramienta Util para verificar la sanidad
de las partidas de exportacion, si asi lo requiriesen los paises compradores.

El método de deteccidén también puede emplearse en estudios epidemiolégicos de la
enfermedad, debido a que la semilla es el principal vehiculo del patégeno hacia nuevos
lotes (Marinelli et al., 1995; Marraro Acufia et al., 2009, 2011). Esto adquiere gran
importancia en los procesos de produccion de semillas, ya que mediante el uso de la
herramienta molecular se puede certificar la sanidad del material de partida durante la
multiplicacién. También podria adaptarse para la deteccion de teliosporas en el suelo de
lotes destinados a semilleros. En este caso deberia adaptarse el método de extraccion de
ADN a partir de muestras de suelo. Otra de las variantes que se podria desarrollar a partir
de la PCR convencional es la PCR en tiempo real. Esta, ademas de identificar al patdgeno,
permite determinar la cantidad presente en muestras de diferente origen (Hadas et al.,
2001; Van de Graaf et al., 2003; Walcott, 2003; Guillemette et. al., 2004; Barnes y Szabo,
2007; Hossein et al., 2009). Mediante el uso de la PCR en tiempo real, se podria
cuantificar el aporte de indculo por parte de la semilla a los nuevos lotes, ademéas de
verificar la cantidad de in6culo ya presente y correlacionarlo con la incidencia de la

enfermedad al momento de la cosecha.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES

Es posible amplificar la region ITS del ADN de Thecaphora frezii usando los

cebadores universales ITS1 — ITS4.

La region ITS amplificada y secuenciada corresponde a una especie diferente a las
ya publicadas en el Banco de Genes NCBI (National Center of Biotechnology

Information).

Es posible el disefio de cebadores especificos para Thecaphora frezii a partir de la

region ITS del ADN ribosomal mediante el uso de Software.

Es posible extraer el ADN de las teliosporas de Thecaphora frezii que se
encuentran contaminando superficialmente a las semillas de mani usando el método

del CTAB con modificaciones.

Es posible detectar las teliosporas de Thecaphora frezii que se encuentran como
contaminantes superficiales de las semillas de mani mediante el uso de cebadores

especificos empleando un protocolo.

La técnica de PCR para la deteccion de Thecaphora frezii usando cebadores
especificos puede detectar hasta 10 teliosporas por muestra de 400 semillas de

mani.

La deteccion por PCR de Thecaphora frezii es especifica ya que no presenta
reaccién positiva con otros patdgenos transportados por semillas, como Sclerotium

rolfsii, Sclerotinia minor, Sclerotinia sclerotiorum y Fusarium solani.

Del presente trabajo de tesis, surge un protocolo de facil implementacion para la

deteccién de T. frezii en semillas de mani usando la técnica de PCR.
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Fig. 5.1. Esquema para la deteccion de T. frezii en semillas de mani. A: Lavado de las semillas de mani. B-C:
Recuperacion de teliosporas del agua de lavado mediante centrifugacion. D: Extraccion de ADN del pellet por
el método del CTAB. E: Amplificacién por PCR. F: visualizacion de resultados mediante electroforesis en gel

de agarosa.
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