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INTRODUCCION

La poblacién de Septoria tritici de la Argen-
tina presenta un alto nivel de variabilidad, reflejado
en las diferencias culturales y Ia virulencia, ex-
puestos en estudios anteriores (Cordo y Linquist,
1987; Cordo y Arriaga, 1987; Cordo et al., 1992a;
Perell6 et al., 1987, 1990a, 1990b, 1991). Basén-
dose en los patrones de patogenicidad producidos
sobre lineas de hospedantes con diferente
germoplasma, y segin los diferentes tipos
morfoculturales ya caracterizados (Cordo et al.,
1992a; Perelié ot al., 1990a, 1991), ia poblacién de
aislamientos de Septoria triticipuede subdividirse
en subpoblaciones o “tipos”. Cada una de estas
subpoblaciones estarian formadas, presu-
mblemente, por razas o biotipos relacionados

entre si. La marcada diferencia en la estructura de
ta poblacion de Septoria iritici en la Argentina, la
hace de interés para examinarla electro-
foréticamente a nivel proteico. La electroforesis de
proteinas e isoenzimas es ampliamente utilizada
Por su efectividad, particularmente en ios estudios
devariabilidadintraespecifica enplantas (Kephart,
1890). Sibien paraesta finalidad el estudiodel ADN
esta en expansion, los relacionados con proteinas
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son sumamente Utiles ya que representan el pro-
ducto directo de la transcripcién y traduccién del
ADNYy soncomponentes estructuralesy enziméticos
de la células (Micales et al., 1986, Kephart, 1990).
Laelectroforesis de proteinas obtenidas de micelios
de hongos fitopatégencs ha sido utilizada en la
clasificacién e identificacién de numerosas &spe-
cies flingicas y en taxa inferiores a la especie
(Clare, 1963; Striper, 1965; Macko et al., 1867;
Faris et al., 1986; Bielenin et al., 1988)

En el género Phytophtora (P.criptogea, P.
dreschleri y P. syringae) el andlisis de proteinas
nativas y desnaturalizadas permiti6 reconocer
subgrupos dentro de cada una de las especies

Bislanin etal., 1988). También en P. megasperma,
con proteinas desnaturalizadas, se observé varia-
cién intraespecifica y se correlacioné dicha varia-
cién con diferencias en ia morfologia y virulencia
(Faris et al., 1986; Irwin y Dale, 1982).

Durbin (1966) en el género Septoria, empled
proteinas solubles para diferenciar tres especies
(S.tritici, S.avenae y S.nodorum). McDonald y
Martinez (1990 a y b) utilizaron ia técnica de
polimorfismo de fragmentos de restriccion de ADN
(RFLP) para estudiar la variabilidad genética de
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una poblacién de aislamientos de S. tritici.

En el pals la caracterizacién electroforética
de aislamientos de S. tritici no ha sido investigada
atn. Dealli que el presente estudio se condujo para
determinar la existencia de diferencias cuali y/o
cuantitativas en ias protefnas desnaiuraiizadas de
una poblacién de aislamientos de S.tritici.

MATERIALES Y METODOS

En todos los casos, los cultivos fueron obte-
nidos por aislamiento directo desde hojas de plan-
tas de trigo con sintomas tipicos de la enfermedad
colectadas a campo. La designacion original de
cultivo, hospedante o fuente, y origen geograficc
de los aislamientos empleados en este estudio, st
indican en la Tabla 1.
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Tabla 1: Designacién original del cultivo, origen geografico y hospedante o fuente de los
aislamientos de S. tritici estudiados.
Culture designation, geographic origin and host of source of the isolates of S.tritici
studied.
Designacién Localidad de Procedencia Fuente de Origen
21B Barrow Bobwhite “S” 2165 x O -188(F7)
LHS Los Homos Linea de crianza no identificada
M, La Plata Buck Poncho
1161 Barrow Bobwhite*S” 2274x0-3-88(Kz)
SE La Estanzuela Milalew desc. Kavkez(Kz)
(Uruguay) :
P, Pergamino LPV Bobwhite “S”
D.E. INTA Necochea Bobwhite “S" CM 33203
P, Barrow Buck Napostd
i8 E LaEstanzuela Don Emesto INTA
(Uruguay) (Bobwhite “S%)
38 N Cronel Dorrego LP 38388 ( Buck Napost4)
23 Miramar Retacén INTA
1095 La Estanzueta Bobwhite “S”
(Uruguay)
10B Barrow Bobwhite “S” /'Genaro
30
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Los aislamientos fueron obtenidos en una
nara fria (4°'C) en tubos pico de flauta con agar
Ita (extracto de malta, 30g; peptonas
:olégicas,5g; levaduras,2g; agar, 20g y agua
stilada 1000 ml) hasta elmomento de suempleo.
>ada tubo se agregé 5 ml de agua destilada
éril, se homogeneizé con un ansay se vertieron
11 de la suspension en erlenmeyers de 250 ml de
nacidad con 100ml del medio liquido Czapek
x (NO,Na3g, PO H,K 1g, SO Mg0,5g, CIKO0,5g,
) Fe 0,01g, sacarosa 30g, y agua destilada
00ml). Se incubaron 3 erlenmeyers/muestra en
maradecria a20+ 2 °Cyconciclos alternantes
1 12 horas luz-oscuridad con el agregado de luz
wrcana al ultravioleta en el periodo luminoso.
1ego de 20 dias, la masa miceliar producida se
tré através de muselinay se lavé con abundante
jua destilada. Las muestras pesadas se conser-
aron a -20°C hasta el momento de su empleo.

Cada extracto miceliar, previamente pesa-
o, fue mezclado en un mortero (relacién 1:1) con
na solucién buffer 0,062 M de Tris (hidroximetil-
minometano) pH 6,8, 2 % de dodecil sulfato de
odio (SDS), 5 % de mercaptoetanol, 10 % de
licerol y 0,1 % de azul de bromofenol, como
narcador del frente de corrida. Los extrac-
os se calentaron a 1002C durante 3 minu-
os (Laemmli, 1970); posteriormente se
:entrifugaron 2 veces a 10.000 rpm duran-
'e 10min. Los sobrenadantes se conserva-
ron a -20°C hasta la realizacion de la
corrida electroforética.

La electroforesis se llevé a cabo en
una cuba para placas verticales ( 180 x
160 mm ). La concentracién de acrilamida
del gel separador fue del 13% y 1 % de
NN’ metilgn bis-acrilamida (bis) y 3 % de
acrilamiday 0,043 % de bis-acrilamida en
el gel concentrador. La corrida tuvo una
duracién de 18h a una corriente constante
de 15 mA por placa.

La coloracién de los geles se realizé
de acuerdo con la técnica de Fairbanks et
al.(1971)

RESULTADOS "
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Se hallé una elevada variacion intra-especi-
fica entre los patrones de proteinas desnaturaliza-
das de los distintos aislamientos.(Fig. 1y Fig 2).

Se visualizaron diferencias entre los patro-
nes de los distintos aislamientos, aunque no
todos brindaron bandas suficientemente nitidas
parasu analisis. En aquellos que aportaron bandas
claras y distinguibles, se observé que cada uno
presenté un patrén particular y tnico. Se observa-
ron diferencias cualitativas y cuantitativas. Los
aislamientos P, ,23y 1095 revelaron la presencia
de unas pocas bandas proteicas (2 a 5) pero
ubicadas claramente en distinta posicién. (Fig. 1y
Fig. 2)

Figura 1

Figura 1:Patrones Electroforéticos de protefnas
desnaturalizadas (SDS-PAGE) de los aislamientos de

S. tritick.
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Figura 1:pan
Electroforéticos de pmi
nas desnaturalizadas (§
PAGE) de los aislamsi
de S. tritici: 1: 21B, 24
M, 4: 1191, 5: 5E 67,
D.E. INTA, 8:P,9: 1&
38N, 11: 23, 121
13:10B, 14:338,
16:108, 17:148 1
19:B18, 20:1/918.

Protein pattems
isolated of S. tritic
21B, 2.LH.3: M4 !t
5:5E, 6: P, 7: DE M
8:P,,9: 18E,10: 38N !
23, 12:1095, 131
14:33B, 15:P,, 161
17:14B,18:2, 1981
20:1/91B.

Figura 2: Represe
cion diagramatica de las piv
pales bandas de proteinas &
naturalizadas (SDS-PAGE)S
los aislamientos de S.ri
1:221B, 2:LH,, 3:M,, &1
5:5E, 6:P,, 7:D.E.INTA &,
9:18E,10:38N, 11:23, 121

13:10B, 14:888
15:P,,16:108, 17: 148,162
19:818, 20:1/91B.

Diagrammati
representation of the ma
banding proteins of isolaisd?
S. titici : 1:21B, 2:LH, Y,
4:1191,5:5E,6:P,, 7: DENTA
8P, 9:18E, 10: 38N, 11:2
12:1095, 13:10B, 14:338, 157,
16:108, 17:14B, 18:2, 195%

20:1918.
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Figura 2: Representacién -

umddica de las principales bandas de
Inas desnaturalizades (SDS-PAGE)
slolognientosds S0k 121B,2LH,, 8
,4:1191,6:5€,6:P, 7:D.EINTABP,
i,10:38N, 11:23, 12:1095, 13:10B,
3B, 15:P,,16:108,17:148,18:2,
18, 20:181B. d
Diegrammadic representafion of the
¥ banding proteins of isoisiedof S. ¢
i: 1:21B, 2:LH,, 3:M,,, 4:1191, 5:6E,
, T: D.E.INTA, 8:P,, 9:18E, 10: 38N,
23, 12:1095, 13:10B, 14:338B, 15:P,,
108, 17:14B, 18:2, 19:B818, 20:1/51B.
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Los aislamientos B ,SE, P,y 108 N también
) distinguieron por presentar bandas diferentes
W resto.

Los aislamientos caracierizados electro-
éticamente, respondieron a los tipos cuituraies
vaduroides y albinos ( en susformas pulvurulentas
08080 y aterciopelado “tipo cordeé”).

Las distintas variantes morfoculturales com-
sendieron una serie diferente de estructuras del
‘alo; desde el talo levaduroide con células brotantes
(P)), continuando por et talo micekiar constituido
porpesudomiceliocon células terminaies brotanies
(P, LH;m), también por el talo miceliar con hifas
verdaderas y abundancia de conidios (1095, 23,
108y 35 B), para finalizar con el estroma aibino sin
pienidios (5 E).

Cada estructura celular (celulas brotantes o
conidios) fue infectiva cuando se la inoculd sobre
rigo, ya que reprodujo la lesién tipica y con picnidios,
perose hallaron diterencias en la virulencia (Cordo
®al, 1902a; Perelis ot al., 1980b).

La gran variacién en viruiencia y caracteris-
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ticas morfoculturales de los aislamientos tarmbién
se vié reflejada en ol alto nivel de diversidad
electroforética encontrada. Sin embargo, estos
tres caracteres no parecian estar asociados, como
se observa, por sjemplo: con los aislamientos 23y
B18, enlos que eltipoculturaly el patrén de bandas
electroforéticas es distinto, y la virulencia es altaen
ambos aisiamientos (Tabla 2).

DISCUSION

El reconocimiento de diferenciacién
intraespecifica de S. iritici, se basa en pruebas
de patogenicidad sobre un “set” de hospedante
diferenciales, y en las caracteristicas morfocul
turales “in vitro® . Asi, fue posible establecer en el
pais la existencia de un ako grado de variabilidad
on dichos caracteres.

El andlisis de patrones de proteinas nativas
y desnaturalizadas de hongos fitopatégenos ha
sido usada con frecuencia para diierenciaciones
inter e intra especificas (Micales et al., 1986; Clare,
1963; Striper, 1965; Macko et al., 1967; Bielenin et
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Figura 3: Colonias de S.07tc/ de 20 dias do . 20 days old cultures of S. ritic/in Mait Ager (MA). The
sarrolio en AM (ages melta). Los alamienios 2091, 27,  isolates 2001, 27, M,,. 3B y 30 were not included in the
+ 3By 30 no fueron incluidos en el andiisis de profeinas  protein analysis.Cultural types: yeastike : P,23, 1096,
r ta poca cantidad de extracto miceliar cbenido. 1191, 2001, 338, y 1/91; albino : 5E, P, LH,m, 148, 108,

Tipos culturales: levaduroide : P,,23, 1095, 1191,  18E, 3B; typical stromatic with picnidia : B18, 108, 6 y
91,338,y 1/91; adbino: 5E,P,, LH,m, 14B, 108, 18E,38;  micelial: M,,, 3B, 2, 218, 30, 27.
ico estromético con picnidios : B18, 108, 6y miceliar: M, ,,

3, 2, 218, 30, 27. )

abia 2: tipo cultural, virulencia y patrones de bandas proteicas de algunos aislamlentos de S. tritici.
Cultural type, virulence and protein patterns of some S. tritici isolates

\islamientos Tipo cultural Virulencia Patrén proteico
Py mucoso levaduroide baja 3 bandas (a,b,c)
c.brotantes cilindricas
23 mucoso levaduroide alta 2 bandas (f,h)
conidios secundarios
1095 mucoso levaduroide no 5 bandas (a,b,c,e,9)
conidios secundarios caracterizada
B i8 tipicos picnidios alta muchas bandas, una (b)
con picnidiosporas distinguible del resio
P, abino, miceliar, yesoso. baja muchas bandas ubicadas
células brotantes elipticas en posicion diferente del
resto de los aislamientos
108 tipicos picnidios con no idem P,
picnidiospora caracterizada
SE albino, pulvurulento baja idem P,y 108
yesoso,conidios secundarios
LHS albino, miceliar,yesoso baja bandas similares a M,,,
1191 y 38 N.

* No se mencionan algunos aislamientos analizados por su baja resolucién electroforética.
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al., 1988; Hammy Hansen, 1983). Con respecto al
género Septoria, Durbin (1966) hallé patrones
idénticos o muy similares con pequeias variacio-
nes en la posicién de las bandas, al analizar las
proteinas solubles de tres especies de este géne-
ro. McDonald y Martinez (1980a y b) haliaron un
alto nivel de poiimorfismo entre aislamientos de S.
tritici, ain provenientes de la misma hoja y la
misma lesién, con el empieo de la técnica de
polimorfismode fragmentos de restriccién de ADN.

Los resultados aqui obtenidos con proteinas
desnaturalizadas muestran un elevado poiimorfismo
con gran variacién en el nimero y posicién de las
bandas. Estos estudios bioquimicos preiiminares,
sobre la poblacién local de aislamientos de
patégenos, proveen una evidencla adicional de su
alto grado de variabilidad.

En Puccinia graminis la investigacién con-
junta de eieciroforesis de proteinas y viruiencia,
aportd una nueva prueba de la importancia del
proceso sexual en el mantenimiento de la variacién
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