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Evaluacion del riesgo del consumo de mani infectado con Thecaphora
frezii. Parte |l.

Informe Final (7 de octubre 2016):

Objetivos:

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la Parte |, y a solicitud de La Fundacidon Mani
Argentino, en esta parte se propuso continuar el proyecto a través de dos lineas de
investigacion:

A) CULTIVO DE MANI (ARACHIS HYPOGAEA L.): ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE INFECCION POR
THECAPHORA FREZII PARA EL DESARROLLO DE ESTRATEGIAS DE PREVENCION DEL CARBON.

OBJETIVO GENERAL:

Aumentar la competitividad del mani argentino y minimizar las pérdidas econdmicas
causadas por el carbdn, generado por Thecaphora frezii, mediante el disefio de nuevas
estrategias de prevencién de la enfermedad, desarrolladas a partir del conocimiento de los
mecanismos intervinientes en el proceso de infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e |dentificar y analizar el perfil de compuestos liberados al suelo por el “clavo” de Arachis
hypogaea L., potencialmente inductores de la germinacion de las esporas de Thecaphora
frezii.

e Evaluar la germinacion de las teliosporas en condiciones de laboratorio, en presencia de los
compuestos identificados en el objetivo anterior.

e Determinar si la presencia del hongo T. frezii en |a tierra afecta la liberacion de compuestos
desde el “clavo” al suelo, y sus posibles efectos sobre el desarrollo del hongo.

Ill

B) EFECTOS TOXICOS DE METABOLITOS DE THECAPHORA FREZII.
Teniendo en cuenta la solicitud presentada por la Fundacion Mani Argentino y los
resultados de la primera etapa, se realizardn bioensayos tendientes a obtener datos
que permitan profundizar el conocimiento sobre los posibles efectos téxicos de
metabolitos de Thecaphora frezii.

OBJETIVO GENERAL:
Evaluacién de la toxicidad genética del hongo Thecaphora frezii, en cultivos de células
procariotas y eucariotas, in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar la mutagenicidad de los extractos de esporas de T. frezii en cultivos de bacterias.

e Estudiar el dafio cromosémico inducido por los extractos de teliosporas en células humanas
cultivadas in vitro.

Pagina 1 de 22



IS1DSA Universidad Nacional de Cérdoba
Instituto Superior de Investigacion Desarrollo y Servicio en Alimentos

e |dentificar y analizar el perfil de compuestos del o los extractos que presenten potencial
genotoxicidad.

e Determinar la capacidad genotdxica de los metabolitos puros presentes en mayor
concentracién en los extractos que muestren accién téxica dirigida al ADN.

ACTIVIDADES Y METODOLOGIA:

LiNEA A

a) Modelo experimental
Las plantas de mani (Arachis hypogaea L): Se obtuvieron mediante la siembra de semillas
sanas de hibridos suceptibles e inmunes en macetas de 40 cm de diametro, conteniendo
tierra esterilizada en autoclave a 121 C durante 40 minutos. Los cultivos se desarrollaron
bajo condiciones hidricas y de temperatura controladas, en un invernadero con ciclos de
luz/oscuridad de 14/10 h a 22 °C.

Cuando las plantas de mani se encontraron en el estadio de “clavo”, y los frutos
penetrados en el suelo, aproximadamente entre los 50 a 60 dias después de la

emergencia, se cosecharon los frutos y se tomaron todas las muestras de tierra el mismo
dia.

LoTE 1 LOTE 2 LoTE 3 LoTE 4
TIERRA + + + +
TELIOSPORAS - + - +
SEMILLAS DE MANi - - + +

Lote 1: Se tomaron muestras de tierra de los primeros 5 cm de profundidad a partir de
macetas que no fueron contaminadas con teliosporas, ni sembradas. Luego, se obtuvieron
los extractos de dichas muestras.

Lote 2: Las macetas fueron contaminadas con las esporas de Thecaphora frezii,
esparciendo las mismas mediante espolvoreo sobre la tierra, con posterior
homegeneizacion hasta 5 cm de profundidad. Se tomaron muestras de la tierra
contaminada y se realizaron extractos de las mismas.

Lote 3: Las macetas fueron sembradas con las semillas de mani y cuando las plantas alcanzaron
el estadio de clavo, los frutos fueron cosechados y se obtuvieron extractos de los mismos,
llamados en adelante “extractos de clavo”. Ademas, se tomaron muestras de tierra en el lugar
donde el clavo se enterrd, y se obtuvieron extractos de las mismas.

Lote 4: Las macetas se contaminaron con teliosporas, de la misma forma que las macetas del
lote 2, y luego, se sembraron con las semillas de mani para simular el desarrollo de la planta en
un suelo contaminado. Después de que los frutos, en el estadio de “clavo” se enterraron en el
suelo, se tomaron muestras de la tierra alrededor del clavo, y se realizaron extractos de las
mismas.

Obtencion y preparacion de la muestra de clavo: Los clavos obtenidos del lote 3 se
recolectaron, y luego, trituraran con un homogenizador a cuchillas y en mortero?.
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Obtencion de los extractos:

Los extractos se realizaron a partir de muestras de 1,5 g de clavos de mani (menores a 1 cm de
largo) de las plantas susceptibles e inmunes que estuvieron en contacto o no (control) con las
teliosporas, obteniéndose 4 condiciones clavos de plantas susceptibles (SC), de plantas
susceptibles y expuestas a las teliosporas (ST), plantas inmunes (IC), y plantas inmunes
expuestas a las teliosporas (IT)

A cada muestra se le agregaron 6 mL de Hexano, se homogeneizaron en vortex y colocaron en
un agitador de bandeja durante 2 h, a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego, las
muestras se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min, y se obtuvo el sobrenadante (extracto de
hexano), que posteriormente fueron evaporados con N2(g) y guardados a -80 °C hasta su
utilizacion. Los extractos secos, "pellets", de las muestras fueron resuspendidos sucesivamente
en Acetato de etilo, Metanol y Metanol 3acido (0,2 % de &acido férmico), repitiendo el
procedimiento anterior. En total se obtuvieron 16 muestras, correspondientes a las dos
variedades de plantas (Inmunes y susceptibles), dos condiciones de cultivo de las plantas
(expuestas o no las teliosporas) y 4 tipos de extractos (Hexano, Hex; Acetato de etilo, AE:
Metanol, MOH; y Metanol acido, MOH+).

Tabla 1 Extractos obtenidos de las plantas ( exudados ) que estuvieron en contacto o no

(control) con las teliosporas

Solvente

Hexano SC ST IC IT
Ac. de etilo SC ST IC IT
Metanol SC ST IC IT
Metanol Acido SC ST IC IT

Plantas susceptibles (SC), Plantas susceptibles y expuestas a las teliosporas (ST), Plantas inmunes (IC), Plantas
inmunes expuestas a las teliosporas (IT)

Los extractos de clavo se obtendran mediante una secuencia de extracciones seriadas con
solventes de distinta polaridad (éter de petréleo o hexano; acetato de etilo o diclorometano, y
metanol o metanol acidificado). Esta secuencia de extraccién permitird hacer una primera
separacion entre compuestos liposolubles, de polaridad intermedia y compuestos mas polares
(extraibles en metanol).

b) Analisis de los extractos:

Las muestras MOH y MOH+ fueron resuspendidas en metanol grado HPLC con sonicacion. El
volumen final de disolucién fue de 1 mL. Y fueron analizados por HPLC-MS. Donde se tuvieron
en cuenta los siguientes parametros:

Solvente A: 4cido férmico 0.5%

Solvente B: acetonitrilo con acido férmico 0,5%

Flujo: 0,35 mL/min

Columna: C18; Phenomenex, 100 x 2,10 mm; tamafio de particula 2,6 micras.

Temperatura: 30°C
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Volumen de inyeccién: 10 uL

Tabla 2 Composicién del gradiente de solventes

TIEMPO (min) | SOLVENTE A (%) | SOLVENTE B (%)
0 95 5

21 5 95

24 5 95

25 95 5

32 95 5

Solvente A: 4cido férmico 0.5%. Solvente B: acetonitrilo con acido férmico 0,5%

Las muestras AE fueron resuspendidas en 150 plL de AE + 10 pL BSTFA (incubado 35 min en
oscuridad a T ambiente=20°C)+ 40 uL MeOH (para agotar el reactivo BSTFA que no haya
reaccionado), incubado 5 min y luego guardado a -20 °C hasta su medicidn y analisis por GC

Las muestras extraidas de hexano no se analizaron debido a que la extraccion en esas
muestras fue escasa, con poco sedimento, y no tuvo impacto sobre la germinaciéon como se
vera mas adelante)

Los extractos que se utilizaron para evaluar la germinaciéon de las teliosporas se re-disolvieron
en 200 ul de DMSO, y en los cultivos se usé 1 % de cada extracto.

c) Efectos de los extractos o componentes especificos de los mismos sobre la
germinacion de las teliosporas:
Se analizaran los efectos de los extractos sobre la germinacién de las teliosporas, para poder
determinar cudles son los metabolitos responsables de los potenciales efectos inducidos por
los mismos que presenten actividad.

Cultivo de Teliosporas
Se realizd el cultivo en medio de Murashige y Skoog liquido y sélido por un periodo de 30 a 40
dias, observando la germinacién al microscopio éptico (100X) y determinando la proporcién de
esporas germinadas.
Se probaron 5 condiciones:
1. Se sembrod una suspension de Teliosporas previamente desinfectadas con 1.5 % de
hipoclorito de Sodio, y tres enjuagues con agua destilada estéril. Se sembraron en los
medios de Murashige y Skoog aproximadamente 10.000 teliosporas en placas de 24
wells placa. Aquellas placas que contenian medio solido fueron incubadas tanto en
aerobiosis como en microaerofilia a 25 2C y en oscuridad.
2. A la condicién anterior se le agregd dos extractos de mani: mani triturado y mani sin
triturar (solo al medio solido).
3. Se agregaron al cultivo anterior tres fitohormonas en forma individual en 6
concentraciones®: Acido salicilico (SA), Giberelinas (GA) y Acido absicico (ABA).
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4. SE prepararon los medios de cultivo con agua de lluvia. Se utilizaron las tres

fitohormonas anteriores en forma individual y combinada con y sin extracto de mani
triturado y sin triturar.

5. Se utilizaron placas de mayor tamanio (Petri de 35 mm) para la siembra lo que permitié

una distribucion mds homogénea de las teliosporas, pudiendo analizar mejor el
crecimiento de las mismas. El cultivo se realizé en las mismas condiciones de 4. pero
adicionando 5 fitohormonas en forma individual a 2 concentraciones diferentes” : SA,
GA, ABA, Acido jasmonico (JA), Metil jasmonico (Mel) y Acido Indol acético (IAA) y los
16 extractos de clavos descriptos en Materiales y Métodos: HEX, AE, MOH y MOH+
tanto de las variedades inmunes y susceptibles de mani expuestas y no expuestas a
Thecaphora.
#: ABA: 10 uM, 1uM, 0,1 uM, 10 uM, 1 nM, 0,1 nM

GA: 50 uM, 5 uM, 0,5 uM, 50 nM, 5nM, 0,5 nm

SA: 500 uM, 50 uM, 5 uM, 0,5 uM, 50nM, 5 nm

*: ABA: 79 uM, 7,9uM
GA:57 uM, 5,7 uM
SA: 150 uM, 15uM
JA: 238 uM, 23,8 uM
Mel: 280 uM , 28 uM
IAA: 57 uM, 5,7 uM

LiNEA B

a)

Estudio citogenético para detectar dafio cromosémico: Ensayos de citotoxicidad

Para evaluar la toxicidad de un compuesto o de una mezcla de sustancias sobre un tipo
celular especifico, es necesario exponer las células a dosis del compuesto, o de la
mezcla de sustancias, que no induzcan la muerte celular (citotoxicidad) en forma
aguda. En otras palabras, los efectos tdxicos deben ser evaluados en células viables, es
decir que es necesario tener al menos 70-80% de células vivas, en las que se puedan
detectar los efectos toxicos primarios. Esta consideracién general, también es valida
cuando se trata de ensayos para evaluar la toxicidad genética de un compuesto o
mezcla de sustancias, como es el caso de los extractos de teliosporas de Thecaphora
frezii.

Se estudiaron los efectos citotoxicos de los extractos de teliosporas mediante la
técnica de MTT, segun el disefio experimenta que se muestra e la Figura 1
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Citotoxicidad de los extractos de teliosporas

Lineas celulares de origen:
Hepatico (HepG2), carcinoma hepatocelular humano.
Intestinal (Caco-2), adenocarcinoma colorrectal humano.

10° célul 0,1%
celulas 0'2 % DMSO
o 04% I E-MeOH
or G
e
[ B o
48 ha37°C 10% | EHeX

Fig. 1 Esquema de prueba de citotoxicidad de los extractos

b) Ensayo de microntcleos (MN):
Los MN son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear, que se corresponden con material
genético no incorporado correctamente a las células hijas durante la divisidn celular. Reflejan
aberraciones cromosdmicas y se originan por roturas cromosdémicas, mala segregacion de los
cromosomas y por errores durante la replicacion y posterior divisidn celular del ADN (Fig. 2).

Evaluacion de genotoxicidad en células eucariotas:
Ensayo de micronucleos (MN).

ol

Mala segregacion — Dano al ADN
\

Defectos en: | . Roturas de ADN
Huso mitético | Errores de reparacion
Centrémero
Mala condensacion

cromosémica

Célula Binucleada con MN

Fig. 2 Esquema del ensayo de micronucleos

Concretamente, el ensayo se realizé segln el procedimiento descripto por Theumer et al.
(2010). Brevemente, las células se cultivaron durante 24 h en presencia o ausencia de los
extractos. y luego los medios de cultivo fueron reemplazados por medio fresco conteniendo
citocalacina B (3 mg/mL) para inhibir la citocinesis. Posteriormente, las células se fijaron y se
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tifleron con el colorante Hoescht, para luego contar 500 células binucleadas en un microscopio
de fluorescencia y determinar la frecuencia de aparicién de los MN.

RESULTADOS:

LiNnEA A

a) ANALISIS DE LOS EXTRACTOS

EXTRACTOS METANOLICOS POR HPLC-MS

Los extractos MOH+ de las muestras SC, ST, IC e IT fueron analizados por HPLC acoplado a
espectrometria de masas de alta resolucion (MS). Se utilizaron modos de ionizacidn negativo y
positivo para abarcar la mayor cantidad de compuestos posibles (aunque a veces un mismo
compuesto muestra ambos tipos de ionizacién).

Se comenzo el analisis usando el modo de ionizacién negativo M —H 2> (M-1)

Cromatogramas de 4 muestras extraidas con metanol dcido. Modo negativo.
SC: susceptible control; ST: susceptible teliospora; IC: inmune control; IT: inmune teliospora
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Fig. 3 Cromatograma utilizando metanol dcido modo negativo

Se identificaron por masa exacta 6 compuestos. El perfil de compuestos es similar (el mismo
perfil de compuestos en las cuatro muestras), pero las cantidades relativas son mayores en las
muestras inmunes con relacion a los controles (en especial en la inmune control, seguida de la
inmune teliospora).

El pico 1 corresponderia a acido quinico. El resto de los picos no pudo ser identificado por
ausencia de patrones de los posibles compuestos. Para su identificacién corresponderia hacer
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una separacion por HPLC preparativo y un estudio espectroscopico completo de cada
compuesto.

El analisis se completd realizando HPLC acoplado a MS pero en MODO POSITIVO.

Cromatogramas de 4 muestras extraidas con metanol acido. Modo positivo.
SC: susceptible control; ST: susceptible teliospora; IC: inmune control; IT: inmune teliospora

Intens BMeOH+_SC_pos_1-A.5_01_490.4 BFC+AI MS)

o 2 = N
o 5 b o
h 7
Pl
N
w
E
«
o

intdhd. GUECH+ 5T _nps_1-A.6_01_401.G: BRC +AT VS|

6
i 4 5

ntdh. 7MEOH+_IC_pos_1-A.7_01_492.6: BPC+AI LS|

5 10 15 EY P 30 Time [min]

Fig. 4 Cromatograma utilizando metanol acido modo positivo

Al igual que en el modo negativo, se observa presencia de seis compuestos principales, aunque
en este caso las diferencias cuantitativas no son tan marcadas para las distintas muestras.

Es interesante ver la aparicion de un pequefio pico (sefialado con * luego del pico 3) en las
muestras inmunes. El compuesto no pudo ser identificado, pero es evidente su presencia en
las muestras inmunes.

El pico 1 muestra menor cantidad relativa en las variedades inmunes (en especial inmune con
teliospora) con relacién a los controles.

El pico 1 se trata del mismo compuesto en las cuatro muestras analizadas, pero no es acido
quinico (el espectro de MS en modo positivo no coincide con el del 4cido quinico). Por lo tanto
el pico 1 corresponde a un compuesto no identificado. Para la correcta identificacion de todos
los picos observados en modo positivo corresponderia hacer una separacién por HPLC
preparativo y un estudio espectroscépico completo de cada compuesto.
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Los extractos de metanol presentan picos y iones similares a los extractos de metanol acido.
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Fig 5 Cromatogramas de 4 muestras extraidas con metanol. Modo negativo. SC: susceptible

control; ST:

susceptible teliospora; IC: inmune control; IT: inmune teliospora
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Fig 6 Pico 1. Espectro de MS de susceptible control y susceptible teliospora
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Fig 9 Pico 1. m/z 341,11
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Fig 10 Pico 1. m/z 439,08
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Fig 11 Pico 1. m/z 377,07
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Fig 12 Pico 1. m/z 533,17

Del andlisis de los cromatogramas anteriores podemos deducir que en los extractos
metandlicos las 4 muestras muestran perfiles similares, con 6 picos mayoritarios cuando se
analiza la corriente idnica total. Con respecto al pico 1: el ion 191,05 esta presente en todas
las muestras, pero se encuentra aumentado en las muestrasCS (5) y Tl (8). En las muestras
inmunes desaparecen los iones 341,1; 439,1; 377,1; 533,1.
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ANALISIS EXTRACTOS ACETATO DE ETILO POR GC-MS POST-DERIVATIZACION CON TMS
(Tetrametilsilano).
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Fig 13. Cromatogramas extractos Acetato de Etilo M5/6/7/8 superpuestos

Del analisis de los extractos superpuestos se puede concluir que el perfil entre las distintas
muestras es similar (muestra los mismos compuestos pero con distintas cantidades segun la
muestra).
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Fig.14 Cromatogramas extractos Acetato de Etilo M5/6/7/8 en la misma escala (Y)
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De los cromatogramas en la Fig 14 se puede observar como caracteristica diferencial que la
muestra M6 tiene mayor cantidad de compuestos.

Para poder estimar las cantidades relativas se procedid con un proceso de integracién de picos
(el drea es proporcional a la cantidad de cada compuesto en cada muestra, al no poseer
compuestos puros no podemos calcular el area y la concentracién absoluta, pero si la relativa
por comparacion entre cromatogramas para el mismo compuesto). Para poder ldentificar los
compuestos a que corresponde cada pico se procedié con una busqueda en biblioteca (NIST).
Solo se reportan las busquedas con mejor probabilidad de “matching” (asignacién mas
probable a una estructura quimica). Los resultados se muestran en la siguiente Tabla:

Tabla 3 Busqueda en biblioteca (NIST).

TlemP? MUESTRA (érea integrada p/cada compuesto)
retencion
tr (min) M5 M6 M7 M8 Compuesto mas probable segin NIST MS-Library
3,23
3,27 571.903 2.069.000 119.477 32.864 Acetic acid, heptyl ester

Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)/ 2-(4-
3,75 8.680.000 18.530.000 1.064.000 226.309 Methoxyphenyl)-2-(4-trimethoxysilyloxy)propane
4,9 357.892 763.860 193.041 209.062 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-
51 190.077 149.233 67.202 90.363 3-Trifluoroacetoxypentadecane
5,17 991.610  3.299.000 124.142 58.053 x
5,34 241.187 422.274 136.709 164.047 Decane, 1-fluoro-
5,47 108.878 162.424 100.181 114.400

5,52
5,59 0 12.694 38.002 28.149
5,65 760.134 876.752 523.358 580.645 Dodecanoic acid, trimethylsilyl ester
6,3 71.263 12.811 995.894 513.237 Anthranilic acid, N-acetyl-, trimethylsilyl ester

6,75 492.825 1.240.000 194.877 155.682 Azelaic acid, bis(trimethylsilyl) ester
7,12  2.859.000  6.757.000 1.091.000  1.191.000 3-Octadecyne

7,36 361.363 515.536 85.451 154.378 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-
7,56 795.150  1.260.000 264.505 311.908 9-Eicosyne
7,99 109.796 367.184 70.781 41.722 Tetradecanoic acid, 12-methyl-, methyl ester

Cinnamic acid, p-(trimethylsiloxy)-, trimethylsilyl
8,25 582.319  2.806.000 151.281 236.145 ester
8,37 1.270.000 2.023.000 198.227 461.384 n-Hexadecanoic acid
9,5 13.450.000 34.500.000 4.896.000 4.728.000 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester

10,03 14.773 732.242 24.098 73.761 9-Octadecenoic acid (2)-, hexyl ester
Trimethylsilyl 3-methoxy-4-
10,3 549.546 2.396.000 346.711 66.810 (trimethylsilyloxy)cinnamate
10,52 62.023 121.674 22.846 77.925 7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol acetate
Hexadecanoic acid, 1-(hydroxymethyl)-1,2-
10,98 228.936 768.188 99.314 102.644 ethanediyl ester

12,17 1.660.000 2.769.000 292.328 287.695 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, trimethylsilyl ester
12,27 3.816.000 10.960.000 735.618 556.973 11-cis-Octadecenoic acid, trimethylsilyl ester
12,78 5.860.000 8.083.000 2.764.000 2.558.000 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester
14,06 175.215 335.233 83.535 93.392 Ethyliso-allocholate
14,24 136.949 430.661 139.284 118.089 Docosanoic acid, 1,2,3-propanetriyl ester
14,61 286.868 109.595 140.692 110.237 Ethyl iso-allocholate
14,84 159.076 357.884 127.476 181.583 Oleic Acid
14,95 210.679 172.086 145.182 114.683 9-Octadecenoic acid, (2-phenyl-1,3-dioxolan-4-yl
9-Octadecenoic acid (Z)-, 2-hydroxy-1-
15,66 416.960 851.915 281.999 337.415 (hydroxymethyl
15,97 536.418 1.120.000 50.527 76.944 Docosanoic acid, 1,2,3-propanetriyl
16,5 508.711 379.462 224,918 116.299 Docosanoic acid, 1,2,3-propanetriyl ester
17,37 863.305 1.430.000 346.968 278.218 1-Heptatriacotanol
19,53  5.749.000 16.120.000  3.910.000  4.760.000 Campesterol
19,73  3.797.000 10.140.000  3.589.000  4.238.000 Stigmasterol

Muestra con mayor abundancia del compuesto mas probable.

Compuesto mas abundante (derivados de acido estearico y oleico).
Muestra con menor abundancia del compuesto mas probable.
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CONCLUSIONES:

Los extractos realizados con Acetato de Etilo muestran compuestos del tipo acidos grasos y
fitosteroles (campesterol, stigmasterol, etc.) en general, aunque algunas estructuras son
particulares.

b)

La muestra ST tiene en general la mayor abundancia en la gran mayoria de los
compuestos detectados (auin en aquellos no identificados).

La muestra IC tiene en muchos casos la menor abundancia para la gran mayoria de los
compuestos detectados.

La muestra IT también tiene la menor abundancia para algunos de los compuestos
detectados, aunque en una proporcidon un tanto menor a M7.

El compuesto mas abundante que se detectd es el acido oleico (C18:1), caracteristico
de mani.

EFECTOS DE LOS EXTRACTOS SOBRE LA GERMINACION DE LAS TELIOSPORAS:

En los cultivos realizados con las condiciones 1, 2 y 3 descriptas en Materiales y
Métodos no hubo germinacion de las teliosporas hasta los 40 dias de observacion (Fig
15).

Fig. 15 Microfotografia de telisporas de las condiciones 1, 2 y 3 sin germinacion
detectable.

En los cultivos realizados bajo las condiciones descriptas en 4 se observd germinacion
de las teliosporas a los 7 dias de la siembra sin diferencia significativa entre los distintos
tratamientos (Fig 16).Bajo las condiciones descriptas en 5 se observd una mayor
germinacion a partir del dia 7 y posterior filamentizacién solamente en las placas con el
agregado del extracto de clavo AE proveniente tanto de plantas inmunes como
sensibles (Fig 17).
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Fig 16 Microfotografia de teliosporas de las condicion 4 donde se puede observar
escasa germinacioén de las mismas.

La colonia desarrollada bajo estas ultimas condiciones fue tipificada por PCR como Thecaphora
frezii en el Instituto de Patologia Vegetal IPAVE. Brevemente: Se realizé una PCR usando los
cebadores TF2-F/TF2-R, especificos para Thecaphora frezzi. Los productos de PCR se separaron
en gel de agarosa 1,5% y posterior tincién con GelRedTM. Se observé la presencia de la banda
esperada (190 pb) en la muestra y el Control Positivo. La prueba se realizé por duplicado para
confirmar el resultado.
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Fig. 17 Microfotografia de las teliosporas de la condicién 5 con desarrollo de filamentizacién de
T. frezii.

LiNEA B

Se realizaron estudios de citotoxicidad de los extractos de teliosporas sobre dos lineas
celulares humanas; una de origen hepatico (HepG2), y una linea derivada de epitelio de colon
(Caco-2). Ambas lineas son herramientas muy utilizadas en toxicologia, debido a que permiten
evaluar los efectos de los tdxicos sobre los blancos de accién principales de las toxinas que
ingresan por via oral.

En las condiciones experimentales utilizadas, los extractos de teliosporas no fueron citotdxicos
en el rango 0,1-1%; tanto para las células Caco-2 como para las células HepG2 (Fig. 18). Esto se
concluye tras comparar la viabilidad celular para cada nivel de exposicién de los extractos, con
respecto al mismo nivel de exposicidn del vehiculo (DMSO). En funcién de estos resultados, se
evaluaron los efectos genotdxicos de los extractos de teliosporas en el rango 0,1-1%, ya que la
viabilidad de las células Caco-2 y HepG2 no fue afectada en estas condiciones.
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Citotoxicidad de los extractos de teliosporas
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Los graficos muestran el promedio de tres experimentos independientes + el error estandar.

Letras indican diferencias entre los tratamientos y el control correspondiente (°p < 0,01; °p < 0,001).

Fig. 18 Citotoxicidad extractos de teliosporas

Teniendo en cuenta los resultados de los estudios de citotoxicidad, se estudiaron las
frecuencias de micronucleos inducidas por los extractos de teliosporas en las células Caco-2 y
HepG2.
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Fig 19. Imagen microscépica de células Caco-2 binucleadas con micronucleos (flechas).

Los resultados del recuento diferencial de células binucleadas con y sin micronucleos se

muestran en la Figura 20. En rojo se indican los porcentajes de micronucleos registrados en
cada tratamiento.

Caco-2

Micronucleos (%)
(Promedio + SEM)

DMEM DMSO E-MeOH E-AcEt E-Hex

Fig. 20 Frecuencias de micronucleos inducidas en células Caco-2 por los extractos de
teliosporas de T. frezii.

Pagina 19 de 22



IS1DSA Universidad Nacional de Cérdoba
Instituto Superior de Investigacion Desarrollo y Servicio en Alimentos

La Figura 21 muestra una imagen representativa de las células HepG2 en las que se ha
bloqueado la citocinesis mediante la incorporacidon de citocalasina B.

Fig. 21 Imagen microscdpica de células HepG2 binucleadas.

Los resultados del recuento diferencial de células binucleadas con y sin micronucleos se
muestran en la Figura 22, donde los nimeros en rojo indican los porcentajes de micronucleos
registrados en cada tratamiento.
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Fig. 22 Frecuencias de micronucleos inducidas en células HepG2 por los extractos de
teliosporas de T. frezii.

En la Figura 23 se muestran imagenes de células Caco-2 y HepG2 binucleadas, y en las que se
observan distintas morfologias de micronucleos (MNs). Para hacer uso del equipamiento con la
mayor sensibilidad disponible, las imagenes fueron tomadas con un microscopio Leica con una
camara monocromatica (panel de la izquierda), las cuales fueron coloreadas mediante el uso
del software, con un color similar al esperado para el colorante Hoescht (panel de la derecha).

Células Células

binucleadas Células binucleadas con MNs binucleadas Células binucleadas con MNs

Fig. 23 Células Caco-2 y HpG2 binucleadas en las que se observan distintas morfologias de
micronucleos.
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Conclusiones y consideraciones generales

Linea A
Los resultados de los cultivos de teliosporas sugieren la existencia de componentes inductores

de la germinacién en los clavos, los cuales se encontrarian tanto en genotipos susceptibles
como inmunes a la infeccidn por Thecaphora frezii.

Si bien es necesario profundizar el perfil cromatografico de los extractos para identificar con
mayor precision sus componentes (separacion por HPLC preparativo y un estudio
espectroscopico completo de cada compuesto), la principal diferencia entre ellos corresponde
a las cantidades relativas de los mismos, siendo mayores en las muestras inmunes con relacion
a los controles. En este sentido, serd interesante tener en cuenta para un posterior estudio la
aparicion del pico adyacente al identificado como 3 (Fig 4) solamente en los extractos
metandlicos de los clavos provenientes de las variedades inmunes de T. frezii

De todas condiciones ensayadas para evaluar la influencia de las principales variables que
podrian impactar sobre la germinacién y filamentizacidon in vitro de las teliosporas, es
interesante destacar que la presencia de agua de lluvia en la preparacion de los medios de
cultivo, logré estimular la germinacion de las mismas (Fig 16). Como asi también los extractos
de Acetato de Etilo fueron los Unicos que activaron en forma significativa la filamentizacion de
las teliosporas a los 7 dias de incubacién, como se muestra en las microfotografias en la Fig 17.
Estos extractos muestran compuestos del tipo dacidos grasos y fitosteroles (campesterol,
stigmasterol, etc.) en general, presentando algunas estructuras particulares. Estas estructuras
deberian ser identificadas para estudiar su accidn en forma individual.

Linea B

Los resultados de los ensayos de micronucleos refuerzan la hipdtesis de la ausencia de
genotoxicidad de los extractos de teliosporas de T. frezii, lo cual se deduce a partir de los
porcentajes de microntcleos observados en células de origen intestinal (Caco-2), como
también en células hepaticas (HepG2) especializadas en el metabolismo de xenobidticos.

Cabe mencionar que se realizara un informe anexo integrador de los hallazgos de los estudios
de evaluacién de la toxicidad de las teliosporas de T. frezii, contemplando los resultados de las
partes | y Il del proyecto.

Integrantes equipo de investigacidn:

Héctor Rubinstein

Martin Theumer

Daniel Wunderlin

Verdénica Mary W1
Pilar Velez . \ /

Héctor R. Rubinstein
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