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Introduccion

El presente estudio se enfoca en el andlisis del perfil lipidico en cada etapa del desarrollo del hongo fitopatégeno Techaphora frezii (Basidiomycota), agente causal del
carbon del mani. Se enfoco en el analisis de la composicion de fosfolipidos (PL), esteroles y acidos grasos (AG) con el fin de reconocer las vias metabdlicas involucradas
en la sintesis de lipidos y su relacion con la viabilidad celular. En relacion a los AG, se estudiaron las diferencias en el grado de saturacion de los mismos y el largo de las
cadenas lipidicas.

Materiales y métodos | —"
W}._mw
Como materiales de partida se tomaron teliosporas de cajas de mani enfermas de la campafia 2016/2017 del campo mathanotwater )
experimenta de INTA Gral. Cabrera. Las mismas se desinfectaron con NaClO 5% 10 min y se germinaron en medio PDA . El aw«..)vj
micelio obtenido fue repicado posteiormente en PDA, se cosecho suficiente cantidad de hifas para la realizacion de los (—H
ensayos, se lavaron y se freezaron para su posterior andlisis. Para la obtencion de basidiosporas, se dejaron placas con hifas ” "
en PDA hasta agotamiento del medio y formacién de basidiosporas. o =
Fags = V) Sem——" x <
Analisis de lipidos B ot
i
v'Extraccion de lipidos de hifas, basidiosporas y teliosporas por el método de Folch 2. ﬁ%
v Acidos grasos: Andlisis de largo de cadena y saturaciones por CG/FID, comparacion con estandar de acidos grasos TR - Tran-esterificacion;
v'Fosfolipidos y lipidos neutros: Analisis por HPLC/PDA; comparacion con estandares fosfatidilcolina (PC), Fatty acyl methyl esters
fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (DSPG) y liso-fosfatidilcolina (LPC). :
v'Estimacion de composicién relativa en cada estadio. o .: I"’

S 3 5:.'_"'““ High- performance
Sensibilidad a AmB o ml P
v'Ensayo AmB a diferentes concentraciones y tiempos de exposicién (100 y 500 ug/ml en DMSO durante 2, 4 y 24 hs).

. 100 161
v'Monitoreo de viabilidad con IP ee >
Resultados =
Elution time
En teliosporas se observo la presencia de tres tipos de lipidos 0 2hs 4hs 24 hs

insaponificables (lipidos neutros) de diferente composicion Composicion dEfOSthp'dos

quimica. En basidiosporas se encontraron fres tipos de PL,
entre ellos PE, PC y PS, aunque no se observaron lipidos | 100%

Control ;’t\ ._ b

insaponificables. En hifas se encontré PE y PC, aunque no se | 74
encontré PS. Se encontrd un alto % de ergosterol. Este | £ % i

resultado se corroboré con el ensayo de actividad antifingica de E o P 100 ug/ml
AmB, la cual ejerce su accién uniéndose al ergosterol de |3 upE AmB
membrana y creando poros que causan la muerte celular. En | § 10% ® ERGOSTEROL

este ensayo se observo mediante tincién con IP que a las 2 hs | § BINSAP2

de exposicion a ambas concentraciones de AmB, la viabilidad | = 20% —

500 ug/ml
AmB

de las hifas disminuyé en un 60% y 90% respectivamente en -
relacion al control. Luego de 4 hs de incubacién no se Teliosporas  Basidiosporas s
observaron células viables en los tratamientos con AmB.

Respecto a los AG, también se encontraron diferencias en la composicién de cada estructura. En las teliosporas los

componentes principales fueron los AG monoinsaturados (56%) entre ellos podemos mencionar al acido oleico cis y Shtwtcion'de AS

trans (18:1), acido palmitoleico (16:1) y acido gadoleico (20:1). Los acidos grasos saturados y polinsaturados se o 600
encontraron en cantidades iguales (22%). La relacion entre AG saturados e insaturados se revierte en basidiosporas % 500
e hifas, en las cuales se observd una proporcién de AG saturados de 53% y 51% respectivamente. En las ® 400 H
basidiosporas se encontré un 17% de monoinsaturados y 30% de poliinsaturados. En las hifas esta cantidad fue de § #
24% de monoinsaturados y 25% de poliinsaturados. En relacién a los poliinsaturados, se encontré al 4cido linoleico § =00 |
como el principal componente, con un 22% en teliosporas, 30% en basidiosporas y 25% en hifas. Es importante 52&0 1
destacar la presencia de écido eicosadienoico (20:2) en hifas, el cual no fue detectado en ninguna otra estructura. 8 100
Respecto al largo de cadena, los AG de cadena larga (= 18C) prevalecieron en todas las estructuras analizadas, L =
aungue su % fue marcadamente mayor en teliosporas (88%) respecto a basidiosporas (65%) e hifas (63%). En las TELIO BASIDIO HIFAS
primeras, el principal componente fue el acido oleico, mientras que en basidiosporas se encontré acido estedrico ®Saturados ™ Monoinsaturados ~ # Poliinsaturados
(21%), acido oleico (14%) y acido linoléico (29%). La composicion de AG de cadena larga en hifas fue similar a la de
basidiosporas con un 20% de acido estearico, 18% de acido oleico y 25% de acido linoleico. Largo de cadena de AG
Conclusiones : 100.0
Se observaron cambios en la composicion lipidica de la membrana de T. frezii en cada estadio ontogénico. Este es % 800
el primer reporte donde se describe la variacién en la composicion lipidica en las diferentes estructuras, lo que g 5% 18C
representa un avance para analizar la relacion entre composicion y patogenicidad. Ademas ayuda a interpretar los § 600 =
procesos de sintesis y funciones de los PL, esteroles y AG y a identificar compuestos con potencial actividad % 400 Bati
antifingica. 3
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