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1. Evaluacion toxicologica del consumo subcronico de
dietas contaminadas con T. frezii.

INTOXICACION EXPERIMENTAL SUBCRONICA DE RATAS WISTAR

Formulacion de las dietas experimentales.
Dieta Base control (DBC)
Dieta Mani Control (1 %, DMC)
Dieta Mani con Carbén (1 %, DMCar)
Dieta con Teliosporas de T. frezii (0,2 %, DT)

Intoxicacién subcrénica de los animales (180 dias).
Parametros nutricionales: Peso corporal, Ganancia de
peso corporal.
Perfil hematoldégico:. Hemograma
Glucosa, urea, creatinina, proteinas
totales, albumina, Na, K, colesterol total,
AST, ALT, FAL, bilirrubina total.




Estudio histopatologico de érganos blanco: Higado, rinones, pulmones,
bazo (120 y 180 dias).

Peso de organos.

Evaluacion histologica: Ligera esteatosis macrovesicular en
higados de DMC, DMCary DT .

Estudios de genotoxicidad en CMB: (180 dias). -

Cometa: Genotoxicidad inducida por DMCary DT ???

Analisis de micotoxinas en las dietas exnerimentales v ciiltivos de T
.o . Mani carbon
frezii: Aflatoxinasy fum« _
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TOXICIDAD IN VITRO DE EXTRACTOS DE T. frezii

Preparacion de extractos de teliosporas de T. frezii.
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Conclusiones:

Los consumos subcronicos (180 dias) de las dietas
contaminadas con T. frezii...

v" No causaron alteraciones fisioldgicas, nutricionales o
degenerativas en organos seleccionados.

Los extractos de teliosporas de T. frezii...

v No fueron mutagénicos en cultivos de Salmonella
typhimurium, aun en presencia de un sistema
metabolico extracelular.

v" No fueron genotdxicos en lineas celulares de origen
intestinal y heptatico humanos.




2. Cultivo de mani: Estudio de los mecanismos de
infeccion por T. frezii.

Objetivos...

« Caracterizar el perfil de compuestos del “clavo” de Arachis
hypogaea L., potencialmente inductores de la germinacion de las
esporas de T. frezii.

« Determinar si la presencia de T. frezii en el suelo afecta la
liberacion de compuestos en el “clavo”.

MODELO EXPERIMENTAL
Extractos:

- MeOH
- MeOH-H*
- AcEt

- Hex

Lotel | LotE2 | LOTE3 | LOTE4
I Tierra + + + +

Clavos

Teliosporas - + - +

Semillas de mani - - + +

LoTE1l | LOTE2 | LOTE3 | LOTE4
Tierra + + + +

S Teliosporas - + - +

Semillas de mani - - + +

Suelo




Screening de extractos con actividad inductora de germinacion de
teliosporas de T. frezii.

AcEt: Germinacion (7 dias) + filamentizacion, sin diferencia entre
grupos|lvs. S

MeOH: Germinacion (= 20 dias)

Perfil de compuestos mayoritarios en los extractos.
- HPLC-MS (Modo negativo)
- HPLC-MS (Modo positivo)
- GC-MS (post-derivatizacion con BSTFA)




Analisis de extractos de AcEt por GC-MS post-
derivatizacion con BSTFA.

Mc%mé SC M5 SHS 40460
H4) 3
15 :

5] :
25 ﬂ M“

1 ——s—— . :
o ST M6 SIS 40650
Hi) 3

75

24 " ‘ :
oot | C M7 SMS 40650
0H06) ]

- 14 _
5] ‘ l\ P
| 3

24 IOV
UU‘F"’*"" | Voo m.ﬂ._,.]lln P — |s_,_ll_.v_n-..._.._.,—’\"J bt UA_WMM.J 'f
o | T MG SHIS 4060
0 406) :

ﬂ 15 _
5

. WJJ‘\
- | o) :
T T e e

Tiempo
retencién
tr (min)
3,23
3,27

3,75
4,9
5,1

5,17

5,34

5,47

5,52

5,59

5,65
6,3

6,75

7,12

7,36

7,56

7,99

8,25
8,37
9,5

Compuesto mas probable segtn NIST MS-Library

Acetic acid, heptyl ester

Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)/ 2-(4-
Methoxyphenyl)-2-(4-trimethoxysilyloxy)propane
Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-
3-Trifluoroacetoxypentadecane

X

Decane, 1-fluoro-

Dodecanoic acid, trimethylsilyl ester
Anthranilic acid, N-acetyl-, trimethylsilyl ester
Azelaic acid, bis(trimethylsilyl) ester
3-Octadecyne

9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-

9-Eicosyne

Tetradecanoic acid, 12-methyl-, methyl ester
Cinnamic acid, p-(trimethylsiloxy)-, trimethylsilyl
ester

n-Hexadecanoic acid

Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester




Analisis de extractos de MeOH-H* por LC-MS, en modo
negativo.
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Conclusiones:

Actividad inductora de germinacion de teliosporas de T. frezii :

- Se observo en los dos genotipos de mani, fue extraible fundamentalmente con
AcEt, y probablemente sea inducible por las teliosporas en el suelo.

Analisis quimico de extractos:

- AcEt: Perfiles quimicos similares, principalmente fitoesteroles (campesterol vy
stigmasterol) y d4cidos grasos, que fueron mas abundantes en las plantas
“susceptibles” expuestas al hongo.

- MeOH: Perfil de compuestos similar en ambos genotipos, pero las cantidades
relativas de acido quinico fueron mayores en las plantas “inmunes”.




Seguimos trabajando...

PICT (A) 2013-0750. Inmunologia vegetal: Prevencion de
infecciones fungicas en maiz y mani por induccién quimica de la

resistencia sistémica adquirida.
(IR: Martin G. Theumer).

PICT (A) 2015-2810. Bases para una estrategia tecnoldgica de
prevencion del carbon del mani por Thecaphora frezii.
(IR: Martin G. Theumer).
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