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Resumen

CARACTERIZACION DE CEPAS TOXIGENICAS DEL GENERO Fusarium
MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Las micotoxinas son metabolitos producidos por un amplio grupo de hongos,
entre los que se encuentran los pertenecientes al género Fusarium. Se han
detectado como contaminantes naturales en mayor o en menor grado en un gran
namero de productos agricolas y manufacturados y, si llegan a ser consumidas,

pueden causar una gran variedad de efectos toxicos en humanos y animales.

Dentro de los cereales, el maiz es uno de los mas vulnerables a la colonizacion
por especies del género Fusarium y, por consiguiente, a la contaminacion por las
micotoxinas que produce dicho género. Es por ello que en este trabajo se aislaron
estos hongos a partir de granos de maiz destinados al consumo humano y animal.
Estos analisis, ademas de aportarnos los aislados necesarios para la identificacion y
deteccion de la produccion de micotoxinas, sirvieron para el estudio comparativo
entre los medios de cultivo Patata Dextrosa Agar (PDA) y Agar Verde Malaquita,
destacandose este ultimo por su selectividad para el aislamiento de hongos del

género Fusarium frente otros géneros.

Una vez obtenidos los aislados, nos centramos en la identificacion por PCR de
especies del género Fusarium procedentes de grano de maiz y la deteccion de
especies productoras de tricotecenos (deoxinivalenol (DON) y nivalenol (NIV)).
Como controles se utilizaron cepas de referencia: suministradas por la Coleccion

Espafiola de Cultivos Tipo.

De los hongos obtenidos en la primera parte de este trabajo se seleccionaron
377 pertenecientes al género Fusarium. Estos aislados fueron analizados mediante
PCR utilizando diferentes iniciadores especificos. Con este método se obtuvo la
identificacion de las especies F. graminearum, F. proliferatum, F. oxysporum y F.
verticillioides. La técnica PCR también permitio la deteccion de cepas productoras de

tricotecenos, asi como la de aislados productores de DON.

Para comprobar la especificidad de la identificacion por PCR, se realiz6 la

secuenciacion del fragmento 1TS1-5.8S-ITS2 del DNA, con esta técnica se confirmé
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la identificacion por PCR de algunos aislados y se identificaron 43 aislados que no
pudieron ser identificados por PCR. También se analiz6 la regién IGS mediante la
técnica PCR-RFLP de 96 aislados, encontrdndose una alta variabilidad intra e

interespecifica.

Se determindé la produccion de las micotoxinas deoxinivalenol (DON), 3-
acetildeoxinivalenol (3-ADON), fusarenona X, 15-acetildeoxinivalenol y nivalenol,
mediante cromatografia de gases con detector de masas (GS-MS), a partir de
aislados crecidos en tres medios de cultivo diferentes, a distintos periodos de
incubacion. Para ello, se estudiaron 19 aislados de F. graminearum que previamente
habian demostrado poseer los genes implicados en la produccién de tricotecenos y
DON. Mediante GC-MS se encontré que todas las cepas producian alguna de las
micotoxinas, DON, 3-AcDON y 15-AcDON. El medio de cultivo donde se obtuvo

mayor produccion de micotoxinas fue PDA a los 21 dias.
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CARACTERITZACIO DE SOQUES TOXIGENIQUES DEL GENERE Fusarium PER
MITJA DE TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Les micotoxines s6n metabolits produits per un ampli grup de fongs, entre els
quals es troben els pertanyents al genere Fusarium. S’han detectat com a
contaminants naturals en major o en menor grau en un gran nombre de productes
agricoles i manufacturats i, si arriben a ser consumides, poden causar una gran

varietat d’efectes toxics en humans i animals.

Dins dels cereals, la dacsa és un dels més vulnerables a la colonitzacié per
especies del génere Fusarium i, per conseglent, a la contaminacié per les
micotoxines que produeix aquest génere. Es per aixd que en aquest treball es van
aillar aquests fongs a partir de grans de dacsa destinada al consum huma i animal.
Aquestes analisis, a més d’aportar-nos els aillats necessaris per a la identificacio i
deteccio de la produccié de micotoxines, van servir per a I'estudi comparatiu entre
els medis de cultiu Potato Dextrosa Agar (PDA) i Agar Verd de Malaquita, en qué
destaca aquest ultim per la seua selectivitat per a l'aillament de fongs del genere

Fusarium enfront d’altres generes.

Una vegada obtingudes les soques, ens centrarem en la identificacié per PCR
d’especies del génere Fusarium procedents de grans de dacsa i la deteccio
d’espéecies productores de tricotecens —deoxinivalenol (DON) i nivalenol (NIV)—. Com
a controls es van utilitzar ceps de referencia subministrats per la Col-leccio

Espanyola de Cultius Tipus.

Dels fongs obtinguts en la primera part d’aquest treball, se’n van seleccionar
377 pertanyents al génere Fusarium. Les soques van ser analitzades per mitja de
PCR, utilitzant diferents iniciadors especifics. Amb aquest métode s’obtingué la
identificaci6 de les espécies F. graminearum, F. proliferatum, F. oxysporum i F.
verticillioides. La técnica PCR també va permetre la deteccié de soques productores

de tricotecens, aixi com la d’aillats productors de DON.

Per a comprovar lI'especificitat de la identificacio per PCR, es va realitzar la

sequenciacid del fragment ITS1-5.8S-ITS2 de 'ADN. Amb aquesta tecnica es va
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confirmar la identificacié per PCR d’algunes soques i se n’identificaren 43 que no
havien pogut ser identificades per PCR. També s’analitza la regio IGS, per mitja de
la tecnica PCR-RFLP, de 96 soques, en qué es troba una alta variabilitat intra i

interespecifica.

Es va determinar la produccid de les micotoxines deoxinivalenol (DON), 3-
acetildeoxinivalenol (3-AcDON), fusarenon X, 15-acetildeoxinivalenol (15-AcDON) i
nivalenol, per mitja de cromatografia de gasos amb detector de masses (GS-MS), a
partir de soques crescudes en tres medis de cultiu diferents, a distints periodes
d’'incubacié. Per a aquest proposit, es van estudiar 19 soques de F. graminearum
que previament havien demostrat tenir els gens implicats en la producciéo de
tricotecens i DON. Per mitja de GC-MS es va trobar que tots els ceps produien
alguna de les micotoxines, DON, 3-AcDON i 15-AcDON. El medi de cultiu on

s’obtingué major produccié de micotoxines va ser PDA al cap de 21 dies.
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Summary

CHARACTERIZING OF TOXIGENIC STRAINS OF Fusarium BY MOLECULAR
BIOLOGY TECHNIQUES.

Mycotoxins are metabolites produced by a wide group of fungi, including the genus
Fusarium. Mycotoxins have been identified as natural pollutants to a greater or lesser
degree in many agricultural and manufactured products and can cause several toxic

effects in humans and animals if they become eaten.

Maize is one of the most vulnerable cereals to colonization by Fusarium species and
hence the contamination by mycotoxins produced by such genus. In this work we
have isolated Fusarium strains from maize grains for human and animal feed. We
have carried out a comparative study between Potato Dextrose Agar (PDA) and Agar
malachite green (AVM) to isolate Fusarium strains, highlighting the latter for its

selectivity for isolation Fusarium genus.

We focus on the identification by PCR of Fusarium isolates from maize grains and
detection of trichothecenes producing strains (deoxynivalenol (DON) and nivalenol
(NIV)). As controls, were used strains reference provided by the Spanish Type
Culture Collection (CECT).

We have selected 377 isolates belonging to Fusarium genus and subjected to PCR
analysis using different primers specific. With this method we have identified the
species F. graminearum, F. proliferatum, F. oxysporum and F. verticillioides. The
PCR technique also allowed the detection of the gene that codifies the production of

trichothecenes, as well as isolated producers of DON.

To check the specificity of the identification of Fusarium strains by PCR, sequencing
of the fragment ITS1-5.8S-ITS2 DNA was carried out. With this technique we have
identified 43 isolates that could not be identified by PCR. We have also analyzed the
region IGS through technical PCR-RFLP of 96 isolated, founding a high intra and

interspecific variability.

The production of deoxynivalenol (DON), 3-acetyldeoxynivalenol (3-AcDON),
fusarenon X, 15-acetyldeoxynivalenol (15-AcDON) and nivalenol from isolated
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strains in three different culture media at different periods of incubation, was
determined by gas chromatography with mass detector (GS-MS). We studied 19
isolated F. graminearum containing the genes involved in the production of
trichothecenes and DON. By GC-MS was found that all strains produced one of the
mycotoxins, DON, 3-AcDON and 15-AcDON. The culture medium in which was

obtained a higher production of mycotoxin PDA was at 21 days.
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1. REVISION HISTORICA DE Fusarium spp.

El género Fusarium fue descrito por primera vez en 1809 por Link, quien lo
defini6 como especies de forma hialina, con esporas no septadas que nacian en un
estroma, con forma de canoa o banana, el cual era el caracter primario distintivo.
Dicha descripcion se hizo basandose en las observaciones de F. roseum, primera
especie descrita, y debido a su falta de especificidad, se podria aplicar al menos a
50 géneros de Hiphomycetes (Marasas et al., 1984; Nelson et al., 1994). Es por ello
que la definicién original ha sufrido una serie de modificaciones quedando como:
“especies con macroconidos fusoides, ligeramente curvados, septados y con una
célula basal pedicelada. Con microconidios y clamidosporas terminales o

intercalares, que pueden estar ausentes o presentes” (Nelson et al., 1994).

En 1821, Fries valida este género, incluyéndolo en el orden Tuberculariaceae.
Aunque se ha avanzado considerablemente, todavia existen desacuerdos en la
sistematica de Fusarium, que exhibe un grado notable de variacién con respecto a
caracteristicas morfoldgicas, culturales, y fisiologicas; variacibn que se puede
explicar, en parte, por la capacidad de la especie de colonizar lugares ecolégicos
diversos en la mayoria de las areas geogréficas del mundo. Sin embargo, esta
variacion ha conducido a dificultades considerables en el desarrollo de un sistema
taxonomico estable y extensamente aceptado para el género (Summerell et al.,
2003; Leslie and Summerell, 2006).

Inicialmente se describieron mas de 1.000 especies, variedades y formas,
nombradas en base a observaciones superficiales (Toussoun et al., 1975).
Sistematicamente no se describié el organismo entero y no se hizo ninguna tentativa
de buscar semejanzas o relaciones entre hongos/variedades. La necesidad de
buscar un sistema exacto y fiable de clasificacion se produjo cuando especies del
género Fusarium causaron serias enfermedades en muchas plantas, y fue H.W.
Wollenweber quien estudio este género, del cual se publicaron trabajos como
“Studies on the Fusarium problem”, de 1913, o “ldentification of species of Fusarium
occurring on the sweet potato”, de 1914, entre otras, en las cuales colaboraron 0.A.
Reinking, C.D. Sherbakoff, H. Johann, and A.A. Bailey. Estudios como “Aliquot
Fusaria tropicalia nova vel revisa”, de 1925 y “Fundamentals for taxonomic studies of
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Fusarium”, de 1925, dieron lugar en 1935 a la publicacion “Die Fusarien” en la cual
colaboré 0.A. Reinking, donde se redujeron el nimero de especies, variedades y
formas de Fusarium a 142, agrupados en 16 secciones (Nelson et al., 1994).

Muchos son los sistemas taxonémicos que han sido propuestos para el género
Fusarium: Raillo en 1935, Snyder y Hansen en 1940-1941-1945, Bilai en 1955-1970,
Gordon 1944-1960, Messiaen y Cassini en 1968, Booth en 1971, Matuo en 1972,
Joffe en 1974, Gerlach y Nirenberg en 1982 y Nelson, P.E., Toussoun, T.A. and
Marasas, W.F.0., en 1983. Sin embargo, todos los sistemas propuestos sobre la
taxonomia de Fusarium estan basados en trabajos de Wollenweber y Reinking
publicados desde 1913 a 1935 (Nelson et al., 1994).

Los taxbnomos de Fusarium se pueden clasificar en "divisores", los cuales
buscan diferencias y crean nuevas clasificaciones; “agrupadores” que buscan
semejanzas y los asocian en base a las caracteristicas que tienen en comudn y los
"moderados”, que son una mezcla de los dos grupos anteriores" (Nelson et al.,
1994).

Dentro de los “divisores” encontramos a Wollenweber y Reinking, cuyo trabajo
de 1935 sobre la taxonomia de Fusarium se ha convertido en referencia estandar en
este tema. El trabajo consistio en organizar aproximadamente 1.000 especies del
género Fusarium en 16 secciones: Eupionnotes, Macroconia, Spicarioides,
Submicrocera, Pseudomicrocera, Arachnites, Sporotrichiella, Roseum,
Arthrosporiella, Gibbosum, Discolor, Lateritium, Liseola, Elegans, Matrtiella, y
Ventricosum. Estas secciones contenian 65 especies, 55 variedades, y 22 formas.
Pero en estas se encuentran 77 sinGnimos para Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. y

133 sinénimos para Fusarium lateritium Nees y su teleomorfo (Nelson et al., 1994).

El sistema producido es tan complejo que es dificil o imposible utilizarlo para
construir una clave practica satisfactoria. Los caracteres usados por Wollenweber y
Reinking para separar especie, variedades y formas no son estables y pueden ser
alterados facilmente por medios de cultivos y bajo diferentes condiciones
ambientales. La variacion o la mutacion de los cultivos de Fusarium no fue

reconocida por Wollenweber y Reinking, puesto que sus cultivos no fueron
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monosporicos y algunas de sus especies y muchas de sus variedades y formas

pueden ser mutantes (Nelson et al., 1994; Leslie and Summerell, 2006).

Raillo y Bilai, entre 1950 y 1955, estudiaron los caracteres morfolégicos del
género, como forma y longitud del macroconidio, caracter guia en la determinacion
de la especie; curvatura de conidios, niumero de tabiques, y ancho de conidios,
caracteres usados para la separacion de subespecie y de variedades; y los
caracteres culturales como pigmento, presencia del esclerocios, y modo de la
formacion de la espora, los cuales eran utiles en la separacion de formas. Estudiaron
la variabilidad en Fusarium utilizando cultivos monospéricos y encontraron que la
forma de la célula apical, la curvatura de los conidios y nimero de tabiques seguia
siendo constante en los cultivos desarrollados a partir de cultivos monospéricos,
pero la longitud y la anchura de conidios, numero de esclerocios y formacion de la
espora variaban considerablemente (Nelson et al., 1994; Leslie and Summerell,
2006).

En 1955 Bilai reconocié la importancia de la variacion y/o mutacion de los
cultivos en la taxonomia de Fusarium. Estudié la morfogénesis en aislados
provenientes de conidios, prestando atencién particular a los efectos de la
temperatura, humedad, periodo de crecimiento, composicion del medio de cultivo,
germinacion y envejecimiento de los conidios, y encontré que la variabilidad era
mayor que lo aceptado en la descripcion de muchas especies. En base a estos
resultados, revisé la taxonomia del género para incluir solamente nueve secciones,
26 especies, y 29 variedades. Combind la seccion Liseola con la seccion Elegans y
la seccion Gibbosum con la seccion Discolor. Este sistema se utilizd6 en Rusia, pero
no se ha aceptado en otras partes del mundo (Nelson et al., 1994; Leslie and
Summerell, 2006).

Gerlach y Nirenberg publica en 1982 “The genus Fusarium - a pictorial atlas”, un
trabajo que utiliza fotografias y dibujos de linea excelentes. Estos utilizaron ocho
medios de cultivos bajo condiciones ambientales que acentlan diferencias. Se
concentraron en las diferencias mas que las semejanzas, con el resultado de que
una diferencia leve en la morfologia de un cultivo pudo haber sido la base para

sefialar una nueva especie o variedad. Las nuevas especies fueron establecidas en
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base a un solo cultivo y, en algunos casos, en un solo cultivo mutante (Nelson et al.,
1994; Leslie and Summerell, 2006).

En 1986, Joffe hace un acercamiento a la taxonomia de Fusarium similar a la
de Wollenweber y Reinking y de Gerlach y Nirenberg (1982). De hecho, su sistema
parece ser simplemente una nueva exposicion de las secciones y especies de
Wollenweber y Reinking, con la adicion de algunos nombres de Gerlach. En su
monografia “Fusarium species: Their Biology and Toxicology” incluy6 13 secciones,
33 especies y 14 variedades, tomando como base primaria el macroconidio, forma
del microconidio y caracteristicas del cultivo (Nelson et al., 1994; Leslie and
Summerell, 2006).

Siguiendo en la taxonomia de este género encontramos a los denominados
“agrupadores”, entre los que se encuentran Snyder y Hansen. En los afios 40,
publicaron sus resultados en tres publicaciones. Este sistema se basa sobre todo en
la morfologia del macroconidio y en un estudio extenso de la naturaleza y
variabilidad de las especies de Fusarium. La base para su trabajo era un analisis de
cultivos monospdéricos de las especies de Fusarium bajo condiciones idénticas del
substrato y de condiciones ambientales. Encontraron que los caracteres utilizados
por Wollenweber y Reinking para la identificacion de especie eran insuficientes
(Nelson et al., 1994; Leslie and Summerell, 2006).

Dentro de los taxébnomos considerados como “moderados”, Gordon, en 1944
propone un sistema taxondmico que es una mezcla entre las propuestas de
Wollenweber y Reinking y Snyder y Hansen, pero con mas semejanza al primero.
Booth, en 1971, modificé el sistema de Gordon, agregando resultados de sus
estudios, y amplio la informacién sobre los estados perfectos. La contribucién mas
importante fue la informacidn sobre conidiéforos y células conidiogénicas, Utiles en la
taxonomia de las especies de Fusarium. Demostré el valor de la presencia de
polifialides y monofidlides en la separacion secciones y especie. También demostrd
que la longitud y la forma de las células conidiogénicas que producen microconidios
eran caracteres fiables en la separacion entre especies (Nelson et al., 1994; Leslie
and Summerell, 2006).
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En 1983 Nelson, Toussoun y Marasas proponen uno de los sistemas
taxondmicos mas utilizados a nivel mundial. La filosofia de estos investigadores es
que no hay un sistema taxondémico totalmente satisfactorio para la identificacion de
todas las especies del género Fusarium. Sobre esta base, estos investigadores
seleccionaron lo que consideraban las mejores partes de varios sistemas y
combinaron los resultados de su propia investigacién para desarrollar un sistema de
identificacion practica. El sistema incluyd F. oxysporum y F. solani, segun lo descrito
por Snyder y Hansen, y la informacién sobre los conidiéforos, segun lo descrito por
Booth. Las secciones de Wollenweber y Reinking conteniendo especie toxigénicas,
asi como otras secciones fueron conservadas. Sin embargo, el nUmero de especies
fue reducido, y variedades y formas fueron combinadas con la especie apropiada
(Nelson et al.,1983; 1994; Leslie and Summerell, 2006). Los eventos mas relevantes

en la investigacion del género Fusarium se resumen en la Tabla 1.

1.1. Situacién taxonémica actual del género Fusarium

El género Fusarium comprende 70 especies descritas, que a su vez estan
agrupadas en 12 secciones. Cada seccion es en realidad un conjunto de especies
relacionadas entre si. Mas de la mitad de las especies son pardsitas de plantas y
entre ellos se encuentran algunos de los mas serios patdgenos del mundo agricola
(Leslie and Summerell, 2006).

Aunque no se conoce nada acerca del origen espontdneo de nuevas razas de
Fusarium en la naturaleza, salvo que surgen irregular e impredeciblemente, se sabe
que pueden producirse por mutagénesis (Booth, 1984). La “forma specialis” (f. sp.)
son cepas morfoldégicamente similares y se caracterizan por sus adaptaciones a
diferentes hospedadores. Tanto las “forma specialis” como las razas fisiologicas no
son reconocibles morfolégicamente, solo la inoculacion y su comportamiento frente
al hospedador permiten su identificacion. Aunque raza fisioldgica y “forma specialis”
no estan incluidos en los cédigos internacionales de nomenclatura, ayuda a describir

el grado de especificidad de la relacion hospedador — patégeno (Taylor et al., 1999).
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Tabla 1. Eventos relevantes en la investigacion de Fusarium spp. (1809-2007)

Afio Evento

1809 Link describe el género Fusarium

1821 Fries valida este género que lo incluyé en el orden Tuberculariaceae

1822 Fries describe el estado sexual del género Gibberella

1834 Schweinitz describe Gibberella zeae en maiz en los Estados Unidos

1877 Saccardo describe Oospora verticillioides en maiz asociada con pellagra en Italia

1882 Palchevski reporta tdxicos en pan en Siberia

1886 De Bary propone que las toxinas juegan un papel importante en la enfermedad
de las plantas

1901 Buckley and MacCallum asocian la encefalitis de caballos con comida mohosa en
Maryland, Estados Unidos

1904 Peters and Sheldon, correlacionan la consumicién de maiz contaminado con F.
monilliforme con toxicosis en animales en Nebrasca

1913 Wollenweber publica “Studies on the Fusarium problem”

1914 Wollenweber publica “Identification of species of Fusarium occurring on the sweet
potato”

1923 Dounin reporta enfermedades causadas por Fusarium “head blight” y pan con
toxinas en Russia

1925 Bailey reporta “Aliquot Fusaria tropicalia nova vel revisa”’, “Fundamentals for
taxonomic studies of Fusarium”

1934 Yabuta y colaboradores reportan la estructura de acido fusarico de especies de
Fusarium

1935 Wollenweber and Reinking publican el primer gran atlas “Die Fusarien”, en Berlin
describen 142 especies del género

1935 Raillo hace la propuesta de un sistema taxonémico

1940 Snyder y Hansen reduce todas las especies de Fusarium a nueve especies

1940s En Rusia se presenta un brote de aleukia en humanos por el consumo de granos
contaminados con especies de Fusarium

1944 Gordon propone un nuevo sistema una mezcla entre la propuesta de

1960 Wollenweber y Reinking y el de Zinder y Hansen

1947 Gaumann aisla un fitotoxico una mezcla de eniatina de especies de Fusarium. Su
estructuras fueron reportadas 20 afios mas tarde

1955 Bilai propone un nuevo sistema taxondmico reconociendo la importancia de la

1970 variacion o de la mutacion de los cultivos en la taxonomia de Fusarium

1957 Gaumann reporta que el acido fusarico es toxico para las plantas causandoles
marchitamiento.

1960 El consumo de alimento contaminado con aflatoxinas es correlacionado con el
brote de la enfermedad X en pavos en Inglaterra

1960s El Consumo de alimento contaminado con F. graminearum es correlacionado con
el brote de sindrome estrogénico en cerdos en el centro de Estados Unidos

1960s Reportan las estructuras de tricotecenos de Fusarium, incluida
diacetoxiscirpenol, deoxinivalenol

1970s Toxina T-2 y nivalenol son reportados en Europa, Japén y Estados Unidos

1966 Urry y colaboradores reportan la estructura de zearalenona de especies de
Fusarium

1968 Messiaen y Cassini en su propuesta taxondmica incluyen variedades botéanicas
en vez de cultivares en la subespecie en F. roseum

1969 Hamill y colaboradores reportan la estructura de bauvericina de especies de
Beauveria. En 1991, estas micotoxinas son reportadas en especies de Fusarium

1970s El consumo de granos contaminados con F. graminearum se asocia con el brote
de akakabi-byo en humanos en Japén

1971 Booth modifica la propuesta taxonémica de Gordon afiadiendo informacién sobre
conididforos y células conidiogénicas

1972 Matuo sigue la propuesta de Snyder y de Hansen y propone una clave para el
sistema entero

1974 Springer y colaboradores reportan la estructura de moniliformina en especies de
Fusarium
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1974 Joffe en su propuesta incluyé 13 secciones, 33 especies y 14 variedades para
Fusarium

1977 McLaughlin y colaboradores y Ueno, reportan que los tricotecenos inhiben la
sintesis de proteinas

1977 Hidy y colaboradores reportan actividad estrogénica de zearalenonas

1981 El consumo de maiz contaminado con F. verticillioides es correlacionado con una
alta tasa de cancer de esofago en el sur Africa

1981 Oficiales del gobierno de Estados Unidos alega el uso de tricotecenos como
agentes de guerra biolégicos en el sureste de Asia

1982 Gerlach y Nirenberg publica “The genus Fusarium a pictorial atlas”

1983 Nelson, Toussoun y Marasas, publican “Fusarium species: an illustrated manual
for identification”

1984 Gelderblom y colaboradores reportan actividad mutagénica y la estructura de
fusarina C de especies de Fusarium

1984 Marasas, Nelson, y Toussoun publican “Toxigenic Fusarium Species: identity and

mycotoxicology”

1985-1991 | Acuerdos con los oficiales de Estados Unidos, Irak contrata la produccion en
gran escala de tricotecenos y otras micotoxinas para el desarrollo de armas
biolégicas

1988 Bezuidenhout y colaboradores reportan la estructura de fumonisinas de especies
de Fusarium. Laurent y colaboradores reportan independientemente la
macrofusina en 1989

1988 Marasas y Kellerman y colaboradores causan leukoencefalomalacia en caballos
aplicando fumonisinas por via intravenosa y en 1990 por dosis oral

1989 Hohn vy colaboradores clonan tricodenina sintetasa, primer tricoteceno
biosintético y en 1992 descubren el cluster génico

1989 Desjardins y colaboradores reportan que los tricotecenos son requeridos por F.

sporotrichioides y en 1992 F. sambucinum causa putrefaccién en raices, pero no
la putrefaccion seca en tubérculos de patatas

1990s Gobernantes de los paises de Europa, norte y sur América y otros, publican
regulaciones para deoxinivalenol, fumonisinas y zearalenonas en alimentos
humanos y comida para animales

1990 Harrison y colaboradores muestran que el edema pulmonar en cerdos se puede
causar aplicando una inyeccién intravenosa de fumonisina. En 1998, Gumprecht
y colaboradores causan esta enfermedad por dosis por via oral

1991 Gelderblom y colaboradores demuestran experimentalmente que la ingestion de
fumonisinas puede causar cancer de higado en ratas. En 2001 la administracion
de alimentos y drogas de Estados Unidos confirman que una dieta que contenga
fumonisinas causa cancer de higado y rifibn en roedores

1991 Wang y colaboradores descubren que las fumonisinas inhiben la sintesis de
esfingolipidos
1993 La agencia internacional para la investigacion contra el cancer dice que toxinas

producidas por F. moniliforme (F. verticillioides) se catalogan como grupo 2B
carcinégenas (posiblemente carcinogénicas para humanos)

1993 Haese y colaboradores descubren el gen de la eniatina sintetasa

1996 Xu y Leslie publican el mapa genético de F. verticillioides

1996 Hermann y colaboradores reportan que la produccién de enlaces eniatinicos que
dan la habilidad a F. avenaceum para causar secamiento de raiz en tomate

1996 Desjardins, Proctor y colaboradores reportan que los enlaces de tricotecenos
dan la habilidad a F. graminearum para causar la enfermedad llamada fusariosis
en trigo

1997 Stevens y Tang descubren que las fumonisinas inhiben el receptor del folate 6
acido félico, un posible mecanismo para neutralizar las defensas

1998 Kimura y colaboradores reportan el gen de Fusarium TRI101, que confiere la

resistencia a tricotecenos. Este también es reportado por McCormick y
colaboradores en 1999




Introduccién

Continuacién Tabla 1.

1999 Proctor y colaboradores descubren el cluster génico para la biosintesis de
fumonisina

2000 Beremand y colaboradores publican una libreria génica de F. sporotrichioides

2000 Brandwagt y colaboradores descubren el gen ASC-1, que confiere resistencia a
fumonisinas

2002 Jurgenson y colaboradores publican el mapa genético de F. graminearum.

2003 Se secuencia el genoma completo de F. graminearum

2004 Schmidt, Trail y Song y colaboradores descubren genes para la biosintesis de
equisetina, fusarina y zearalenonas en especies de Fusarium

2006 Lysge y colaboradores reportan que el gen PKS4 de F. graminearum es esencial
en la produccién de Zearalenona

2006 Leslie y Summerell publican “The Fusarium Laboratory Manual” donde presenta
la descripcion de 70 especies del género Fusarium

2007 Brown y colaboradores reportan que en F. verticillioides el clusters génico FUM
codifica a Zn (ll) 2Cys6 proteina que afecta la expresion génica para FUM y la
produccién fumonisina

* Tabla basada en la propuesta de Anne E. Desjardins. Fusarium. Mycotoxins: chemistry, Genetics
and Biology. 2006

Segun de Hoog et al. (2000) y Leslie and Summerell (2006), la clasificacion de

Fusarium se ubica en la:

Division Ascomycota
Subdivisién Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae

Mitosporic Hypocreales
Género Fusarium
Especies F. graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F. oxysporum, F. solani, F.

verticillioides, F. dimerum, F. chlamydosporum, etc.

Algunas especies tienen un estado sexual reconocido dentro de la familia

Nectriaceae y pertenecen al género Gibberella o Nectria.
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1.2. El concepto de especie en hongos

En micologia, la distincion entre una poblacién y un individuo no es siempre
facil, y puede crear la confusion en los estudios genéticos (Carlile and Watkinson,
1994). Es por ello que se ha tomado como unidad taxonGmica basica a la especie.
Sin embargo diversos micélogos consideran que para ser una especie tiene que
variar extensamente, y hay diversos acercamientos para delinearla. Hay que tener
en cuenta, ademas, que la base genética para algunos de estos conceptos es en

gran parte desconocida (Taylor et al., 2000).

Varios conceptos han sido utilizados por micélogos para definir la especie
fungica. El concepto morfolégico (fenotipico) es el acercamiento clasico mas usado
por micologos, y se definen en base a caracteristicas morfolégicas vy
especificamente por las diferencias entre ellas. El concepto policategérico se basa
en una combinacion de caracteres, aunque cada especie no tiene que tener la
misma combinacion. El concepto biolégico, que fue desarrollado antes del andlisis
filogenético moderno, acentla el intercambio de genes (es decir, reproduccion
sexual y parasexual) dentro de la especie y la presencia de las barreras que

previenen el cruce de la especie (Davis, 1995).

Sin embargo, el concepto de especie bioldgica, basado en la reproduccion
sexual, es de dificil aplicacién en los microorganismos que no experimentan meiosis
y se utiliza solamente en los hongos en fase sexual. No obstante en hongos en fase
asexual, el intercambio genético por hibridacion somética es una posibilidad teérica,
cuando existe compatibilidad vegetativa, aunque es limitado (Carlile and Watkinson,
1994; Seifert et al., 1995; Kurtzman and Robnett, 1997).

Los recientes progresos han influenciado altamente los conceptos tradicionales
de la sistemética. Los acercamientos y la incorporacion a la filogenética de las
técnicas de la biologia molecular, particularmente el anélisis de secuencias de ADN,
han proporcionado nueva informacion que ha hecho que el concepto de especie
biolégica se venga abajo, apareciendo el concepto de la especie filogenética. Este
concepto se ha encontrado particularmente apropiado para los grupos de hongos en
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donde no se ha observado ninguna reproduccién sexual (deuteromicetes) (Leslie
and Summerell, 2006).

Uno de los problemas para los especialistas en morfologia implica el decidir
cuantas diferencias se requieren para ser considerada una especie. Esto ha sido
solucionado en parte por el concepto de la especie filogenética, especialmente
cuando estd basada en el andlisis de caracteristicas moleculares que ofrece

consistencia en la delineacion de la especie (Kurtzman and Robnett, 1997).

Sin embargo, la definicion del concepto de especie filogenética es también
complejo, y se han propuesto diversas definiciones. El concepto basado en el
caracter, define una especie como grupo de organismos que tienen cualidades o
combinaciones comunes. Por otro lado, el concepto tradicional de especie insiste
que los organismos deben ser relacionados filogenéticamente antes de ser

considerados miembros de especies conocidas (Baum and Donoghue, 1995).

1.3. Especies de Fusarium

1.3.1. F. graminearum Schwabe (Telemorfo Gibberella zeae)

Es una especie cosmopolita y presenta una amplia gama de hospedantes. Las
principales especies de interés econémico susceptibles son: trigo, cebada, avena,

centeno, maiz, trébol, alfalfa, batata, arroz (Leslie and Summerell, 2006).

Las principales caracteristicas que presenta esta especie son: esporodoquios a
menudo escasos, pero cuando estan presentes son de color naranja palido y pueden
estar ocultos bajo el micelio. El macroconidio es relativamente delgado, en forma de
hoz de 2.5 x 35-63 um, puede contener entre 5 a 6 septos, se caracterizan por
presentar una célula basal con forma de pie bien desarrollada. Las clamidosporas
son globosas, midiendo entre 10 a 12 um de diametro, pueden ser simples o en
cadena. Con microconidos ausentes. Es un hongo homotalico y sus peritecios, son
gregarios y de coloracion purpura oscuro a negro. Se forman a partir de un estroma,
de forma ovoide, papilado, con diametro de 150-350 um, la temperatura para que se

forme esta estructura esta entre 5-35 °C, presentando un éptimo de 29 °C, requiere
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una alta humedad relativa y baja incidencia de luz ultravioleta. Las ascas pueden
contener 8 esporas hialinas. Estas esporas miden de 3.5 x 17-25 um, presentan de 0
a 4 septos, normalmente de 4 células. El telemorfo de esta especie es Gibberella

zeae (Marasas et al., 1984; Desjardins, 2006; Leslie and Summerell, 2006).

Estudios en andlisis filogenéticos basados en 11 genes nucleares revelan que
F. graminearum consiste en al menos nueve linajes biogeograficamente
estructurados denominados “Complejo F. graminearum” (Fg), que recientemente ha
logrado el estado de especie. Estos linajes son F. austroamericanum (linaje 1), F.
meridionale (linaje 2), F. boothii (linaje 3), F. mesoamericanum (linaje 4), F. acaciae-
mearnsii (linaje 5), F. asiaticum (linaje 6), F. graminearum (linaje 7), F. cortaderiae
(linaje 8) y F. brasilicum (linaje 9) (O'Donnell et al., 2004; Glenn, 2007).

Por muchos afnos F. graminearum fue ubicado en dos grupos, conocidos como
F. graminearum grupo 1 y F. graminearum grupo 2, morfolégicamente son muy
dificiles de diferenciar estos dos grupos, pero hay diferencias ecolbgicas y

patoldgicas.

F. graminearum no se asocia directamente como patégeno humano, pero
aislados de esta especie producen tres importantes micotoxinas, zearalenona,
nivalenol y deoxinivalenol, asi como aurofusarina, culmorina, fusarina C,
fusarocromanona y esteroides. La distribuciébn geografica de esta especie es
universal y frecuentemente se asocia con el lugar de origen y temperatura para la
produccion de una determinada micotoxina (Desjardins, 2006; Leslie and Summerell,
2006; Lori y Rizzo, 2007).

1.3.2. F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg. (Telemorfo Gibberella

moniliformis Wineland)

Esta especie que se encuentra dentro de las especies que pertenecen al
complejo G. fujikuroi, estado perfecto asociado a las especies del género Fusarium
pertenecientes a la seccién Liseola y Elegans, cuya taxonomia es altamente
controvertida, y depende del criterio usado. Se distinguen nueve mapas de

poblaciones (MP) designados con las letras A — I: para F. verticillioides (Sacc.) y el
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MP A; F. sacchari (Butler) el MP B; F. fujikuroi, el MP C; F. proliferatum, MP D; F.
subglutinans, el MP E; F. thapsinum, el MP F; F. nygamai, el MP G; F. circinatum, el
MP H 'y F. konzum, el MP | (Keréngy et al., 1999; Zeller et al., 2003; Leslie et al.,
2004).

La apariencia del macroconidio formado en el esporodoquio, varia desde forma
de hoz a casi recto con el lado dorsal y ventral casi paralelo y con paredes delgadas
y célula basal con forma de pie, con 3 a 5 septos. Con microconidios abundantes,
unicelulares de forma oval a claviforme con una base aplanada. Se forman
apicalmente en cadenas largas sobre monofialides. Los conidi6foros pueden ser
ramificados o no ramificados, monofidlides, y no presenta clamidosporas. La
morfologia de la colonia en el medio PDA es de color blanco la cual crece
rapidamente y frecuentemente se tifie de purpura. Los esporodoquios pueden estar
presentes o ausentes; cuando estan presentes pueden ser de color arena a naranja.
Se pueden desarrollar esclerocios y usualmente son de color azul oscuro los cuales
pueden ser abundantes dando esa coloracion a la superficie superior e inferior de la
colonia. La superficie inferior puede variar desde incolora hasta parpura oscura
(Leslie and Summerell, 2006).

Su distribucidon geografica es amplia y con alto un rango de hospedadores
importantes econémicamente, como maiz, higo, esparrago, pino, cafla de azucar,
cebada, trigo. Causa diversos sintomas, esta asociado con la marchitez, pudricion
de raiz y tallo en sorgo y maiz, en algunos casos produce pudricion de granos y
mazorca (Desjardins, 2006; Leslie and Summerell, 2006).

F. verticillioides es morfologicamente igual a F. thapsinum que no produce
pigmentos amarillos, también es similar a F. proliferatum pero las especies se
distinguen porque éste forma microconidios en cadena desde polifialides. Lo mismo
sucede con F. andiyazi pero éste no forma pseudoclamidosporas, también es muy

similar en algunos aspectos con F. nygamai (Leslie and Summerell, 2006).

Una de las caracteristicas de esta especie es que da alergia en humanos y
tiene la capacidad sistematica de producir cancer. La fumonisina es la micotoxina

mAas importante que sintetiza esta especie, pero también &cido giberelico,
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moniliformina, acido fusarico, beauboricina, y fusaproliferina (Malonek et al., 2005;
Desjardins, 2006).

1.3.3. F. equiseti (Corda) Saccardo

Posee abundante macroconidios formados en esporodoquio de color naranja.
Se usa solamente el macroconidio formado en esporodoquio para su identificacion,
la cual posee una curvatura dorsiventral y usualmente con 5 a 7 septos, con una
distintiva célula basal en forma de pie parecido a un latigo. Su tamafo puede variar
entre 25 a >120 um, los macroconidios pueden ser también producidas por
monofidlides o en conidiéforos bifurcados. No produce microconidios, produce
clamidosporas globosas, intercalares, solitarias o en cadenas, lisas o rugosas (Leslie
and Summerell, 2006).

F. equiseti se puede confundir con un gran numero de especies del género
Fusarium incluyendo a F. scirpi, F. compactum, y F. semitectum (Leslie and
Summerell, 2006).

Geogréficamente F. equiseti es cosmopolita, habitante natural del suelo y
aislado en muchas partes del mundo y puede colonizar raices de plantas desde los
13 °C hasta los 30 °C. Produce una cantidad considerable de la enzima linamarasa y
el acido ursodeoxicdlico. Con lo que respecta a los humanos se conoce como
alergénico, se reconoce como patdgeno humano y se asocia a micotoxicosis en
animales y humanos por las micotoxinas que produce las cuales incluyen:
butenolida, beauvericina, tricotecenos como diacetoxiscirpenol, nivalenol, y toxina T-
2, equisetina, fusarocromanona y zearalenona (Marasas et al., 1984; Desjardins,
2006; Leslie and Summerell, 2006).

1.3.4. F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg. (Telemorfo Gibberella

intermedia (Kuhlman))

Su estado sexual es G. intermedia (Kuhlman) Samuels, Nirenberg and Seifer,
su distribucién geografica es mundial y puede colonizar varios sustratos. Causa

enfermedades en maiz, sorgo, mango y esparrago. El macroconidio es el tipico que
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se forma en las especies del complejo G. fujikuroi el cual se describié en la especie

F. verticillioides (Desjardins, 2006; Leslie and Summerell, 2006).

Algunos aislados de F. proliferatum producen acido giberélico y una variedad de
micotoxinas en altos niveles dentro de las que se incluyen beauvericina,
fusaproliferina, acido fusarico, fusarinas, fumonisina y moniliformina. También puede
producir proteasas y B-glucosidasas, B-xylosidasa, algunas especies producen
enzimas que estan involucradas en la biodegradacion de lignina (Leslie and
Summerell, 2006).

1.3.5. F. culmorum (W.G. Smith) Saccardo

Se caracteriza por qué forma abundantes macroconidios en el esporodoquio.
Estos son cortos y robustos, con una célula basal en forma de pie poco desarrollada.
Estos también se forma en monofiélides o en conidiéforos bifurcados. Contiene entre
3y 4 septos. Con microconidios ausentes y abundantes clamidosporas las cuales se

pueden formar entre la tercera a quinta semana (Leslie and Summerell, 2006).

Presenta similitudes morfolégicas con F. sambucinum y F crookwellense. El
estado sexual de F. culmorum es probablemente heterotalica. Comunmente se
encuentra en regiones templadas. Esta asociado a enfermedades de raiz y tallo en
cereales y contaminacion de granos, particularmente en las regiones templadas de
Europa. Produce esteroides y micotoxinas como la moniliformina, deoxinivalenol,
fusarina C, y zeralenona. También produce T-2 y neosolaniol. En humanos se asocia

con dermatitis (Desjardins, 2006; Leslie and Summerell, 2006).

1.3.6. F. oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder and Hansen

Su estado sexual no es conocido, su distribucion geografica es cosmopolita y es
un importante patdgeno vascular de muchas plantas y es comdn en el suelo como
saprofito. Sus caracteristicas principales es su macroconidio que se forma en
esporodoquio, en conidiéforos bifurcados o en monofilides, que usualmente son
abundantes, de paredes delgadas, fusiformes, largas, moderadamente curvadas en

forma de hoz, usualmente con 3 septos transversales, con la célula basal elongada y
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la célula apical atenuada; con un tamafio que va de 27 a 46 um de largo por 3 a 4.5
pm de ancho. Los microconidios usualmente no tienen septos, unicelulares, hialinos,
elipsoidales a cilindricos, rectos o curvados; se forman sobre fialides laterales,
cortas, simples o sobre conidioforos poco ramificados y son formados
abundantemente en falsas cabezas. Los microconidios tienen 5-12 um de largo por
2.5-3.5 ym de ancho. Produce abundantes clamidosporas a las 4-6 semanas. Son
mas de 100 formas “speciales” o razas que se han descrito de F. oxysporum
(Marasas et al., 1984; Desjardins, 2006; Leslie and Summerell, 2006).

Se ha asociado con varias infecciones en humanos incluyendo infecciones en la
cornea, varios tipos de dermatitis, e infecciones internas. Generalmente esta especie
no produce micotoxinas aunque sintetizan varios poliquetidos en sus metabolitos
secundarios aunque se desconoce su funcién y toxicidad. Algunos aislados pueden

producir zearalenona y algunos tricotecenos (Leslie and Summerell, 2006).

2. METODOS DE IDENTIFICACION

2.1. Identificacién y caracterizacién de las especies del género Fusarium

Como se dijo anteriormente, la marcada variabilidad de Fusarium spp. en
cuanto a sus caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas, explica su capacidad para
colonizar diversos nichos ecoldgicos diseminados por todo el mundo. Esto explica la
cantidad de especies descritas por los diversos autores. La mayoria de estas
clasificaciones se basan en las caracteristicas macro y microscopicas del cultivo y se
considera un género anamorfico dentro de los Ascomicetes (de Hoog et al., 1998;
2000).

La morfologia, pigmentacion de la colonia y ausencia o presencia de
esporodoquio, esclerocios o estroma en diferentes medios son caracteristicas que
se tienen en cuenta. En medios habituales las colonias presentan un crecimiento
rapido, que suele ocupar toda la placa (8-9 cm de diametro en una semana). El color
que desarrollan depende de la especie, y puede ser blanquecino, crema,

anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc., coloraciones que pueden variar segun los
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diferentes medios de cultivo. El micelio aéreo suele ser abundante y de aspecto

algodonoso (de Hoog, 1998; Samson et al., 2004; Leslie and Summerell, 2006).

Habitualmente los medios de cultivo mas utilizados con el propésito de
identificaciébn son: agar extracto de malta (MEA), en el cual se pueden valorar
aspectos morfolégicos tanto macroscopicos como microscopicos ademas de
conseguirse una buena esporulacion. Con agar patata dextrosa (PDA) se valora muy
bien el aspecto morfoldgico y coloracion de la colonia, pero su alto contenido en
carbohidratos condiciona un mayor crecimiento en detrimento de la esporulacion,
qgue suele retrasarse, y los conidios pueden ser atipicos. El medio agar harina de
avena (OA) se utiliza para valorar la velocidad de crecimiento, color, aspecto de la
colonia y caracteristicas microscopicas. Agua agar (WA) es un medio recomendado
para la germinacién inicial de conidios de cultivos de Fusarium spp., y suelo agar
(SA), que se usa para formacion de clamidosporas, es utilizado para la identificacion
de algunas especies de Fusarium (Leslie and Summerell, 2006). Otros medios de
cultivo utilizados son: agar clavel (CLA), Cloruro de potasio agar (AKCI), agar arena,

agar nutriente sintético (SNA), medio de Komada, entre otros.

La temperatura habitual de incubacién puede oscilar entre 24 y 28 °C. La
formacion de conidios puede estimularse incubando los diferentes medios bajo luz
negra (300-400 nm) y también alternando luz y temperatura (25 °C dia/20 °C noche)
(Leslie and Summerell, 2006).

2.2. Estructuras que se tienen en cuenta para la identificacion morfologica en

especies del género Fusarium

Las especies del género Fusarium pueden producir tres tipos de esporas
llamadas: macroconidio, microconidio y clamidosporas. Algunas especies producen

los tres tipos de esporas, mientras que otras especies no.

El macroconidio es el 6rgano principal para la caracterizacion, no solamente
de la especie si no también del género Fusarium; su forma y tamafo varia segun la
especie. Este se puede formar en una estructura especializada Illamada

esporodoquio, como también en monofialides, polifidlides y en el micelio aéreo. Para
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algunas especies es una caracteristica relativamente constante y estable, pero se
debe utilizar cautelosamente como criterio taxondmico. La presencia de una célula
basal con forma de pie en los macroconidios se considera caracteristica de
Fusarium, pero varios géneros de Coelomycetes también la tienen (Nelson et al.,
1983; Seifert, 2001; Samson et al., 2004; Leslie and Summerell, 2006).

El microconidio es un caracter primario en taxonomia del género Fusarium y
se considera su presencia 0 ausencia. Si el microconidio esta presente, las
caracteristicas consideradas son: forma, modo de formacion, si esta solo, en falsas
cabezas, en cabezas o0 en cadenas. Estos se forman en el micelio aéreo a partir de
monofidlides o polifialides pero no en el esporodoquio. Se pueden ver aislados, en
masas 0 en cadenas. La forma en la que son producidos se observa mejor en un
medio con substrato natural como el agar-clavel (Samson et al., 2004; Leslie and
Summerell, 2006).

Los mesoconidios, anteriormente denominados blastoconidios, son otro tipo
de conidios que tienen forma y tamafo similar a los macroconidios pero les falta la
célula basal en forma de pie, pueden ser rectos, se forman siempre en polifillides y

son individuales (Samson et al., 2004, Leslie and Summerell, 2006).

Otras estructuras como los conidiéforos, que contienen el microconidio. Es un
caracter taxonémico primario y, dependiendo de la especie, se pueden encontrar en
monofidlides o contener monofialides y polifidlides produciendo microconidios
(Samson et al., 2004; Leslie and Summerell, 2006). El esporodoquio es una masa
de conidiéforos cortos y estrechamente ramificados que nacen directamente de una
marafia de hifas. Se producen mas frecuentemente en la naturaleza que en los

cultivos de laboratorio (Samson et al., 2004, Leslie and Summerell, 2006).

La presencia 0 ausencia de clamidosporas es un caracter primario en
taxonomia de Fusarium. Si estan presentes, pueden estar solas, en pares, en
grupos, o en cadenas. Su pared puede ser gruesa, rugosa o lisa. Es una espora de
supervivencia ante ambientes adversos que garantiza la propagacion y

supervivencia del hongo (Samson et al., 2004; Leslie and Summerell, 2006).
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También encontramos los esclerocios, que son una masa de células duras
(dificil de aplastar entre porta y cubre) e inactiva bajo condiciones ambientales
desfavorables y el estroma, que es una estructura vegetativa compacta dentro de la
gue se desarrollan cuerpos de fructificacion.

Fotografia 1. Estructuras morfolégicas del género Fusarium A y B: conidiéforos, C:
Macroconidio, D: macroconidiéforo, E: microconidio, F: clamidoesporas
(Fotos: E.D. Gébmez L).
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El acercamiento fenotipico se ha criticado en gran parte por su carencia de
terminologia estandarizada, estable y su alta subjetividad. Por otra parte, algunas
caracteristicas fenotipicas se han considerado inestables y dependiente de
condiciones ambientales, como el crecimiento en cultivos artificiales. Otro problema
notable de la clasificacion basado en criterios morfologicos es el sistema dual, sin la
correlacion constante entre la taxonomia de los ascomicetes y los deuteromicetos.
Esta es una dificultad importante para establecer las unidades taxonomicas del
hongo en su totalidad (Leslie and Summerell, 2006).

En afios recientes, las técnicas morfolégicas han sido influenciadas por la
taxonomia numérica, que permite estudios fenotipicos mas fiables. La aplicacion de
programas informéaticos y paquetes estadisticos eficaces al desarrollo de las claves
de identificacion, ofrecen algunas soluciones y la posibilidad de un renacimiento de
los estudios morfologicos. Los analizadores de imagen automatizados, el estudio por
microscopia electronica y la geometria fractal pueden ofrecer mucho en el andlisis

de la morfologia fungica (Samson et al., 2004; Leslie and Summerell, 2006).

2.3. Técnicas fisioldgicas y bioquimicas

Estas técnicas se han utilizado con éxito en el estudio de las levaduras.
Diversas temperaturas de crecimiento se han utilizado como herramienta
complementaria en la identificacidon de hongos asexuales y sexuales. El rango de
crecimiento en medios definidos bajo condiciones controladas tienen también valor
en estudios de géneros complejos tales como Fusarium y Penicillium. Los Kkits
comercialmente disponibles, tales como el sistema API 20 C AUX®, se han utilizado
para identificar hongos filamentosos y levaduras. Paterson et al. (1994) han
publicado una compilacion de las técnicas fisiolégicas usadas en la identificacion de
hongos filamentosos y enumeran una gama de meétodos bioquimicos que se
extiendan desde pruebas en agar hasta métodos cromatograficos y electroforéticos
sofisticados (Heard and Fleet, 1990; Deak and Beuchat, 1996)

2.3.1. Metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios son compuestos
no esenciales para el crecimiento y no son parte del metabolismo primario de

organismo, pero probablemente desempeiian cierto papel en la vida de los hongos y
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se encuentran generalmente como mezcla de moléculas relacionadas con una
estructura quimica peculiar. Los mas comunes son esteroides, terpenos, alcaloides,
ciclopeptidos y cumarinas. Algunos de éstos son micotoxigénicos. La produccion de
metabolitos secundarios ha estado durante mucho tiempo en uso en la identificacion
y la clasificacibn de liquenes y se ha utilizado menos en la taxonomia de
ascomicetes y basidiomicetes, aunque es bien sabido que estos organismos
producen un numero extenso de estos compuestos. En estos 6rdenes, la especie
individual se puede reconocer a menudo en base a perfiles particulares de
metabolitos (Demain, 1996; Frisvad et al., 1999).

2.3.2. Ubiquinonas (coenzima Q). Estos compuestos son importantes en la
cadena de transporte de electrones en el sistema respiratorio. EI nimero de
unidades del isopreno unidas al ndcleo de la quinona varia, y tales diferencias en
estructura de la ubiquinona son indicadores excelentes de la clasificaciéon de
géneros y de taxa subgenérica en bacterias y levaduras. Aunque esta técnica se ha
utilizado en la taxonomia de levaduras, en hongos filamentosos es poco comun. Los
resultados proporcionados por estas técnicas se correlacionan a veces con lo
proporcionado por técnicas moleculares, aunque las conclusiones basadas
solamente en la ubiquinona son discutibles, y dependiendo del método usado,
pueden proporcionar datos variables (Yamada et al., 1989; Shiosaki et al., 2001)

2.3.3. Composicion de acidos grasos. El tipo de acidos grasos presentes en
la célula y su concentracion relativa son caracteristicas Utiles para separar taxones,
y se determinan rutinariamente en la sistematica bacteriana. Hasta hace poco
tiempo, estas técnicas eran utilizadas raramente en taxonomia de hongos, pero en la
actualidad estos analisis se utilizan cada vez mas para distinguir los hongos. En
comparacion con las bacterias pocos son los acidos grasos producidos por los
hongos. La espectrometria, cromatografia de gases, y los sistemas bifasicos del
polimero acuoso de particion, estan entre los métodos usados para determinar estos
compuestos. La cromatografia de gases, combinada con métodos de andlisis
estadistico multivariante se ha utilizado con éxito para estudiar 4cidos grasos de
numerosos hongos filamentosos, incluyendo oomycetes, zygomycetes,

basidiomicetes, e incluso micelio esterilia. Estas técnicas también han demostrado
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ser utiles a nivel intraespecifico (Kock and Botha, 1999; Madan et al., 2002;
Lanoiselet et al., 2005).

2.3.4. Composicion de la pared de celular. Las diferencias en la estructura y
la composicion de la pared celular de hongos se han utilizado en la definicién de los
taxones. Por ejemplo, la celulosa es un componente particular de la fraccion alcali
insoluble de oomycetes, mientras que los ascomicetes y los basidiomicetes
contienen la quitina y glucano en estas fracciones. Por contraste, los zigomicetos
tienen acido quitosan y poliglucuronico. Variaciones significativas en la composicion
del azucar de las paredes de célula se han observado en los diversos géneros de
dermatofitos (Phaff, 1998; Roeijmans, 1998; Ahrazem et al., 2006).

2.3.5. Composicion proteica. Refleja la organizacion genética de un
organismo; por lo tanto, el analisis de diferentes perfiles de proteinas se puede
utilizar como sistema de identificacion o tipificacion. Los patrones producidos por
técnicas electroforeticas (zymogramas) permiten determinar relaciones entre
géneros y distinguir especies. Aparte de la electroforesis, las técnicas inmunolégicas
también se pueden usar para la caracterizacion interespecifica. El analisis proteico
se considera una técnica econdémica y practica, aceptada generalmente para hongos
con origenes genéticos independientes. Los datos de isoenzimas alélicas se utilizan

comunmente en los estudios filogenéticos (Schulze, 2005).

3. TECNICAS MOLECULARES

Las caracteristicas morfologicas que se distinguen en un hongo se limitan con
frecuencia a permitir su identificacién; a ello también se aplican las técnicas
fisioldgicas y bioquimicas. Sin embargo, en los hongos filamentosos estos métodos
son laboriosos, variables y costosos. Avances técnicos importantes han estimulado
el uso de técnicas moleculares que son universalmente aplicables, como la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) que ha permitido el andlisis molecular de células
fungicas o aun esporas, material seco, u organismos extintos, como también a la
seleccion de oligonucledtidos especificos para hongos, que ha proporcionado el
acceso facil a las secuencias del ADN (Olive and Bean, 1999; Wassenaar and
Newell, 2000; Leslie and Summerell, 2006).

23



Introduccién

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, los estudios moleculares en
hongos apuntan a: (i) estudios filogenéticos, (ii) estudios taxondmicos, sobre todo a
nivel de géneros y de especies; (iii) usos de diagnéstico; y (iv) epidemiologia y
genética de la poblacion. Cada una de estas orientaciones generales y niveles de

diversidad, tiene su propio sistema de técnicas (Crous, 2005).

3.1. ADN ribosémico

La principal razon del uso del ADN ribosomal (ADNr) es que en eucariotas el
ADNr usualmente esta formado por varias cientos de copias repetidas en tandem de
una unidad de transcripcibn, mas varios espacios adyacentes no transcritos. El
nuamero de copias puede variar segun el organismo. Ademas, existen fragmentos
con distinto grado de conservacién entre los organismos, como los genes 18S, 5.8S
y 28S, y regiones variables, los espacios intergénicos (IGS) y las regiones internas
gue se transcriben (internal transcribed spacers o ITS). Estas regiones son variables
en su composicion y tamafio, lo cual sirve como una herramienta en la identificacion,
diferenciacion y clasificaciéon de hongos, y permite realizar estudios a diferentes
niveles, como discriminar entre géneros, especies 0 a nivel intraespecifico. Otra
caracteristica que lo hace importante es que las regiones que lo componen poseen
una evolucion desigual, es decir, la tasa de sustitucion nucleotidica presenta ritmos
diferentes en las distintas regiones (Luque y Herraez, 2002). Ademas, los ribosomas
estan presentes en todos los organismos, con un origen evolutivo comun. Hay
secuencias de la molécula de ARNr que se conservan y sirven de referencia para la
divergencia evolutiva (O’'Donnell, 1992; Radford, 1993; Tsai et al., 1994).

Para analisis filogenéticos las regiones comunmente secuenciadas Yy
comparadas son las porciones del ADNr, incluyendo los ITS1y ITS2, IGSy el 18Sy
28S. Estas regiones estan altamente conservadas en una especie y son variables

entre especies (Desjardins, 2006).
Los dominios variables 28S son informativos y permiten comparaciones de altos

niveles taxondmicos, aunque solamente hay un numero limitado de posiciones
variables (Herndndez, 2005; Martorell, 2006).
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El gen 18S, se ha utlizado totalmente o en subunidades en estudios
filogenéticos a nivel de érdenes o familias en hongos filamentosos. Bago et al., 1998
sefalan la existencia de distintos sitios informativos en este gen que pueden ser
utilizados como "marcadores moleculares" que permitan discriminar y agrupar cepas
a nivel de género (Okada et al., 1997; de Hoog et al., 1998; Bago et al., 1998).

El gen 5.8S ADNr es facilmente secuenciado por su tamafio (158-164 pb). Su
uso para la realizacion de estudios filogénicos es limitado debido a la poca
variabilidad e informacion que aporta el gen, por ello no es valido para estudios de

especies cercanamente relacionadas (Martorell, 2006).

3.1.1. Region Espaciadora Transcriptora Interna (ITS) y Regién

Espaciadora Intergénica IGS

La regiébn ITS es una pequefia regidn espaciadora altamente polimérfica
utilizada para estudios filogenéticos y taxonémicos, que consiste en dos fragmentos
transcritos que se encuentran entre los genes nucleares 18S, 5.8S y 28S que
codifican para el ARNr. Estos fragmentos son altamente variables, por lo cual se
utilizan para estudiar las relaciones a nivel de especies y géneros cercanos, pero
con mayor dificultad a nivel de familias distintas. Ademas, estos genes generalmente
se encuentran juntos en una o varias series de tandem de una unidad de repeticion
(ADNr), que consiste en tres regiones de codificacion separadas por espaciadores

intergénicos (IGS).

Entre las secuencias altamente conservadas de esta region se encuentran
también regiones variables, tales como los espaciadores internos ITS1 y ITS2, que
son regiones no codificantes pero que se transcriben dentro de la unidad
transcripcional. Individualmente, los ITS1 y ITS2 poseen un tamafio aproximado de
300 pb y el 5.8S ADNTr es pequefio (158-164pb), haciendo la regién entera ITS de
700 pb. Aunque ITS1 y ITS2 son parte de la unidad transcriptora ribosomal, estas
secuencias no se incorporan en los ribosomas maduros. Dada la corta longitud y la
naturaleza altamente conservada de los genes ribosomales de la subunidad que
flanquean la regién ITS, esta es amplificada facilmente por la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) (Baldwin, 1992).
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Por otra parte, esta region del ADNr experimenta una evoluciéon relativamente
rapida. Esta caracteristica de la region ITS es la mas importante desde el punto de
vista filogenético y permite la reconstruccion exacta de las relaciones de la especie.
Sin embargo, las copias de ADNr no homologas estan de vez en cuando presentes
con mutaciones puntuales y/o con accidentes de insercién/borrado, causando una

pequefa variacion entre las copias dentro de una especie (Baldwin et al., 1995).

Se ha comprobado que filogenéticamente, la regiébn ITS1 posee mas
informacion que la region ITS2 en promedio, por poseer alrededor del 29% mas
nucleodtidos variables. Los arboles filogenéticos basados en ITS1 o ITS2 solamente
pueden indicar relaciones que no pueden ser representadas por el otro espaciador.
Combinando los resultados de ITS1 y de ITS2, resultan arboles filogenéticos mas

robustos y mas completos (Baldwin, 1992; Baldwin et al., 1995).

Unidad de repeticion Tandem

18S 5.85 28S IGS 18S 5.85 28S IGS 18S 5.85 28S
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Figura 1. Regién Espaciadora intergénica IGS y Region Transcriptora Interna (ITS). Adaptado
de Weider et al., 2005

La regién espaciadora IGS incluye dos regiones espaciadoras externas ETS1 y
ETS2 que no codifican, las cuales se pueden o no transcribir. Esta regién contiene
altos niveles de variabilidad de secuencia entre especies del mismo género y
permite la diferenciacién entre especies cercanas genéticamente relacionadas, en

contraste con la region ITS que no presenta suficientes polimorfismos para permitir
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el disefio de ensayos de este tipo (Abd-Elsalam et al., 2003; Hatsch et al., 2004;
Jurado et al., 2005; Weider et al., 2005).

Basandose en el andlisis de la regidon IGS, se ha trabajado en la variabilidad
intraespecifica en la produccion de fumonisina, analizando el grado de semejanza en
aislamientos dentro de la especie F. verticillioides y la relacion de otras poblaciones
estrechamente relacionadas dentro del complejo de especies de Gibberella fujikuroi.
También se han disefiado iniciadores especificos para detectar cepas productoras
de fumonisinas (Patifio et al., 2004, 2006).

Tanto la region IGS como la ITS han sido usadas para la elaboracion de arboles
filogenéticos de hongos filamentosos, asi como para la identificacion de cepas
micotoxigénicas de Fusarium, Aspergillus y Penicillium. Uno de los enfoques
fundamentales que ha dominado en este tipo de estudios ha sido el comparar los
patrones de bandas generados por medio de amplificacion de secuencias de ADNr
de las regiones de los espaciadores intragénicos transcritos ITS1 y ITS2 (Yli-Mattila
et al., 2004; Gonzalez-Salgado et al., 2005; Jurado et al., 2005).

3.1.2. Analisis de polimorfismos de longitud en los fragmentos de
restriccion amplificados por PCR (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (PCR-RFLP))

La técnica PCR-RFLP consiste en la amplificacion por PCR de una secuencia
conocida del ADN, utilizando dos iniciadores homdlogos en sus regiones extremas.
Las secuencias de ADN amplificadas por PCR son digeridas por los llamados
enzimas de restriccion. Estas reconocen una secuencia de ADN y cortan las
cadenas de ADN original en los puntos donde esté dicha secuencia, normalmente
las secuencias son palindromicas y las enzimas de restriccion cortan las dos
cadenas de ADN. Se obtienen fragmentos de diferentes tamafos, los cuales son
visualizados en un gel de agarosa aplicando la técnica de electroforesis, en la que
se genera un desplazamiento de los fragmentos de ADN después de aplicarles una
diferencia de potencial eléctrico. El desplazamiento esta en funcion del tamafio de
los fragmentos, por lo que podemos basarnos en esta medicion y en la cantidad de
fragmentos para identificar parcialmente la muestra. Debido a que los patrones de
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restriccion se forman con base solamente al tamafio de los fragmentos de ADN
generados y su numero, es posible tener patrones de restriccién iguales para
hongos diferentes por lo que es necesario utilizar otros enzimas que discriminen

esos hongos generando patrones diferentes (Hausner et al., 2000; Kim et al., 2001).

Las endonucleasas de restriccion son obtenidas principalmente de organismos
procarioticos, que reconocen una secuencia entre 4-8 pb en ADN. El sitio de
reconocimiento se llama sitio o diana de restriccion y su principal funcién es cortar
las dos cadenas de ADN en determinadas secuencias de nucleétidos. Existen mas
de 2300 endonucleasas de restriccion disponibles para la tipificacion (Mirhendi et al.,
2001; Hausner et al., 2000). En hongos las mas utilizadas son: Alul, Hhal, Hapll,
Mbol, EcoRlI, Pstl ,Xhol, BsuRI ; Cfol, Bglll, EcoRV, Haelll, Hincll, Hindlll, Hinfl,
Kpnl, Mspl, Nrul, Pstl, Sall, Sacl, Sau3Al, Smal, Sphl, Stul, Taql, Xbal, Not I, Rsal
(Ferrer et al., 2001; Kim et al., 2001; Mirhendi et al., 2001; Carter et al., 2002; De las
Heras, 2004; Desjardins, 2006; Patifio et al., 2006; Llorens et al., 2006).

La aplicacion de esta técnica en la region IGS del ADNr ha permitido agrupar,
con un alto grado de similitud aislados de las especies F. culmorum, F.
graminearum, y F. crookwellense como también para distinguir aislados de G.
fujikuroi en diferentes hospedadores, asi mismo en la identificacion de especies del
género Fusarium y estudios filogenéticos de F. poae, F. langsethiae, F.
sporotrichioides y F. kyushuense (Mishra et al.,, 2002; Hinojo et al., 2004,
Konstantinova and Yli-Mattila 2004). Asi mismo, Patifio et al. (2006) hacen una
caracterizacion y estudios filogenéticos de aislados de F. verticillioides analizando
esta misma region. Esta técnica se ha usado también en la construccion del mapa
genético de G. fujikuroi (Xu and Leslie, 1996). Y se ha utilizado con éxito en la
diferenciacion de F. equiseti aislados de cereales en Noruega, como también en
variacion intraespecifica en poblaciones de F. culmorum (Mishra et al., 2002; Kosiak
et al., 2005).

Se considera una técnica rapida, sencilla, que no requiere de reactivos y

equipamiento excesivamente costosos. Estas caracteristicas hacen que sea una

técnica de subtipificacion muy aceptada (Soll, 2000; Moore et al., 2002).
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3.1.3. Secuenciacion de nucleétidos

La secuenciacién es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucleétidos (A, C, G y T) que
conforman una molécula de ADN. La importancia de poseer la secuencia del
genoma de un organismo esta relacionada con las posibilidades de manipulacién de
su informacién genética. Pues con la secuencia completa del genoma se tiene, al
menos en teoria, acceso a todas las caracteristicas que definen a un individuo
(Woese, 2000; Stackebrandt et al., 2002).

Se han desarrollado varios métodos de secuenciacion empezando con los
métodos clasicos dentro de los que se encuentran: el método quimico de Maxam y
Gilbert y el método enzimatico de Sanger. Se ha desarrollado la secuenciacion
automatica empleando el método enziméatico, ya sea con cebadores fluorescentes o
con terminales fluorescentes, también se encuentran los secuenciadores
automaticos que emplean capilares 6 geles desnaturalizantes, hasta tal punto que la
secuenciacion comparativa de genes homologos es ahora un procedimiento
estandar en la taxonomia, ya que la clasificacion de microorganismos a nivel de
especie, requiere el uso de métodos exactos e informativos, para la determinacion

precisa de las secuencias de nucleotidos (Woese, 2000; Stackebrandt et al., 2002).

El concepto de homologia sostiene que los analisis filogenéticos, pueden ser
estimados por cambios en la secuencia del nucleétido de los genes homoélogos de
cepas representativas (cepas tipo) (Fitch, 2000; Baldauf, 2003). La eleccion de la
macromolécula para ser secuenciada depende del rango taxonomico en
consideracion. Es asi, como los genes conservados son usados para establecer
relaciones en niveles taxondémicos mas altos, como el género, la familia y orden,
mientras que genes menos conservados 0 sumamente variables son usados para
comparar organismos a nivel de especie y a niveles subespecificos (Versalovic et
al., 1994; Gdrtler and Mayall, 2001; Ludwig and Klenk, 2001).
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4. MICOTOXINAS

Son productos naturales de bajo peso molecular, producidas como metabolitos
secundarios por hongos, llegando a contaminar cereales y otros productos
alimenticios, produciendo enfermedades y muerte en el hombre y otros vertebrados.
Estos metabolitos secundarios no son necesarios para el crecimiento o reproduccion
del hongo en cuestion, a diferencia de los metabolitos primarios. Hasta el momento
no se conoce bien la funcion bioldgica de los metabolitos secundarios, sin embargo,
confieren ventajas selectivas, como aumentar la habilidad para competir con otros
microorganismos por el sustrato e incrementar la capacidad parasita para infectar al
hospedador, siendo muy activas frente a plantas (fitotoxinas), animales (micotoxinas)
y microorganismos (antibiéticos) inhibiendo su crecimiento e incluso produciendo su
muerte cuando compiten con éstos por los nutrientes y por el habitat. Por lo tanto,
las micotoxinas se constituyen en factores de riesgo para la sanidad humana y
animal (Bennett and Klich, 2003; Jestoi et al., 2004b).

La mayoria de las micotoxinas de importancia agricola son producidas
principalmente por cuatro géneros de hongos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium y
Alternaria. Estos géneros causan grandes pérdidas econdmicas en los cultivos de
cereales y en procesos de alimentacion. La Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y Alimentacion (FAO) estima que entre el 10-30% de los granos
cosechados se pierden debido a la infeccién por hongos y que aproximadamente un
25% de los cultivos de cereales del mundo estan contaminados por micotoxinas
(Cirillo et al., 2003; Samson et al., 2004). El grado de infeccion de los hongos que
colonizan cereales en campo dependera de varios factores, por ejemplo la
temperatura, la humedad, la precipitacion durante antesis y poscosecha, el
tratamiento de suelo y la rotacibn de cultivos (Snijders and Perkowski, 1990;
Mesterhazy et al., 1999).

4.1. Historia de la Micotoxicosis

Las enfermedades producidas por la ingesta de alimentos contaminados con
micotoxinas se denomina micotoxicosis, distinguiéndose dos tipos: micotoxicosis

primaria, producida por el consumo directo de productos directamente contaminados
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por el hongo y micotoxicosis secundaria, producida por el consumo de productos no
directamente contaminados por el hongo, pero a los que han llegado las micotoxinas
a través de la cadena alimentaria, como la carne y leche (Torondel, 2001; Bennett
and Klich, 2003).

El conocimiento de la existencia de enfermedades en el hombre y animales
domeésticos, asociados al crecimiento de hongos en los alimentos, data de siglos
atras. En los siglos VIl y VIII a.C. se instauro6 el festival de las “Robigalia” en honor al
Dios Robigus, a quien era necesario alabar para proteger el grano y los arboles. Se
celebra el 25 de abril, por esa época del afio era mas probable que las cosechas

resultaran atacadas por rofias o mildiu (Latorre, 2004).

En la edad media, los brotes de ergotismo, enfermedad asociada al consumo
de alimentos contaminados con el cornezuelo del centeno, alcanzaron proporciones
de epidemia. Se decia que las personas eran consumidas por el fuego sagrado y se
ennegrecian como el carbén, por la inmensa sensacion de quemazon que padecian
las personas afectadas, por lo que la enfermedad se denominé “fuego sagrado” o
“fuego de San Antonio”, en honor al beato en cuyo santuario se buscaba la curacion
(Zavaleta et al., 2001). Las victimas del ergotismo estaban expuestas a la dietilamida
del acido lisérgico (LSD o LSD-25), sustancia alucindbgena que se producia durante
el horneado del pan elaborado con trigo contaminado por cornezuelo del centeno y
otras toxinas alucindgenas ergoéticas. Alcaloides de la belladona procedentes del
fruto de la mandragora eran utilizados para tratar el ergotismo (Van Dongen et al.,
1995). Solo en 1815 fue posible determinar la naturaleza fangica del parasito del
cornezuelo del centeno y en 1875 se identificaron los componentes téxicos del

hongo Claviceps purpurea como responsables del ergotismo (Laval, 2004).

Se sugiere que la ultima plaga, la muerte de los primogénitos mencionada en la
Biblia, pudo deberse al consumo de cereales contaminados en gran medida no por
las micotoxinas del género Claviceps, sino por tricotecenos, y que por razones
culturales consumian en primer lugar los hombres mayores e hijos varones, lo que

dio lugar a hemorragias y muerte (Soriano, 2007).
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Durante la segunda guerra mundial, en 1940, el distrito de Orenburg (antigua
URSS) se vio afectado por una epidemia de aleukia (leucopenia) toxica alimentaria
(ATA), debido al consumo de mijo contaminado. La enfermedad se caracteriza por
manchas en la piel, angina necrotica, leucopenia extrema, multiples hemorragias,
agotamiento de la médula dsea y disminucion de los glébulos blancos. Se
produjeron gran namero de muertes, llegando hasta el 10 % de la poblacién en
algunas de las comarcas. La micotoxina que produce esta enfermedad fue aislada
de F. sporotrichioides y mas tarde de F. poae en trigo y se le denomina toxina T-2
(Laval, 2004; Doi et al., 2006).

En 1960, la aparicion de una enfermedad en granjas de pavos en Inglaterra,
que llevo a la muerte a mas de 100.000 de ellos, hizo cambiar la actitud adoptada
frente a los hongos en los alimentos humanos y animales. La micotoxicosis fue
denominada “enfermedad X’ y el origen se encontré en tortas de prensado de
cacahuetes mezclado en el pienso. Se detecté el hongo responsable, Aspergillus
flavus, y también fueron aislados los metabolitos toxicos, las aflatoxinas. Pero fue a
partir de 1961, con el aislamiento de dichas micotoxinas, cuando se evidenci6 la
importancia de los hongos saprofitos en el desarrollo de procesos patoldgicos en

animales y la posible conexion en la patologia humana (Bennett and Klich, 2003).

A raiz de las observaciones anteriores, tanto la medicina humana como la
veterinaria han dado cada vez mas importancia a las micotoxinas, sobre todo
después de saber que, cantidades muy pequefias pueden comprometer no solo la

salud animal, sino también la salud humana.

5. MICOTOXINAS MAS FRECUENTES PRODUCIDAS POR Fusarium spp.

5.1. Tricotecenos

Los tricotecenos son metabolitos fangicos de la familia de los
sesquiterpenoides, caracterizados por un ndcleo 12,13-epoxitricotec-9-eno
tetraciclico. Constituyen un grupo de aproximadamente 180 sesquiterpenos,
agrupados en 4 tipos, A, B, C y D en funcién de los grupos funcionales, que tienen

diferentes constituyentes en las posiciones 3, 4, 7, 8 y 15 de la molécula. Sus

32



Introduccién

estructuras quimicas varian en funcion de la posicion y numero de grupos hidroxilos
asi como del numero, posicion y complejidad de las esterificaciones. El anillo 12, 13
epoxitricotec, el C-9 y 10 se consideran importantes para su toxicidad (Desjardins et
al., 1993; Eriksen and Pettersson, 2004).

El primer miembro conocido de este grupo fue la “tricotecina”, aislada de
Trichothecium roseum en 1948 por Freeman y Morison, originalmente descubierta
como antifiingico. Su estructura quimica no se determin6 hasta quince afios después
(Josephs et al., 2004; Eriksen et al., 2004). Hoy en dia se sabe que los tricotecenos
mas comunes son: el deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), 3-acetildeoxinivalenol,
15-acetildeoxinivalenol, toxina HT-2, toxina T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS). Aunque
se han identificado mas de 45 compuestos de tricotecenos relacionados
estructuralmente, los estudios toxicologicos mas importantes han sido realizados con
toxina HT-2, toxina T-2, deoxinivalenol (DON) y diacetoxiscirpenol (DAS) (Krska et
al., 2001; Desjardins, 2006).

Se ha demostrado que la contaminacion por tricotecenos se produce
generalmente en cereales como el maiz, trigo, cebada, avena, arroz, y productos
derivados de éstos (cereales de desayuno, aperitivos, cerveza, etc.) y los materiales
ricos en celulosa como son la paja y el heno ( Al-Julaifi and Al- Falih, 2001). También
son conocidas la apariciébn en sorgo, patatas, bananas y semillas de girasol, entre
otros. Dentro de los cereales existen cultivos mas propensos a sufrir el ataque de
determinadas especies de Fusarium, tal es el caso de la fuerte afinidad por parte de
F. graminearum hacia el cultivo del maiz. Una de las razones de esta afinidad podria
recaer en la mayor estabilidad fisica de los tallos del maiz, en oposicion a las cafias

de cultivos como el trigo o similares (Obst et al., 1997).

Este tipo micotoxinas no solamente es producido por hongos del género
Fusarium, que son los principales productores de tricotecenos, sino por una diferente
gama de hongos, entre los que se encuentran los géneros Myrothecium,
Trichothecium, Trichoderma, Cylindrocarpon, Cephalosporium, Verticimonosporium y
Stachybotrys (Ueno, 1983; Ehrlich and Daigle, 1987; Gledhill et al., 1991).
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5.1.1. Estructura quimica de los tricotecenos

Los tricotecenos son divididos en cuatro categorias segun el grupo funcional,
los no macrociclicos son: tipo A, By C, y el macrociclico tipo D (Ueno, 1977; 1985).
El Tipo A tiene un hidrégeno, hidroxilo o una funcién éster en el carbono 8. Este es
el grupo més grande e incluye toxinas como: toxina T-2, toxina HT-2,
diacetoxiscirpenol DAS y neosolaniol (NEO). Se encuentran sobre todo, en cereales
y derivados contaminados por cepas del género Fusarium, principalmente F.
sporotrichioides, F. equiseti y F. poae. El tipo B contiene una funcion carbonilo en el
carbono 8 e incluye tricotecenos como deoxinivalenol (DON) el mas extendido,
nivalenol (NIV), toxinas como 3-acetildeoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol y
fusarenon X. Producidos por cepas del género Fusarium, principalmente F.
graminearum, F. culmorum y F. crookwellense (Logrieco et al., 2003), la tercera
categoria Tipo C posee un grupo funcional epéxido entre los carbones 7, 8 6 9, 10.
Generalmente son producidos por los géneros Acremonium Yy Tricothecium. La
cuarta categoria o Tipo D contienen un anillo macrociclico entre el carbono 4 y 15
con dos acoplamientos éster, y son producidos por hongos del género Myrothecium,
Stachybotrys y Trichothecium (Desjardins, 2006; Desjardins et al., 2008) Tabla 2.

Tipo A Tipo B
H H H
H H H
CH 0
' R;  CH 0
S —0 / e R,
/1{ \ i ' //O
H
o] Y H
Ry CH3 Rs {
CHZ R4 CH3 R2
CH,
Rs
R3

Figura 2. Estructura quimica de los tricotecenos tipo Ay B
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Tabla 2. Estructuras quimicas de los sustituyentes R1, R,, R3, R4 ¥ Rs de los tricotecenos Tipo A

y Tipo B
Tricoteceno Sustituyentes en
Tipo A C-3(Ry) C-4(R C-15(Rg) C-7(R;) C-8(Rs)
Toxina T-2 OH OAc OAc H OCOCH,CH(CHy),
Toxina HT-2 OH OH OAc H OCOCH,CH(CHy),
Acetyl T-2 toxina OAc OAc OAc H O-Isoval
T-2 triol OH OH OH H O-Isoval
T-2 tetraol OH OH OH H OH
8-acetoxineosolaniol OH OAc OAc H OAc
Acuminatina OH OH OAc H OAc
Tetracetoxy T-2 tetraol OAc OAc OAc H OAc
Neosolaniol OH OAc OAc H OH
4,8-diacetoxy T-2 tetraol OH Oac OH H OAc
Diacetoxiscirpenol OH OAc OAc H H
Tipo B
Fusarenon-X OH OAc OH OH =
Nivalenol OH OH OH OH =
Deoxinivalenol OH H OH OH =
15-acetyldeoxinivalenol ~ OH H OAc OH =
3-acetyldeoxinivalenol OAc H OH OH =

Ueno, 1977; Forsell and Pestka, 1985; Betina, 1989; Feinberg and Mclaughlin, 1989; Weidenbdrner,
2001

5.1.2. Propiedades Fisico-Quimicas de los tricotecenos

Los tricotecenos son incoloros, cristalinos, quimicamente estables (Ueno, 1983)
y con actividad oOptica. Los de tipo A (T-2, HT-2, DAS), B (DON, NIV y fusarenon X) y
C no tienen propiedades de absorcion ultravioleta, por tanto no se observa
fluorescencia bajo lampara de 366 nm.

No son volatiles y por ello es necesaria su derivatizacion para poder detectarlos
en cromatografia de gases. Son las micotoxinas mas activas bioquimicamente, muy
solubles en agua y pueden hallarse en forma de aerosoles en el medio ambiente. En
solucion diluida son estables bajo la accion de la luz, al contrario de las aflatoxinas,
gue se degradan (Cossette et al., 1992). Son estables en el medio ambiente, se
sabe que son resistentes a la presion, calor de coccién, autoclavado 120 °C (Hughes
et al., 1999; Lauren and Smith, 2001), a la molienda y a otros procesos a los que son
sometidos los sustratos contaminados para la elaboracion de productos derivados

como piensos (Lori y Rizzo, 2007).
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La toxina T-2 y el DAS son solubles en solventes no polares (acetil acetato y
dietil éter), mientras que el DON y el NIV son solubles en solventes polares tales
como acetonitrilo, metanol, acetato de etilo y ligeramente solubles en agua y agua

con cloroformo (Alonso et al., 2002).

5.1.3. Toxicidad de los Tricotecenos

En general los tricotecenos provocan una amplia variedad de efectos toxicos en
animales y humanos, incluyendo mortalidad, irritacién, necrosis gastrointestinal y de
piel, desordenes hematoldgicos (inicialmente leucocitosis seguida de leucopenia),
diarreas, vomitos, pérdida de apetito, dolores de cabeza, vértigos, pérdida de
coordinacion muscular y letargo (D’Mello et al., 1999; Josephs et al., 2004). Con un
consumo continuado de alimentos contaminados, los tricotecenos pueden suprimir la
funcién inmune, provocando la pérdida de resistencia frente a enfermedades,
hipersensibilidad y otras alteraciones inmunoldgicas (Scott, 1989; IARC, 1993; Rotter
et al, 1996; JECFA, 2001a).

Biogquimicamente, son altamente toxicos a nivel subcelular, celular y organico.
Son citotoxicos sobre ceélulas eucariotas, causando lisis celular e inhibicion de
mitosis. Las principales propiedades toxicas estan atribuidas a la presencia del
grupo 12,13-epdxido que se une irreversiblemente a la subunidad ribosomal 60S en
mamiferos, originando una inhibicion de la sintesis de proteinas. Los tricotecenos
son especialmente tdxicos en tejidos con un alto ratio de division celular, provocando
lesiones en células del timo, bazo, médula 0sea, ovarios, ganglios linfaticos y

mucosa intestinal (Eriksen and Pettersson, 2004).

Ademas de su toxicidad en vertebrados, los tricotecenos han estado implicados
en factores de virulencia en algunas enfermedades de plantas (Desjardins et al.,
1993).

5.1.4. Deoxinivalenol (DON)

Quimicamente se denomina 12,13-epoxi-3a,7f,15-trihidroxitricotec-9-ene-8-

ona. Su peso molecular es de 296.3 gmol™ y corresponde a la formula molecular
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C1sH2006. Cristaliza como agujas sin color con un punto de fusién de 151-153 °C.
Fue aislado y caracterizado de hongos procedentes de maiz en Japon (Yoshizawa
and Morooka, 1975). Posee dos derivados acetilados, 3-acetildesoxinivalenol (3-
AcDON) 3a-acetoxi-70d,15-dihidroxi-12,13-epoxitricotec-9-ene-8-one un compuesto
de formula molecular C;7H2,07 y punto de fusién entre 185-187 °C y 15-
acetildesoxinivalenol (15-AcDON) 15-acetoxi-3Q,70-dihidroxi-12,13epoxitricotec-9-
en-8-one, cuya formula molecular es C;7H2,07 y puntos de fusion entre 138-140 °C.
Ambos metabolitos son solventes en metabolitos organicos polares como el
acetonitrilo, metanol y acetato de etilo, ligeramente solubles en agua y cloroformo
(Eriksen and Alexander, 1998; Wolf-Hall et al., 1999; Eriksen et al., 2004).

Es producido principalmente por F. graminearum y F. culmorum. El ultimo tiene
un crecimiento 6ptimo a 21 °C y se encuentra principalmente en Escandinavia y
Norte de Europa, mientras que F. graminearum tiene un crecimiento optimo a 25 °C
y es mas extendido en climas mas cdlidos, por ejemplo Norte América, China y
Japdn (Scott, 1989; Placinta et al., 1999; JECFA, 2001a).

El deoxinivalenol, es probablemente la micotoxina mas comudn producida por
algunas especies de Fusarium, contamina diversos cereales como el maiz, trigo,
arroz, centeno, cebada y granos procesados como cereales de desayuno, aperitivos
extrusionados Yy fritos, malta, cerveza y pan, tanto en paises desarrollados como en

desarrollo (European Commission, 1999).

Debido a los brotes de sindromes eméticos en el ganado ocasionados por la
presencia de deoxinivalenol en los piensos, se conoce vulgarmente como vomitoxina
(Omurtag and Beyoglu, 2003). Quimicamente pertenece a los tricotecenos no
macrociclicos y en concreto a los de tipo B, que se caracterizan por tener un
carbonilo en el carbono 8. Es un componente muy estable durante el
almacenamiento, molienda y procesado para la obtencion de alimentos, es estable a
121 °C, moderadamente estable a 180 °C y parcialmente estable a 210 °C. Se logra
una completa inactivacién a 370 °C por 10 min., o a 205 °C por 30 min. Se mantiene
estable bajo condiciones lijeramente acidas y la inactivacién quimica se logra con
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una solucion de hipoclorito de sodio al 3-5% (Ehling et al., 1997; Cirillo et al., 2003b;
Hazel and Patel, 2004; Lori y Rizzo, 2007).

El deoxinivalenol inhibe la sintesis de ADN, ARN y la sintesis de proteinas a
nivel ribosomal. La toxina tiene un efecto hemolitico en eritrocitos. A altas dosis
puede inducir émesis (vomitos) en cerdos, mientras que bajas concentraciones en la
dieta reducen el crecimiento y el consumo de alimentos (anorexia) (Trenholm et al.,
1989) Fig. 3.
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Figura 3. Metabolismo de DON en el sistema digestivo (Yoshizawa et al., 1983)

Datos de la Comision Europea (1999) indican que la toxicidad oral aguda del
deoxinivalenol se estudia mediante experimentos realizados sobre diversos
animales. Asi pues, se estiman valores de DLsg (dosis de micotoxina a la cual muere
el 50% de los individuos expuestos) entre 46 y 78 mg/kg peso corporal para ratones.
Para los cerdos, la minima dosis que provoca efectos eméticos oscila entre 0.05-0.2
mg/kg peso corporal. Los efectos criticos que produce esta micotoxina se basan en
el indice NOAEL (Non Observed Adverse Effects Level / estimacion del nivel de
micotoxina al cual no se observan efectos téxicos) cuyos valores se encuentran

entre 0.04-0.375 mg/kg peso corporal/dia, en ratones y cerdos.

Con respecto a la toxicidad en humanos, la infeccién de trigo en la India en el
afo 1989, afectd a 50.000 personas. En ese momento se estim6é un NOAEL de 0.44
Hg/kg peso corporal, usando una media de consumo en trigo de 67 g y un peso

corporal medio de 53 kg. También es conocido que los granos de cereales
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contaminados con deoxinivalenol a niveles entre 3 y 93 mg/kg han sido relacionados
con micotoxicosis agudas en Japon, India y China con un cuadro sintomatico de
nauseas, vomitos, trastornos gastrointestinales, vértigos y dolor de cabeza (Anadén
et al., 2005). Otros sintomas descritos en humanos incluyen dolor abdominal,

vértigo, dolor de cabeza, diarrea e irritacion de garganta entre otros.

La presencia de DON en alimentos ha sido sujeto de varias revisiones (Scott,
1989; Placinta et al., 1999). Una compilacion exhaustiva de DON en cereales ha sido
preparada por JECFA (2001a) donde en un promedio mundial, este tricoteceno ha
sido encontrado en el 57 % de las muestras de trigo, el 40% de las muestras de
maiz, el 68 % de las muestras de avena, el 59% de muestras de cebada, el 49 % de
muestras de centeno y el 27 % de las muestras de arroz. DON también fue
encontrado en productos de trigo y maiz, por ejemplo harina, pan y cereales de
desayuno. Las concentraciones de DON en muestras de cereal mostraron grandes
variaciones anuales, concentraciones en los limites de deteccién (5-50 ug/kg) a mas
de 30 mg/kg (JECFA, 2001a). Segun Trucksess et al., (1995), aproximadamente el
40 % de las muestras de trigo y el 57 % de las muestras de cebada de la cosecha

1993 en EE. UU contenia DON que excedian los niveles para el consumo humano.

5.1.5. Nivalenol (NIV)

Es otra de las moléculas pertenecientes a los tricotecenos B y junto con DON
constituyen dos compuestos altamente toxicos. Quimicamente se denomina tricotec-
9-en8-one,12,13-epoxi-3,4,7,15-tetahidroxi-,(3-a,4-B,7-a), su formula molecular es

C1sH2007 y su punto de fusion se encuentra entre 222- 223 °C.

F. crookwellense y F. poae son los principales productores de nivalenol,
aungue también lo producen otras especies como F. culmorum y F. graminearum
(Eriksen and Alexander, 1998). El nivalenol fue aislado de F. nivale Fn2B, que
posteriormente se reclasifico como de F. tricinctum. Las especies de Fusarium antes
mencionados afectan comiUnmente a varios cereales (trigo, maiz, cebada, avena y
arroz) y alimentos procesados (malta, cerveza, pan, cereales de desayuno y

aperitivos) (European Comisién, 2000).
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Se han llevado a cabo pocos estudios para poder elaborar los mecanismos de
toxicidad del nivalenol. Es conocido que inhibe in vitro la sintesis de proteinas en
conejos, con una DLsy de 2,5 pg/mL, probablemente por interferir en la funcion
ribosomal. También inhibe la sintesis de acidos nucleicos in vitro (Ueno and
Fukushima, 1968).

Los efectos criticos producidos por nivalenol se basan en el indice de toxicidad
LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level/ Nivel mas bajo de micotoxina al
cual se observan efectos toxicos). Un ejemplo son los estudios realizados por
Ohtsubo et al., (1989) en ratones alimentados durante 2 afios con dicha micotoxina,
muestran leucopenia y retardo en el crecimiento con un LOAEL de 0.7 mg/kg peso
corporal/dia. Sélo los indices LOAEL son vdlidos a la hora de valorar los efectos

toxicos que afectan a la reproductividad del individuo afectado a largo plazo.

La informacién sobre la genotoxicidad provocada por el nivalenol es muy
limitada y lo concerniente a los humanos es practicamente nula, pero sumando los
resultados de experimentos en animales, los factores criticos de dicha micotoxina
son la inmunotoxicidad y la hematotoxicidad (Bretz et al., 2005). Se sabe que F.
poae es el productor principal de nivalenol en Suecia (Pettersson et al., 1995). Esta
toxina es mas comun en Europa, Australia y Asia que en América, donde la
presencia de NIV es limitada. Pero su presencia es mas bajas con respecto a DON
hasta en los paises nérdicos y Europa (Eriksen y Alexander, 1998). NIV puede
encontrarse junto con fusarenon X (FUS X), el C4 acetilado derivado de NIV, y otras
toxinas producidas por hongos del género Fusarium. En contraste con DON, NIV se
encuentra mas con frecuencia durante afios con periodos secos y calientes
(Pettersson, 1995; Pronk et al., 2002).

5.1.6. 3-Acetildeoxinivalenol (3-AcDON)
El tricoteceno 3-acetildeoxinivalenol es sintetizado por las especies F. roseum,
F. culmorum y F. graminearum (Betina, 1989). Quimicamente, el 3-

acetildeoxinivalenol, pertenece a los tricotecenos no macrociclicos y en concreto a
los de Tipo B (Krska et al., 2001; Zhang et al., 2007).
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El 3-acetildeoxinivalenol cristaliza como agujas. Su férmula quimica es C;7H2207
y su punto de fusion esta en el intervalo 135-136 °C. Su estructura se presenta en
Fig. 2 y Tabla 2. La dosis intraperitoneal (DLsg) es de 49.4 y 49.9 mg/kg en macho y

hembra de raton, respectivamente (Betina, 1989).

5.1.7. 15-Acetildeoxinivalenol (15-AcDON)

El 15-acetildeoxinivalenol es producido principalmente por F. graminearum y F.
culmorum. Quimicamente, el 15-acetildeoxinivalenol, pertenece a los tricotecenos no

macrociclicos y a los de Tipo B (Krska et al., 2001; Zhang et al., 2007).

Su estructura se presenta en Fig. 2 y Tabla 2. La formula molecular es C;7H,,07
y sus puntos de fusion se encuentran en el intervalo 138-140 °C. Esta micotoxina es
soluble en disolventes organicos polares como el acetonitrilo, metanol y acetato de

etilo y ligeramente solubles en agua y cloroformo (Eriksen y Alexander, 1998).

5.1.8. Fusarenon X (FUS X)

La micotoxina fusarenon X (4-acetil-nivalenol) fue aislada a partir de F. nivale,
F. graminearum, F. equiseti, F. solani, F. lateritium, F. avenaceum, F. episphaeria, F.
oxysporum y Giberella zeae (Betina, 1989). Quimicamente se denomina 3a,7a,15-
trinidroxi-43-acetoxi-8-0xo0-12-13-epoxi-tricotec-9-ona, su formula quimica es
Ci17H2205 y su peso molecular 354.35178 g/mol, se cristaliza como transparentes
bipiramides, su punto de fusion esta en el intervalo 91-92 °C. Quimicamente,
pertenece a los tricotecenos no macrociclicos de Tipo B. Es una toxina citotéxica,
emética, inmunosupresiva, carcinogénica, origina diarrea e hipotermia. La dosis
intraperitoneal (DLsp) es de 3.3 mg/kg en machos de ratdn. Se detecto irritacion de la
piel y vdmitos en conejos, porcinos y ratones (Larsen et al., 2004; Téth et al., 2005).

5.1.9. Neosolaniol (NEO)

El neosolaniol es producido por cepas de F. culmorum, F. solani, F. poae, F.
sporotrichioides, F. lateritium, F. equiseti, F. avenaceum, F. tricinctum y F.

rigidiusculum (McCormick et al., 1996; McCormick and Alexander, 2002).
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Su férmula quimica es CigH260g ¥ su punto de fusion esta en el intervalo 171-

172 °C. Su estructura se presenta en Fig. 2y Tabla 2.

La dosis intraperitoneal (DLso) es de 14.5 mg/kg en ratones y de 5 pg por huevo
en test de embrion de pollo; La DLsg para la sintesis de proteinas en eritrocitos de
conejos (células intactas) y para un sistema de célula libre de higado de rata es 0.25
y 20 pg/mL, respectivamente. La DLsg para Tetrahymena pyriformis es de 0.5 pg/mL.
La dosis minima causante de irritacion de la piel en conejos es de 1 pug. Ademas, se

han detectado ciertos problemas ambientales (Ueno, 1983).

6. BIOSINTESIS DE TRICOTECENOS

El primer paso en biosintesis es la formacion de isopentenilpirofosfato (IPP): del
Acetyl-CoA. Este es sintetizado por el organismo o del piruvato via glucosa o por
otras vias de cambio de material primario. El piruvato es intercambiado por una
reaccion de oxidacion empleando la coenzima A y NAD" en Acetyl-CoA (Desjardins,
2006).

Sin embargo el organismo puede ganar Acetyl-CoA también directamente
mediante el desdoblamiento del acido graso. Dos moléculas Acetyl-CoA se
condensan y forman el Acetoacetyl-CoA. Luego el Acetoacetyl-CoA reacciona con
otra molécula Acetyl-CoA y agua lo que da origen al 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA. Que luego es catalizado por una reductasa a mevalonato y esa transformacion
es irreversible (Ehrlich and Daigle, 1987; Desjardins et al., 1993; Desjardins, 2006).

El mevalonato es intercambiado por tres reacciones dependientes en 3-
Isopentenilpirofosfato. En el dltimo paso tiene lugar la descarboxilacion donde nace
C5-Isopreno. Dos de estas unidades C5 se condensan a una subunidad C10. Tras
una isomerizacion se forma el Dimetilalilpirofosfato y con la adicion del
Isopentenilpirofosfato se obtiene el Geranilpirofosfato. Este paso se repite y nace
una unidad C15, farnesil pirofosfato (FPP) (Stryer, 1996).

Por la reaccion intramolecular del anillo, que se hace por medio de la enzima

catalizadora tricodeno sintetasa la cual necesita iones de Mg?* como cofactor, surge
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el farnesil pirofosfato tricodeina, el primer paso del tricoteceno. La biosintesis

siguiente a tricotecenos mas complejos se debe a una serie de oxigenaciones,

iIsomeraciones, ciclaciones y esterificaciones (Desjardins et al., 1993; Desjardins,

2006) Fig.4.
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Figura 4. Biosintesis de tricodeina (Stryer, 1996)

6.1. Genes involucrados en la biosintesis de tricotecenos (Genes Tri)

Los tricotecenos son biosintetizados por un complejo que incluyen una serie de

pasos como oxigenacion, isomerizacion y esterificacion. Pero para que suceda todo

esto, se debe tener la informacién genética necesaria. Hasta el momento se sabe

que muchos de los genes de biosintesis de tricotecenos estan localizados en un

grupo génico de al menos 10 genes, los cuales se incluyen los de tricodieno

sintetasa (Tri5), Fig. 2, aunque su presencia no asegura la produccion de DON, su

ausencia imposibilita la produccion, P450 oxigenasa (Tri4 y Trill), acetiltransferasa

(Tri3 y Tri7), factores de trascripcion (Tri6 y Tril0), mas de seis genes involucrados

en la sintesis de tricotecenos (Tri3, Tri7, Tri8, Tri9, Trill, y Tril2) los cuales son

regulados por Tril0, una toxina transporte (Tril2), dos proteinas hipotéticamente no

identificadas (Tri8 y Tri9),

otra acetiltransferasa (Tril01) (Hohn et al., 1995;

Desjardins et al., 1996; Lee et al., 2001; Schnerr et al., 2001; 2002; Brown et al.,
2002.; Peplow et al., 2003; Covarelli et al., 2004; Niessen et al., 2004; Desjardins,

2006) Fig. 5.
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En trabajos realizados por Lee et al. (2001; 2002) y Brown et al. (2001) han
identificado los genes Tril3 y Tri7 de la biosintesis de tricotecenos en Fusarium los
cuales son los responsables de la conversion de DON a NIV por el gen Tril3 y la
acetilacion de NIV a 4-acetil-nivalenol (4-AcNIV) por el gen Tri7. La secuenciacion de
estos genes en F. graminearum revelé que la inserciébn 11 del nucleétido esta
repetida dentro de un intron del gen Tri7, interrumpiendo la funcion génica en la
produccion de DON (Lee et al.,, 2001) y tres delecciones dentro de la secuencia
génica de Tril3 en productores de DON (Brown et al., 2002).

6.2. Especies micotoxigénicas de Fusarium

Como se mencioné anteriormente, muchas de las especies de Fusarium
poseen la capacidad de producir metabolitos toxicos como micotoxinas, lo que
supone un riesgo para la salud, tanto del hombre como de los animales (Li et al.,
2000; Bluhm et al., 2002; Larsen et al., 2004). Este género, ademas, juega un papel
importante en la industria microbioldgica, ya que puede ser explotado como fuente
de metabolitos y de proteinas microbianas, utiles en algunos casos como fungicidas,

insecticidas, enzimas, acaricidas o antibiéticos, entre otros (Rodriguez et al., 2006).

El género Fusarium es conocido por producir un gran numero de compuestos
volatiles, pero sin lugar a dudas, es su capacidad de sintetizar metabolitos toxicos lo
gue va a repercutir en la calidad del alimento. Dentro de este concepto se ha
encontrado los siguientes metabolitos contaminantes en especies del género
Fusarium: Nivalenol (NIV), Zearalenona (ZEA), Deoxinivalenol (DON), 3-
Acetildeoxinivalenol (3-AcDON), Toxina T-2 (T-2), Fusarenon X (FUS X),
Diacetoxiscirpenol (DAS), Monoacetoxiscirpenol (MAS), Escirpenol (SCR), 4,15-
diacetoxiscirpenol (4,15 DAS), Aurofusarina (AUF), Moniliformina (MON), Equisetina,
Toxina HT-2 (HT-2), Fumonisina B1 (FB;), Fumonisina B2 (FB,), Beauvericina
(BEA), Acido Fusarico (FUSA), Zearalenol (ZOL), Neosolaniol (NEOS), Tricotecenos
A y B, Butenolida, Eniatina B (EB), Fusarocromanona (FUSCHR), Aurofusarina
(AUF), Fusarina C (FUS-C), 15-Acetildeoxinivalenol (15-AcDON), Fumonisina (FUM),
Wortmannin (WOR), Calonectrina (Marasas et al., 1984; Thrane and Hansen, 1995;
Niessen and Vogel, 1998; Eriksen and Alexander, 1998; Morrison et al., 2002;
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Logrieco et al., 2002; Thrane et al., 2004; Kosiak et al., 2005; McCormick et al.,
2002; 2006; Patifio et al., 2006) Fig. 6, Tabla 3.

Tabla 3. Micotoxinas producidas por especies del género Fusarium (Marasas et al., 1984;
Thrane and Hansen, 1995 ; Niessen and Vogel, 1998; Eriksen and Alexander, 1998. ;
Morrison et al., 2002; Logrieco et al., 2002 ;Thrane et al., 2004 ; Kosiak et al., 2005 ;
McCormick et al., 2002 ; 2006 ; Patifio et al., 2006; Desjardins, 2006 )

Seccién Especie Micotoxina
Discolor F. crookwellense NIV, ZEA, ZOL, FUS X, FUS C
(F. cerealis)
F. culmorum DON, ZEA, T-2, NIV, 15-AcDON,
FUS X, FUS C
F. flocciferum
F. graminearum DON, ZEA, NIV, FUS X, 15-AcDON,
3-AcDON; Butenolida,
F. heterosporum ZEA, ZOL
F. lunulosporum
F. reticulatum
F. robustum
F. sambucinum DAS, T-2, NEOS, EB, Butenolida,
MAS
F. sulphureum
F. trichotehecioides
F. tumidum NEOS
F. venenatum DAS,EB
Sporotrichiella F. sporotrichioides T-2, HT-2, NEOS, Butenolida, 4,15

DAS, FUS-C, AUF

Tn

. chlamydosporum

MON

F. poae

T-2, DAS, HT-2, NEOS, AUF, FUS-C,
monoacetoxiscirpenol, SCR, NIV,
FUS X, MAS, BEA

F. tricinctum FUS C
Roseum F.avenaceum MON, FUS C
Arthrosporiella F. camptoceras NEOS

F. semitectum

ZEA, DAS, MAS, Butenolida

F. semitectum

Butenolida, DAS, ZEA

Gibbosum F. equiseti Butenolida, DAS, ZEA, equisetina,
tricotecenos A y B, FUSCHR, ZOH,
MAS, NIV, BEA
F. acuminatum EB, T-2, HT-2, DAS, MAS MON, NEO
(spp.armeniacum)
Liseola F. verticillioides FB:, MON, BEA, FB,, FUM, FUS C
syn.: F. moniliforme
F. proliferatum FB.:, MON, FUM, BEA, FUP, FB,
F. subglutinans FUSA, MON, BEA
Elegans F. oxysporum MON

F. torulosum

WOR, Antibiotic Y
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7. EACTORES DETERMINANTES EN LA PRODUCCION DE MICOTOXINAS POR
HONGOS DEL GENERO Fusarium

Son muchos los estudios realizados que tratan de determinar las condiciones
ambientales que favorecen la contaminacion fangica y la biosintesis de micotoxinas
producidas por el género Fusarium, tanto en campo como durante el
almacenamiento de productos agroalimentarios, ya que su produccién esta
influenciada en gran parte por factores ambientales entre los que se encuentran la
actividad del agua (ay), temperatura, pH y composicion gaseosa de la atmdésfera
(niveles de oxigeno y dioxido de carbono), otros factores como la composicién del
sustrato, interacciones microbianas, vectores invertebrados y las condiciones fisicas

del grano (Magan and Lacey, 1984; Mateo et al., 2002; Larsen et al., 2004).

Aunque el crecimiento fangico y biosintesis de micotoxinas son el resultado de
la interaccion de los factores anteriormente citados, el entendimiento de cada factor
es esencial para la comprension del proceso global, lo que facilita su prediccion y

prevencion de la produccion de micotoxinas.

7.1. Actividad del agua (ay) y contenido de agua

El agua es quizas el factor mas determinante y limitante de la colonizacion
fungica de un determinado sustrato, y aun mas para el crecimiento de las especies
del género Fusarium, que necesitan un mayor contenido de agua libre. La
disponibilidad de agua para el hongo determina si las esporas fungicas podrian o no
germinar, la velocidad conque lo haran y su tasa respiratoria. Desde el punto de
vista microbiolégico el término mas adecuado para expresar el agua del substrato
es la actividad del agua (a,), término que contempla Unicamente el agua libre en
equilibrio con la humedad relativa ambiental. De ese modo la a, minima para el
desarrollo de la mayoria de las especies fungicas que colonizan los granos de
cereales esta sobre 0.70. Asi, los valores oOptimos de a, para la produccion de
toxinas por parte de este género oscila entre 0.93 y 0.98, no detectandose toxinas
por debajo de un valor de 0.71. Muchos estudios efectuados han demostrado que la
produccion de micotoxinas como fumonisinas, zearalenona y tricotecenos aumentan

con la actividad del agua, siendo 6ptima a 0.97, 0.98 y 0.99, respectivamente (Lacey
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and Magan, 1991; Marin et al., 1999; Velluti et al., 2000; Mateo et al., 2002; Doohan
et al., 2003; Soriano and Dragacci, 2004).

7.2. Temperatura

Como ocurre con el agua, cada especie fungica tiene una temperatura minima
optima y maxima para su crecimiento. Los hongos en general crecen en un amplio
rango de temperaturas, que pueden ir desde -4 °C hasta una temperatura maxima
de 50 °C. Diversos estudios han determinado que la mayoria de los hongos que
producen toxinas lo hacen a unos valores entre 12-42 °C, produciendo el maximo
entre 25-32 °C segun el sustrato. Ademas, los ciclos de temperatura favorecen la
sintesis de toxinas (Marin et al., 2001; Llorens et al., 2004; Belli et al., 2005).

En el caso de las especies del género Fusarium, para la produccion de
micotoxinas la temperatura 6ptima es de 20-26 °C, aunque el crecimiento y la
esporulaciéon de los hongos se ven favorecidos a una temperatura de 30 °C. No
obstante, muchos estudios tratan de determinar qué temperaturas favorecen la
produccion de micotoxinas especificas, con el fin de evitarlas. Por ejemplo, la
produccion de tricotecenos y zearalenona, se ve favorecida a temperaturas inferiores
a 28 °C y superiores de 15 °C, temperaturas medias frecuentes en las areas de
cultivo y en los almacenes de cereales (Velluti et al., 2000; Mateo et al., 2002;
Jiménez et al., 2005; Llorens et al., 2006). Otro ejemplo, es el caso de la produccién
de fumonisinas, favorecida en el intervalo de 15-30 °C (Marin et al., 1999; Soriano
and Dragacci, 2004).

7.3. pH

El pH no influye marcadamente sobre el crecimiento de los hongos, pues éstos
toleran amplios rangos de pH. Ejemplo de ello es el caso de F. verticillioides, que
tolera valores desde 3 a 9.5, aunque el pH Optimo de casi todas las especies
contaminantes de vegetales es aproximadamente de 5.6. La capacidad de poder
desarrollarse a pH &cidos evita la competencia con bacterias. En cambio, la
formacion de micotoxinas se ve favorecida por valores de pH que oscilen entre 3.4y

5.5. En ocasiones, el crecimiento de los hongos toxigénicos puede provocar una
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disminucién en la acidez del medio, favoreciendo la sintesis de micotoxinas (Carrillo,
2003; Bennett and Klich, 2003; Doohan et al., 2003; Soriano and Dragacci, 2004,
Benitez et al., 2006).

7.4. Niveles de oxigeno (O,) y diéxido de carbono (COy,)

Los hongos toxigénicos, en general, son microorganismos aerobios. Por ello, en
condiciones anaerdbicas no crecen, aunque F. oxysporum puede crecer incluso en
estas condiciones. Se sabe que la mayoria de los hongos que contaminan granos se
ven influenciados por las concentraciones de O,, CO;, y en menor grado nitrégeno
(N2). La cantidad de O, también influye en la sintesis de micotoxinas, por ejemplo, la
produccion de aflatoxinas fue restringida a una concentracion de O, de menos del
1% (Narasaiah et al., 2006). Por otra parte, si la atmosfera se suplementa con CO,
se produce un descenso, tanto en el crecimiento del hongo como en la produccion
de micotoxinas. De igual modo, el N, también puede inhibir el crecimiento de
hongos, pero este efecto s6lo se consigue cuando practicamente todo el O, del aire
es sustituido por N,. En general, el crecimiento fungico puede controlarse
manteniendo niveles altos de CO, y baja concentracién de O,. Sin embargo el
control mas efectivo se lleva a cabo cuando ademas de lo anterior hay una
disminucion de la a, del grano (Munkvold, 2003; Samson et al., 2004; Soriano and
Dragacci, 2004).

7.5. Composicion del substrato

La composicion quimica y fisica del substrato influye de forma determinante en
su susceptibilidad para la produccién micotoxinas, tanto en lo que se refiere a la
naturaleza como a la cantidad de metabolitos téxicos que se producen y en
consecuencia que se acumulen en el mismo. Es asi como medios ricos en hidratos
de carbono y relativamente pobres en proteinas y grasas son mas apropiados para
la produccién de micotoxinas por parte de hongos del género Fusarium. Este es el
caso de los granos de maiz, trigo, cebada, avena y sorgo, que toman los
carbohidratos proporcionados por el almidon y la celulosa (Madhyastha et al., 1990;
Anadon et al., 2005).
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Otros parametros fisicos que influyen es la a, intrinseca del substrato, o un
determinado tratamiento, resistencia mecanica al embalaje, o que determina su
integridad y aire residual y por ende la disponibilidad de oxigeno y la conductividad

térmica (Anadon et al., 2005; Soriano and Dragacci, 2004).

7.6. Interaccion con otros microorganismos

La produccion de metabolitos secundarios se ve afectada drasticamente cuando
otras especies comparten el mismo nicho ecologico (Marin et al.,, 2001).
Generalmente, en los alimentos, las especies toxigénicas coexisten con bacterias y
con otras especies fungicas (incluyendo levaduras), cuya presencia puede inhibir o
favorecer la produccion de micotoxinas. Estas interacciones puede ser intra e
interespecificas. Por ejemplo, la produccion de fumonisinas en presencia de A.
flavus, A. niger, A. ochraceus y P. implicatum, es inhibida, excepto a altas
actividades de agua (0.98) donde se ve estimulada. Por otra parte, la produccién de
zearalenona disminuye cuando crece con A. flavus a 16 °C, pero no a 25 °C.
Ademas, la produccion de ZEA por F. graminearum no se ve afectada por F.
verticillioides ni por F. proliferatum, sin embargo, la producciéon de fumonisinas por
estas especies disminuye en presencia de F. graminearum, excepto a 25 °C y entre
0,95-0,98 a,, donde la produccién de fumonisinas aumenta por que se estimula F.
verticillioides (Sanchis et al., 2000; Velluti et al., 2000; Soriano and Dragacci, 2004).

7.7. Insectos

Es uno de los principales factores de deterioro de granos, antes, durante y
después de la cosecha, ya que producen dafio mecanico, estropeando y alterando la
integridad de la cubierta de la semilla. Interaccionan con la microbiota presente en el
grano de diferentes formas, ya que puede causar un ambiente propicio para el
crecimiento de hongos debido al calentamiento y liberacibn de agua como
consecuencia de su actividad metabdlica y respiracién. Cuando la larva se desarrolla
en el interior del grano, pueden actuar como vectores, ya que pueden trasportar
esporas fungicas ya sea en sus pelos, boca e intestino, contaminando el producto
(Edwards, 2004; Aldred and Magan, 2004; Neethirajan et al., 2007).
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Por su parte, los hongos pueden atraer o inhibir la presencia de insectos a
través de compuestos volatiles o micotoxinas e incluso pueden servir como alimento
para ellos (Aldred and Magan, 2004).

8. ANALISIS DE MICOTOXINAS

El andlisis de las micotoxinas puede realizarse por métodos quimicos,
biol6gicos e inmunoldgicos. Los métodos bioldgicos aprovechan las propiedades de
las micotoxinas, tales como: irritacion cutanea, actividad fungicida, fitotoxica,
citotéxica e inhibicion de la sintesis proteica. Estos se han empleado para la
deteccion y aislamiento de nuevas micotoxinas mientras que los métodos quimicos
se emplean para su posterior caracterizacion, por ser facilmente cuantificables y mas

sensibles.

Los métodos quimicos se prefieren cuando la micotoxina ya esta caracterizada
y se dispone de patrones de referencia. Son también rapidos, especificos y muy

reproducibles que los bioensayos.

Actualmente también se emplean los inmunoensayos como el método ELISA, el
radioinmunoensayo (RIA) y la cromatografia de inmunoafinidad, todos ellos tienen la
ventaja de ser técnicas de facil realizacion y aplicables a la determinacion de

micotoxinas en cereales y alimentos.

8.1. Métodos quimicos

8.1.1. Muestreo

Debido a la heterogeneidad en la distribucion de la micotoxina en las muestras,
se debe tomar una muestra lo suficientemente grande para que sea representativa.
La principal fuente de variacion existente en un método analitico la ofrece el proceso
de muestreo, mientras que el sub-muestreo y el analisis, poseen variabilidades que
son mas o menos independientes de la concentracién de la micotoxina (Freese et
al., 2000).
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8.1.2. Extraccioén

Consiste en la agitacion o mezclado de la muestra con la solucién de
extraccion, con el fin de separar las micotoxinas del resto de componentes de la

matriz.

El comportamiento en solubilidad de las micotoxinas cristalizadas,
quimicamente puras, es muy diferente al de las propias micotoxinas presentes en
cualquier contaminacién natural, por lo que los disolventes utilizados deben ser los
adecuados para ser capaces de realizar una extraccion completa en un alimento.
Por ello es necesario el empleo de disolventes organicos con diferente grado de
polaridad, dado que las micotoxinas presentan solubilidades desiguales en los
diversos disolventes. En la practica, se usan el cloroformo, acetonitrilo, acetona,
metanol, etanol y diclorometano, bien solos, mezclados entre si 0, mas
frecuentemente, con agua y/o pequefas cantidades de acido. La presencia de agua
en la solucion de extraccion permite una mayor penetracion de la misma en los

medios hidrofilicos, y potencia la extraccion de la toxina.

La extraccibn se realiza agitando la mezcla muestra-disolvente durante un
periodo que puede variar entre 30-90 min.,, 6 1-3 min., si se utilizan

homogeneizadores de alta velocidad.

8.1.3. Purificacion

Tras la extraccion, junto con las micotoxinas, es de suponer que en el extracto
se encuentren muchas sustancias que por su propia naturaleza pueden interferir en
la deteccién, por lo tanto es necesario eliminarlas antes de continuar con las
siguientes etapas del proceso de analisis. La purificacion separa las micotoxinas de
aguellos compuestos quimicos que han sido extraidos junto con ellas. Actualmente
podemos distinguir diferentes técnicas de purificacion: liquido-liquido, adsorcion
fisica, tecnologia de membranas y técnicas cromatogréaficas. Nos centraremos en
este Ultimo grupo de técnicas, ya que es al que pertenecen las que utilizaremos en el

presente estudio.
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8.1.4. Técnicas cromatograficas

Mediante el uso de columnas cromatogréaficas o0 mas recientemente, cartuchos
rellenos de florisil, silica gel, silice enlazada con grupos octadecilo (comunmente
conocido como Cjg), resina de amberlita XAD. Algunos métodos para la
determinacion de deoxinivalenol en cereales de desayuno mediante cromatografia
de gases, incluyen una columna con alimina-carbén-celita y un cartucho C;g para
eliminar la gran cantidad de azlcares que contienen (Gilbert, 1993). Actualmente se
dispone de cartuchos de extraccion en fase sélida comerciales con gran variedad de
rellenos para pequefios volimenes de muestra, que permiten una mayor rapidez y
automatizacion en el desarrollo del método, como por ejemplo los cartuchos

MycoSep®.

También se ha incrementado el uso de columnas de inmunoafinidad, que
ofrecen una gran selectividad, son faciles de manejar y su aplicacion en la
purificacion de muestras contaminadas con diversas micotoxinas ha sido muy bien

investigada (European Mycotoxin Awareness Network, 2005).

8.1.5. Deteccion y cuantificacion

Para la deteccion y cuantificacion de micotoxinas existen dos tipos principales
de metodologias, los métodos inmunolégicos (ELISA, RIA, inmunoafinidad) y los
cromatograficos (cromatografia en capa fina, cromatografia liquida de alta resolucion
y cromatografia de gases).

8.1.6. Métodos cromatogréficos

Dirigidos a la separacion de dos o mas sustancias. Se consigue mediante la
distribucion de los componentes de una mezcla entre una fase fija (fase
estacionaria) y otra que se desplaza (fase movil). La separacién entre dos
sustancias empieza cuando una es retenida mas fuertemente por la fase
estacionaria que la otra, que tiende a desplazarse mas rapidamente por la fase

movil.
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El procedimiento mas comun usado para la determinacién de tricotecenos es la
cromatografia de gases (CG) con detector de ionizacion de llama (FID), detector de
captura de electrones (ECD) o detector de espectrometria de masas (MS). Para los
tricotecenos, el analisis por CG tiene mayor sensibilidad y especificidad que la

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Gilbert, 1993).

Después de la derivatizacion de los grupos hidroxilo libres de las micotoxinas a
formas trimetilsilil éteres (TMS), heptafluorobutiril ésteres (HFB), pentafluoropropionil
y trifluoroacetil ésteres, éstas llegan a ser lo suficientemente volatiles para el analisis

por cromatografia de gases.

El detector de ionizacion de llama (FID) tiene mayor sensibilidad que la
cromatografia en capa fina, sin embargo es poco especifico, presentandose
problemas en la identificacion de los picos como pertenecientes a una micotoxina,
sobretodo en matrices complejas como las de los cereales. Por lo general, es
resistente y facil de utilizar. Responde a compuestos que producen iones cuando se
gqueman en una llama aire-hidrégeno. Esto incluye a todos los compuestos
organicos, aunque unos pocos (por ejemplo el acido férmico, acetaldehido) exhiben

poca sensibilidad.

El detector de captura de electrones (ECD), mejora la sensibilidad frente al FID
para los tricotecenos. El sistema se basa en la electronegatividad de las sustancias
eluidas, y su habilidad para formar iones negativos por captura de electrones. Es un
detector muy selectivo, y es sensible a la presencia de moléculas con grupos
electronegativos como haldégenos, peroxidos, quinonas, y grupos nitro. Otros grupos
como el alcohol, amina e hidrocarburos no dan sefial. Se aplica en la deteccion de
moléculas que contienen haldgenos, principalmente cloro, de ahi que sea importante
en ensayos medioambientales para la deteccion y determinacion de insecticidas

clorados.
El detector de captura de electrones tiene la ventaja de no alterar la muestra de

manera significativa (a diferencia del detector de Illama). En el caso de los

tricotecenos, objetos de este estudio, hay que decir que no son compuestos
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volatiles, por lo que para realizar un analisis de ellos por CG/ECD y CG/FID han de

ser previamente derivatizados.

El detector de espectrometria de masas (MS) es un instrumento que permite
analizar con una gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos e
is6topos atomicos, separando los nucleos atomicos en funcion de su relacion masa-

carga (m/z).

En términos generales, moléculas diferentes tienen masas distintas, hecho
utilizado por un espectrometro de masas para determinar qué moléculas estan
presentes en una muestra. En el caso de una micotoxina, se vaporiza y se analizan
los iones en la primera parte del espectrémetro de masa. Estos iones tienen pesos
moleculares especificos. También tienen una carga, que significa que debido a ella
tendran movimiento bajo la influencia de un determinado campo eléctrico. Los iones
se envian en un compartimiento de aceleracion y se pasan a través de una ladmina
metdlica. Se aplica un campo magnético a un lado del compartimiento que atrae a
cada uno de los iones con la misma fuerza (suponiendo carga idéntica) y los desvia
sobre un detector. Naturalmente, los iones mas ligeros se desviaran mas que los
ilones pesados ya que tienen menos masa. El detector mide exactamente cuan lejos
se ha desviado cada ion y dependiendo de esto, se calcula el "cociente masa por
unidad de carga (m/z)”. Con esta informacion es posible determinar con un alto nivel

de la probabilidad cudl era la composicion quimica de la muestra original.

El acoplamiento técnico cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-
MS) ha revolucionado el analisis de muestras complejas, ya que las caracteristicas
del alto poder de resolucion que da la cromatografia de gases con la alta
sensibilidad suministrada por el espectrometro de masas, convierte a este
acoplamiento GC-MS en un método altamente poderoso para la identificacion y

cuantificacion de moléculas organicas volatiles (Gamiz, 2006).
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II. OBJETIVOS

Las micotoxinas suponen un riesgo potencial para la salud humana y animal,
motivo por el cual muchos estudios tratan de establecer medidas de control y
prevencion de su presencia en alimentos. Entre estas medidas se encuentra el
desarrollo de métodos que permitan la deteccidon de cepas micotoxigénicas en los
alimentos con anterioridad a su crecimiento y consiguiente produccion de

micotoxinas.

Uno de los principales géneros productores de micotoxinas es Fusarium que
sintetiza, entre otras, las micotoxinas denominadas tricotecenos. Estos pueden
hallarse comunmente en cereales como el maiz y sus productos. Con un consumo
continuado de alimentos contaminados, los tricotecenos pueden suprimir la funcion
inmune, provocando la pérdida de resistencia frente a enfermedades,

hipersensibilidad y otras alteraciones inmunoldgicas.

Por tanto, este trabajo de investigacibn se centrard en el estudio de la
contaminacion fungica en maiz cultivado o comercializado en Espafa, asi como en
el aislamiento e identificacion de cepas pertenecientes al género Fusarium

potencialmente micotoxigénicas. Sus objetivos seran:

- Estudio de la contaminacién flngica y de la incidencia de cepas
pertenecientes al género Fusarium en maiz de distintos origenes y

atendiendo a su distribucion geograéfica.

- Evaluacion estadistica de la efectividad de diversos medios de cultivo para

el aislamiento de Fusarium spp., a partir de granos de maiz.

- Aislamiento de Fusarium spp., a partir de distintos tipos de maiz, e

identificacion macroscopica, microscopica y molecular de las mismas.
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Caracterizaciéon molecular de los aislados de Fusarium spp., encontrados
en este trabajo, empleando técnicas de biologia molecular como PCR,
PCR-RFLPs y secuenciacion.

Aplicacion de técnicas moleculares a la deteccidn de aislados de Fusarium

spp., productores de tricotecenos.

Desarrollo y puesta a punto de un método para la comprobacion de la
produccion de tricotecenos por aislados de Fusarium spp., potencialmente

toxigénicos, directamente a partir del medio de cultivo.

Evaluacion de la efectividad de diversos medios sélidos de cultivo para
detectar la produccion de tricotecenos por aislados de Fusarium spp.,

potencialmente toxigénicas.
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ll. MATERIAL Y METODOS

1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Fusarium spp., PROCEDENTES DE
MAIZ

1.1. Procedencia de las muestras de maiz

El maiz utilizado para el presente estudio procedié de diferentes comunidades
de Espafia y se agrupO en tres grandes grupos: El primero corresponde a 10
muestras de granos de maiz seco (Zea mays L.), 9 de las cuales pertenecen a la
variedad identata y una de ellas a la variedad everta. Todas ellas fueron obtenidas
de diversos comercios de piensos de la Comunidad Valenciana. En este trabajo de
investigacion, a este grupo de muestras se le designara con el nombre de “maiz

almacén”. La variedad y origen de las muestras de maiz se presentan en la Tabla 4.

El segundo grupo corresponde a 100 muestras de maiz dulce (Zea mays L.
subsp. saccharata). Las mazorcas, que procedian de distintas regiones de Espafa y
cultivadas convencionalmente para el consumo humano, fueron proporcionadas por
una empresa agroalimentaria de la Comunidad Valenciana. Se emplearon 63
muestras procedentes de Castilla la Mancha, 5 de Extremadura, 8 de Murcia, 11 de
Madrid y 13 de la Comunidad Valenciana. A este grupo de muestras se les

designara como “maiz campo” (Tabla 5).

Por ultimo, el tercer grupo corresponde a tres variedades comerciales de maiz
(Zea mays L. subsp. indentata): Panamd, Cridor y Net, facilitadas por una casa
comercial. El cultivo se realizé en parcelas en la Universidad Politécnica de Valencia
y solo recibi6 las practicas culturales de desyerbe, sin que se utilizaran fertilizantes
ni fungicidas. Se realizaron un total de 16 muestreos; en cada uno de ellos se
cogieron 2 mazorcas de cada variedad, de las dos lineas centrales, escogiendo
aleatoriamente la mazorca superior o inferior de cada planta (en caso de que
hubiera dos mazorcas). El nimero total de mazorcas recolectadas fue de 96 y se les

designo con el nombre de “maiz experimental”.
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Tabla 4. Variedad y origen de las muestras de maiz almacén

Nombre de  Variedad de Comprada en Origen Destinada a
la muestra Maiz €conNsumo
1 identata Castellar Desconocido Animal
2 identata Valencia Desconocido Animal
3 everta Valencia Desconocido Humano
4 identata Gandia Albacete Animal
5 identata Gandia Almussafes Animal
6 identata Algemesi Jaén Animal
7 identata Carcaixent Desconocido Animal
8 identata Catarrosa C. Valenciana Animal
9 identata Picassent C. Valenciana Animal
10 identata La Pobla Llarga Andalucia Animal

1.2. Medios de cultivo

Para el cultivo y aislamiento de hongos del género Fusarium se emplearon
distintos medios de cultivo: Patata Dextrosa Agar (PDA) con y sin cloramfenicol y
Agar Verde de Malaquita (AVM) (medio selectivo para Fusarium spp.). También se
utilizaron agar Czapeck (Cz) y agar sacarosa extracto de levadura (YES) (Burgess
et al., 1994, Castella et al., 1997) Anejo 1.

1.3. Obtencién de aislados de Fusarium spp.

De cada muestra de maiz almacén se seleccionaron 100 granos de forma
aleatoria. Para desinfectar los granos, éstos se llevaron a una disolucion de
hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto y después se lavaron dos veces con
agua estéril durante periodos de un minuto. Para realizar todas estas operaciones se

utilizaron gasas y pinzas estériles.

Tras la desinfeccion, se depositaron 50 granos de maiz en la superficie de 10
placas de Petri con medio de cultivo PDA-CL (cinco granos por placa). De igual
forma se procedié con el medio de cultivo Agar Verde de Malaquita, para obtener un

total de 100 granos.
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Tabla 5. Procedencia de las muestras analizadas de maiz campo

Muestra  Origen Muestra Origen Muestra Origen Muestra Origen

1 C. Mancha 27 C. Mancha |52 C. Mancha |77 Madrid

2 C. Mancha 28 C. Mancha |53 C.Mancha |78 Madrid

3 Extremadura |29 Valencia 54 C. Mancha |79 C. Mancha
4 Extremadura | 30 Valencia 55 Valencia 80 C. Mancha
5 Extremadura | 31 C. Mancha |56 Valencia 81 C. Mancha
6 Extremadura | 32 C. Mancha |57 C. Mancha |82 Valencia

7 Murcia 33 C. Mancha |58 C. Mancha |83 C. Mancha
8 Murcia 34 C. Mancha |59 C.Mancha |84 C. Mancha
9 Extremadura | 35 C. Mancha |60 C. Mancha |85 C. Mancha
10 Murcia 36 C. Mancha |61 C. Mancha |86 C. Mancha
11 Murcia 37 C. Mancha |62 C. Mancha |87 C. Mancha
12 C. Mancha 38 C. Mancha |63 C. Mancha |88 C. Mancha
13 Valencia 39 Valencia 64 C. Mancha |89 C. Mancha
14 C. Mancha 40 Valencia 65 Madrid 90 C. Mancha
15 C. Mancha 41 C. Mancha |66 Valencia 91 C. Mancha
16 Valencia 42 C. Mancha |67 Madrid 92 C. Mancha
17 Valencia 43 C. Mancha |68 Madrid 93 C. Mancha
19 C. Mancha 44 C. Mancha |69 Madrid 94 C. Mancha
20 Murcia 45 Valencia 70 Madrid 95 C. Mancha
21 Murcia 46 C.Mancha |71 C. Mancha |96 C. Mancha
22 Murcia 47 C. Mancha |72 C. Mancha |97 C. Mancha
23 C. Mancha 48 C. Mancha |73 Madrid 98 C. Mancha
24 Murcia 49 C. Mancha |74 Madrid 99 C. Mancha
25 Valencia 50 C. Mancha |75 Madrid 100 C. Mancha
26 C. Mancha 51 C. Mancha |76 Madrid 101 C. Mancha

* La muestra 18 se excluyo el estudio por no tratarse de maiz dulce

Los granos procedentes de mazorcas de maiz campo se seleccionaron de
forma aleatoria, tomando 50 granos por muestra. En cada una de las mazorcas se
realizd un corte rectangular a lo largo de las mismas con ayuda de un bisturi estéril,
dejando al descubierto los granos de maiz. Posteriormente, se extrajeron los granos
con ayuda de unas pinzas estériles y, sin realizar ningun tipo de lavado, se
colocaron de 5 en 5 sobre la superficie de las placas con medio de cultivo. De los 50
granos extraidos por muestra, 25 se colocaron en placas con agar PDA-CL y los
otros 25, en las placas con medio AVM, obteniendo por tanto 10 placas de cada
muestra (5 en PDA-CL y 5 en AVM), con 5 granos cada una.
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Para el maiz experimental (variedades Panama, Cridor y Net), se utilizé la
metodologia descrita anteriormente en el andlisis de maiz campo. De cada mazorca
se utilizaron 50 granos: 25 granos se depositaron en 5 placas con PDA-CL y 25
granos en 5 placas con AVM (5 granos por cada placa). En total, se utilizaron 20

placas (10 placas por mazorca), 100 granos por muestreo y variedad.

Todas las placas se incubaron a 28 °C de 7 a 10 dias.

1.4. Cultivo puro de hongos pertenecientes al género Fusarium, identificacion

y conservacion

Los hongos obtenidos se sembraron individualmente en dos placas, una con
medio PDA-CL y otra con medio AVM, incubandolas a 28 °C de 7 a 10 dias, hasta
gue el crecimiento de cada aislado fuera completo, y asegurando que se hubiera
logrado un cultivo puro. Una vez crecidos los aislados, se hizo una seleccion visual y
al microscopio, para identificar los hongos del género Fusarium segun los criterios
propuestos por Nelson et al. (1983), Samson et al. (2004) y Leslie and Summerell,
(2006).

Con los aislados pertenecientes al género Fusarium se obtuvieron cultivos
monosporicos en el medio de cultivo PDA que se conservaron a 4 °C y en crioviales
con caldo nutritivo con 20% de glicerina a -80 °C. Para cada aislado se tuvo en
cuenta su procedencia, numero de placa y nimero de grano de donde se aislo el

hongo, definiendo la nomenclatura que se indica a continuacion:

1.4.1. Nomenclatura de las placas

Para cada uno de los aislados obtenidos del maiz almacén se utilizo un codigo
que consta de una letra P o0 V, segun el medio utilizado para el crecimiento de los
hongos sea PDA-CL (P) o AVM (V) y de tres nimeros, que van del 1 al 10. El
primero hace referencia a la muestra, el segundo a la placa donde se aislo y el

tercero al grano de maiz.
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Para nombrar cada uno de los aislados obtenidos de las mazorcas
provenientes de maiz campo se utilizé6 un codigo que consta de la letra F seguida
del numero correspondiente a la muestra, la letra P o V, segun el medio utilizado
para el crecimiento de los hongos sea PDA-CL (P) o AVM (V), y de dos nameros,
qgue van del 1 al 5. El primero hace referencia a la placa y el segundo, al grano de
maiz. Algunos de los aislados llevan al final de su codigo una letra minuscula, a o b;
ésta hace referencia a que en el mismo grano habian dos hongos diferentes,
pudiendo ser ambos identificados como Fusarium sp.

Para los aislados procedentes del maiz experimental se utilizdé la siguiente
nomenclatura, indicando: Variedad/ N° de mazorca/ Medio de cultivo/ N° de siembra/

N° de placa

1.5. Cepas de referencia

En este trabajo se utilizaron un total de 10 cepas de referencia suministradas
por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), tal y como se indica en la Tabla
6. Estas cepas se emplearon para la identificacibn macroscopica de las especies del
género Fusarium, y su ADN se empled como control positivo en las reacciones de
PCR.

Las cepas se sembraron en medio PDA y se incubaron a 28 °C de 7 a 10 dias,
dependiendo del crecimiento de la cepa. A continuacion se conservaron a -80 °C en
crioviales con caldo nutritivo con 20% de glicerol.

Tabla 6. Cepas de referencia

Referencia Especie
CECT 2150 G. zeae

CECT 2148 F. culmorum
CECT 2715 F. oxysporum
CECT 20166 F. sporotrichioides
CECT 2982 F. verticillioides
CECT 20165 F. poae

CECT 2218 F. roseum
CECT 20232 F. solani

CECT 20150 F. tricinctum
CECT 2149 F. equiseti
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2. METODO DE EXTRACCION DE ADN DE Fusarium: Método CTAB

2.1. Preparacion de los aislados para la extraccion de ADN

Todos los aislados seleccionados provenientes de cultivos monosporicos se
sembraron en placa con medio PDA en cadmara de flujo laminar vertical. Una vez
sembrados se sellan las placas con Parafilm y se incubaron a 28 °C durante unos 7-
10 dias hasta que el desarrollo del hongo es completo.

2.1.1. Procedimiento

El procedimiento utilizado para la extraccion del ADN cromosomico fue el
descrito por Wilson, (1987) con algunas modificaciones, como se explica a

continuacion.

Para la extraccion de ADN, se recogi6 el micelio del aislado de Fusarium sp.,
con una espatula metalica estéril, depositandolo en un mortero de porcelana
previamente esterilizado; se afadié nitrégeno liquido e inmediatamente se molid
hasta obtener un polvo fino. Este micelio molido se colocé en un microtubo
Eppendorf de 2 mL al que se afadiéo 750 pL de la solucion tampon (250 mL Tris-
HCI 100mM pH 7.2; 250 mL EDTA 100mM y 250 mL dodecil sulfato sodico (SDS) al
10%, se agité y se mantuvo todo en frio. Después, se afiadio 3 uL de una solucion

de proteinasa K (20 mg/mL), se agitd y se incub6 a 37 °C durante 1 h.

A continuacion se afiadieron 100 uL de NaCl 5M con el fin de proporcionar la
concentracion salina necesaria para que el Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
(CTAB) no se acompleje con el ADN. Se adicioné 80 uL de solucion CTAB/NaCl
(CTAB al 10% en NaCl 0.7 M), de nuevo se agito en homogenizador vortex y se

incub6 a 65 °C durante 10 min.

Para la purificacion del ADN se afiadio 700 uL de cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), se agitd y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min., para eliminar los

complejos formados por el CTAB. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo
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microtubo, al que se le afadi6 un volumen equivalente (entre 600-700 uL) de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), agitandolo después. ElI fenol
desnaturaliza las proteinas y las precipita, separandose del ADN que se mantiene
disuelto. A continuacion la mezcla se centrifugdé a 12000 rpm durante 5 min., para
eliminar los restos del complejo CTAB, repitiéndolo si es necesario. Las proteinas

quedan en la interfase y los acidos nucleicos en la fase superior acuosa.

El sobrenadante (500-700 pL), que contiene los acidos nucleicos, se transfirié a
otro microtubo al que se le afiadi6 entre 500-600 uL de isopropanol para precipitar el
ADN; se agitd suavemente y se centrifugo a 12000 rpm durante 10 min. Se eliminé
el isopropanol y se afiadié 500 uL de etanol frio al 70%; se agitdé y se centrifugo
durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se elimina el etanol y se seca la muestra al

vacio.

Finalmente, se resuspende el ADN en 50 uL de tampén TE (Tris 10 mM, EDTA
1mM, pH 8) y se afiaden 3 uL de RNAsa (25 mg/mL) para eliminar los restos de
RNA, dejando el ADN extraido a 5 °C durante 24 h.

2.1.2. Deteccion del ADN por electroforesis y visualizaciéon del producto de
PCR

Para comprobar que la extraccion ha sido correcta se realizé la electroforesis
en un gel de agarosa al 1.2 % (p/v) en tampén TAE 1X, a 90 voltios, durante 30 min.
El ADN extraido (5 uL de ADN) se carga en el gel después de mezclarlo con 1 uL de
tampon de carga (Loading Dye Solution). Acabada la electroforesis, se tifie el gel
con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) durante 10-12 min. Tras la tincién se visualiza el

gel en un transiluminador de luz UV.

Esta misma metodologia sirve para visualizar el producto de PCR, utilizando un
volumen de muestra de 5 uL previamente mezclado con 2 uL de tampdn de carga.
En los geles se incluye uno o varios marcadores de pesos moleculares (Gene
Ruler™ 100 pb ADN Ladder Plus, Gene Ruler™ 50 pb ADN Ladder Plus) como

referencia para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN amplificados.
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Finalmente, los fragmentos se visualizan en un transiluminador de luz UV tras tefir

el gel con bromuro de etidio.

2.1.3. Conservaciéon del ADN

El ADN extraido se conserva en los microtubos a —20 °C durante varios meses,
o durante varios dias a 4 °C.

3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

3.1. Preparacién del ADN

La valoracion del ADN total obtenido se realiz6 mediante espectrofotometria
(BioPhotometer de Eppendorf). Para ello se tomaron varias medidas de
absorbancia, obteniéndose el valor medio. En el momento de la utilizacién del ADN

todas las muestras de ADN se llevaron a una concentracion de 100-180 ng/uL.

3.2. Oligonucledtidos sintéticos

Los oligonucledtidos utilizados como iniciadores en la reaccion de PCR fueron
proporcionados por las empresas Ecogen (Barcelona, Espafia), y Thermo Electron
Corporation (Alemania). En la Tabla 7 y 8 se encuentran recogidas las secuencias

de los oligonucledtidos, asi como las condiciones para la amplificacién.
3.3. PCR para el género Fusarium

La identificacion a nivel de género de los aislados se realiz6 mediante la
amplificacion de un fragmento especifico del género Fusarium de 389 pb de la
region ITS del 28S ADNTr, utilizando los iniciadores ITS-Fu-f y ITS-Fu-r (Abd-

Elsalam, et al., 2003, Gomez et al., 2006).

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 50 uL,

conteniendo 47 uL de la mezcla de reaccion que contenia, 5 uL de tampon 10x (500
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mM KCI, 100 mM Tris HCI pH 9.0, 1% Triton X-100), 3 uL de MgCl, a una
concentracion de 50 mM, 0.4 uL de cada dNTP’s a una concentracién de 100 mM
en total, 2.5 unidades de Tag ADN polimerasa (Eppendorf) y 0.5 uL de una solucion
20 uM de cada iniciador, ITS-Fu-f y ITS-Fu-r y 3 uL de ADN a una concentracion
entre 100 y 180 ng/uL.

Cada reaccion de amplificacién incluy6 un control negativo, en el que el ADN se
reemplazé por agua ultrapura estéril y un control positivo con ADN de las cepas de
referencia antes mencionadas. El proceso de amplificacion se llevo a cabo en un
termociclador modelo PTC-100® Peltier Termal Cycler (MJ Research), segun los

ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.

3.4. PCR para F. graminearum

La identificacién de la especie F. graminearum se llevdé a cabo mediante el
empleo de los iniciadores 217Fg y 170Fg (Hye-Seon and Lee, 2003), que amplifican

un fragmento especifico para dicha especie de 600 pb del gen Tri5.

La amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 50 uL, conteniendo 47
uL de mezcla de reaccion y 3 uL de ADN a una concentracion entre 100 y 180 ng,
incluyendo un control negativo y un control positivo con el ADN de la cepa CECT
2150 (G. zeae). La mezcla de reaccion contenia 5 uL de tampon 10x (500 mM KCl,
100 mM Tris HCI pH 9, 1% Triton X-100), 3uL MgCl, a una concentracion de 50 mM,
0.4 uL de cada dNTP’s a una concentraciéon de 100 mM en total, 2 unidades de Taq

ADN polimerasa (Ecogen) y 0.4 uL de cada iniciador a una concentracion de 20 puM.

El proceso de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador Eppendorf-AG,

segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.
También se utilizaron para la identificacion de la especie F. graminearum los

iniciadores Fgr-F y Fgc-R (Jurado et al. 2005) que amplifican un fragmento de la
region IGS de 500 pb.
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La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un volumen final de 50 uL,
conteniendo 47 uL de mezcla de reaccion con 5 uL de tampoén 10x (500 mM KCl,
100 mM Tris HCI (pH 9.0), 1% Triton X-100), 3 uL MgCl, a una concentracién de 50
mM, 0,4 uL de cada dNTP’s a una concentracion de 100 mM en total, 2.5 unidades
de Taq ADN polimerasa (Ecogen) y 0.5 uL de cada iniciador a una concentracion de
20 uM. Anadiendo 3 uL de ADN a una concentracion entre 100 y 180 ng. Se incluyo
un control negativo y un control positivo con el ADN de la cepa CECT 2150 (G.

zeae).

El proceso de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador modelo

Eppendorf-AG, segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.

3.5. PCR paraF. verticillioides

Para identificar la especie F. verticillioides se emplearon los iniciadores VER1 y
VER2 que amplifican un fragmento de 578 pb de la secuencia del gen calmodulina
especifico para dicha especie (Mulé et al., 2004 b). Este gen codifica la proteina

calmodulina.

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL,
conteniendo 47 uL de mezcla de reaccién con 5 pL de 10x tampon (500 mM KCl,
100 mM Tris HCI (pH 9), 1% Triton X-100), 1.5 uL MgCl, a una concentracion de 50
mM, 0.4 uL de cada dNTP’s a una concentracion de 100 mM en total, 2.5 unidades
de Tag ADN polimerasa (Ecogen) y 0.4 uL de 20 uM de cada iniciador VER1/ VER2.
Afadiendo 3 uL de ADN a una concentracion entre 100 y 180 ng. Se incluyé un
control negativo y un control positivo con el ADN de la cepa CECT 2982 (F.
verticillioides). El proceso de amplificacion se llevé a cabo en un termociclador

modelo Eppendorf-AG, segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.
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3.6. PCR para F. culmorum

Los iniciadores Fcu-F y Fgc-R fueron utilizados para la identificacion de la
especie F. culmorum, que amplifican un fragmento especifico de 200 pb de la region
IGS del ADNTr localizado en los genes 28S y 18S (Jurado et al., 2005).

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 50 uL,
conteniendo 47 uL de mezcla de reaccién con 5 uL de 10x tampon (500 mM KCl,
100 mM Tris HCI (pH 9), 1% Triton X-100), 3 uL MgCl, a una concentracion de 50
mM, 0.2 uL de cada dNTP’s a una concentracién de 100 mM en total, 3 unidades de
Taqg ADN polimerasa (Ecogen) y 0.4 uL de 20 uM de cada iniciador Fcu-F / Fgc-R.
Afadiendo 3 uL de ADN molde concentracién entre 100 y 180 ng. Se incluydé un
control negativo y un control positivo con el ADN de la cepa CECT 2148 (F.
culmorum). El proceso de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador modelo

Eppendorf-AG, segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.

3.7. PCR para F. oxysporum

Para la identificacion de la F. oxysporum se utilizaron los iniciadores Clox1 y
Clox2, que amplifican un fragmento especifico de 534 pb de la secuencia del gen
que codifica para la proteina calmodulina (Mulé et al., 2004 a).

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 50 uL,
conteniendo 47 uL de mezcla de reaccion y 3 uL de ADN a una concentracion entre
100 y 180 ng., incluyendo un control negativo y un control positivo con el ADN de la
cepa F. oxysporum CECT 2715. La mezcla de reaccion contenia 5 uL de 10x PCR
tampén (500 mM KCI, 100 mM Tris HCI (pH 9), 1% Triton X-100), 3 uL MgCl, a una
concentracion de 50 mM, 0.4 uL de cada dNTP’s a una concentracion de 100mM en
total, 2 unidades de Taq ADN polimerasa (Ecogen) y 0.4 uL de 20 uM de cada
iniciador Clox1/Clox2. ElI proceso de amplificacion se llevo a cabo en un
termociclador Eppendorf-AG, segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla
8.
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3.8. PCR multiple para Fusarium spp.

Para la identificacion simultdnea las especies F. graminearum, F. culmorum y
F. sporotrichioides, se utilizaron tres pares de iniciadores en la misma reaccion de
PCR, Fgl6F/Fgl6R, para F. graminearum; FCO1F/FCO1R, para F. culmorum vy
AF330109CF/AF330109CR, para F. sporotrichioides, de los cuales se obtienen
bandas de 570, 450, 332 pb respectivamente Demeke et al. (2005).

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 50 pL,
conteniendo 47 uL de mezcla de reaccién y 3 uL de ADN a una concentracion entre
100 y 180 ng, incluyendo un control negativo y un control positivo con el ADN de
cada cepa. La mezcla de reaccion contenia 5 uL de 10x PCR tampén (500 mM KCl,
100 mM Tris HCI (pH 9), 1% Triton X-100), 1 uL MgCl; a una concentracién de 50
mM, 1.3 uL de KClI, 0.4 uL de cada dNTP’s a una concentracién de 100 mM en total,
2 unidades de Taq ADN polimerasa (Ecogen) y 0.4 uL de 20 uM de cada iniciador.
El proceso de amplificacién se llevo a cabo en un termociclador Eppendorf - AG,

segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.

3.9. PCR para deteccion de aislados productores de tricotecenos

Una vez identificados los aislados pertenecientes al género Fusarium, se llevo
a cabo la deteccién de aislados productores de tricotecenos. Para ello, se utilizaron
los iniciadores Tox5-1 y Tox5-2, que amplifican un fragmento de 650 pb de la regién
del gen Tri5 (Bakan et al., 2002), gen que codifica el tricodieno sintetasa, enzima

que cataliza el primer paso en la biosintesis de tricotecenos.

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 50 uL,
conteniendo 47 uL de mezcla de reaccion, con 5 puL de 10x PCR tampon (500 mM
KCI, 200 mM Tris HCI (pH 9), 1% Triton X-100), 3uL MgCl; a una concentracion de
50 mM, 3 uL (NH4)2SO, , 3 uL KCI, 0.4 uL de cada dNTP’s a una concentracion de
100 mM en total, 2.5 unidades de Taq ADN polimerasa (Eppendorf) y 0.5 uL de 20
uM de cada iniciador Tox5-1y Tox5-2y 3 uL de ADN a una concentracion entre 100

y 180 ng., se incluy6 un control negativo y dos controles positivos con el ADN de las
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Tabla 7. Oligonucled6tidos utilizados en este estudio

Iniciador Zona amplificada Secuencia del iniciador Medida del
producto (pb)

Género Fusarium ITS-Fu-f ITS 5°-CAA CTC CCA AAC CCC TGT GA-3 389

ITS-Fu-r 28S
5-GCG ACG ATT ACC AGT AAC GA-3

F. graminearum 217Fg Tri5 5 -CAGAGTGATCTCATGGCAGG-3’ 600
170Fg 5-GGCATGGTTGTATACAGC-3’

F. graminearum Far-F. IGS 5 -GTTGATGGGTAAAAGTGTG-3 500
Fgc-R 5 -CTCTCATATACCCTCCG-3

F. verticillioides Verl Calmodulina 5 -CTTCCTGCGATGTTTCTCC-3’ 578
Ver2 5-ATTGGCCATTGGTATTATATATCTA-3

F. culmorum Fcu-F 28Sy 18S 5-GACTATCATTATGCTTGCGAGAG-3' 200
Fgc-R 5-CTCTCATATACCCTCCG-3'

F. oxysporum CLOX1 Calmodulina 5-AGCAAAGCATCAGACCACTATAACTC-3 534
CLOX2 5 -CTTGTCAGTAACTGGACGTTGGTACT-3’

Tricotecenos Tox5-1 Tri5 5 -GCTGCTCATCACTTTGCTCAG-3’ 658
Tox5-2 5 -CTGATCTGGTCACGCTCATC-3

DON - NIV ToxP1 Tri5- Tri6 5-GCCGTGGGGRTAAAAGTCAAA-3 300 -DON
ToxP2 5 -TGACAAGTCCGGTCGCACTAGCA-3’ 360 -NIV

PCR-RFLPs CNL12 IGS 5-CTGAACGCCTCTAAGTCAG-3' 2800/2600
CNS1 5 -GAGACAAGCATATGACTACTG-3’

Secuenciacion ITS1 ITS1-5.85-ITS2 5- TTCGTAGGTGAACCTGCGG-3 550-570
ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC-3

PCR Multiple FCO1F 5-ATGGTGAACTCGTCGTGGC-3' 570pb
FCO1R 5-CCCTTCTTACGCCAATCTCG-3'
Fgl6F ITS 5-CTCCGGATATGTTGCGTCAA-3' 450pb
Fgl6R 5-GGTAGGTATCCGACATGGCAA-3
AF330109CF 5-AAAAGCCCAAATTGCTGATG-3' 332pb
AF330109CR 5-TGGCATGTTCATTGTCACCT-3'
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Tabla 8. Condiciones de temperatura para las reacciones de amplificacion

Iniciadores Desnaturalizacién  Ciclos Segunda Primer Extension Extension Final
inicial desnaturalizacion alineamiento ADN ADN

ITS-Fu-f/ITS-Fu-r 95°C 2 min. 30 94°C 1 min. 61 °C 30 seg 72°C 1 min. 72 °C 5 min.
217Fg/170Fg 94°C 2 min. 30 94°C  30seg 53°C 30 seg 72 °C 1 min. 72 °C 10 min.
Fgr-F/Fgc-R 94 °C 120 seg 25 95°C 35seg 53.2°C 30seg 72°C  30seg 72 °C 5 min.
VER1/ VER2 94 °C 3 min. 35 94 °C 50 seg 57 °C 50 seg 72 °C 1 min. 72 °C 7 min.
Fcu-F/Fgc-R 94 °C 85 seg 30 95°C 35seg 54 °C 30 seg 72°C  30seg 72 °C 5 min.
CLOX1/CLOX2 94 °C 5 min. 35 94 °C 50 seg 61 °C 1 min. 72 °C 1 min. 72 °C 7 min.
Tox5-1/ Tox5-2 95°C 2 min. 35 95°C 1 min. 63 °C 51 seg 72°C 1 min. 72 °C 5 min.
ToxP1/ToxP2 95°C 5 min. 30 94°C 1 min. 54 °C 1 min. 72°C  50seg 72 °C 6 min.
CNL12/CNS1 94 °C 85seg 35 95°C 35seg 58 °C 55 seg 72°C 120seg 72°C 10 min.
ITS1/1TS4 95°C 60 seg 35 95°C 30 seg 55°C 60 seg 72°C 60 seg 72°C 6 min.
PCR Mdiltiple 95°C 3 min. 38 95°C  30seg 61.6°C 20seg 72°C  45seg 72°C 5 min.
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cepas CECT 2150 (G. zeae) y la CECT 2148 (F. culmorum), por ser cepas
productoras de tricotecenos.

El proceso de amplificacion se llevo a cabo en un termociclador modelo PTC-
100® Peltier Termal Cycler (MJ Research), segun los ciclos de temperatura

descritos en la Tabla 8.

3.10. PCR para deteccion de aislados de Fusarium spp., productores de

deoxinivalenol (DON) y nivalenol (NIV)

Se utilizaron los iniciadores ToxPl1 y ToxP2 para amplificar la secuencia
intergénica de los genes Tri5 - Tri6, involucrados en la produccion de micotoxinas,
detectando simultdneamente dos fragmentos: uno de 300 pb para el quimiotipo de
F. graminearum productor de deoxinivalenol (DON) y otro fragmento de 360 pb para
el quimiotipo de F. graminearum productor de nivalenol (NIV) (He-Ping et al., 2005).

La mezcla de reaccion consistié en un volumen final de 50 uL, que contenia
47uL de mezcla de reacciéon con 5 uL de 10x PCR tampdn (500 mM KCI, 100 mM
Tris HCI (pH 9), 1% Triton X-100), 2 uL MgCl, a una concentracion de 50 mM, 0.4
uL de cada dNTP’s a una concentracién de 100 mM en total, 2 unidades de Taq
ADN polimerasa (Ecogen) y 0.5 uL de 20 uM de cada iniciador ToxP1/ToxP2.
Anadiendo 3 uL de ADN molde concentracion entre 100 y 180 ng. Se incluyd un
control negativo y un control positivo con el ADN de la cepa CECT 2150 (G. zeae).
El proceso de amplificacion se llevoé a cabo en un termociclador modelo Eppendorf-

AG, segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.

3.11. PCR para amplificacion de la region IGS

La regién IGS del ADNr fue amplificada con los iniciadores universales CNL12
y CNS1 (Anderson and Stasovski, 1992). Para la amplificacion se realizdé una
mezcla de 50ul que contenia 5 pL de 10x PCR tampon (500 mM KCI, 100 mM Tris
HCI (pH 9), 1% Triton X-100), 25 mM MgCl,, 2 uL de ADN a una concentracion entre
100 y 180 ng, 0.4 uL de cada dNTP’s a una concentracién de 100 mM en total, 2.5
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unidades de Tag ADN polimerasa (Ecogen) y 6 uL de 20 uM de cada iniciador,
CNL12 y CNS1.

El proceso de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador Eppendorf-AG,
segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.

3.12. PCR para amplificacion de la region ITS1- 58S - ITS2 y posterior

secuenciacion

La region ITS del ADNr fue amplificada con los iniciadores universales ITS1 y
ITS4 (White et al., 1990). La mezcla para la amplificacion se realiz6 en un volumen
de 50 pL que contenia 5 uL de 10x PCR tampén (500 mM KCI, 100 mM Tris HCI (pH
9), 1% Triton X-100), 3 uL de 50 mM MgCl,, 3 uL de ADN a una concentracion entre
100 y 180 ng., 0.4 uL de cada dNTP’s a una concentracién de 100 mM en total, 2.5
unidades de Tag ADN polimerasa (Eppendorf) y 1 uL de 20 uM de cada iniciador,
ITS1/ITS4. Se realizaron tres repeticiones de cada reaccion de PCR para obtener un
volumen de 150 uL ya que se necesitan al menos 100 uL de producto amplificado

para purificar previo a la secuenciacion.

El proceso de amplificacion se lleva a cabo en un termociclador Eppendorf-AG,
segun los ciclos de temperatura descritos en la Tabla 8.

3.13. Analisis de polimorfismos de longitud en los fragmentos de restriccion
amplificados por PCR (PCR-RFLP) de laregion IGS

Los fragmentos amplificados obtenidos de F. graminearum y F. verticillioides,
se digirieron con enzimas de restriccién, para poder observar cambios dentro de la
region IGS. Los enzimas elegidos fueron cinco de 4-pb: Mbol, Hin6l, Hhal, Alul,
BsuRlI y tres de 6-pb: Xhol, EcoRlI, Hind Il (Fermentas) (Kim et al., 2001; Ferrer et
al., 2001; Llorens et al., 2006; Patifio et al., 2006). Las digestiones se realizaron
empleando el tampdn correspondiente a cada enzima a la concentracion de uso, 10
uL del amplificado y 2 uL de enzima, en un volumen final de 30 uL. Se incubaron las

digestiones a 37 °C toda la noche. Para la electroforesis se emplearon 15 uL del
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volumen de la restriccion en un gel de agarosa al 2.5% en tampon TAE 1X, que se
sometié a 60 V durante tres horas y media, y luego fue tefiido con bromuro de etidio
para ser visualizado con luz UV. Los pesos moleculares de los fragmentos de ADN
se determinaron por comparacion con dos estandares de pesos moleculares de 100
pb ADN y 50 pb ADN (MBI Fermentas).

Una vez calculado el peso molecular de cada banda, para el andlisis estadistico
fue computada la presencia (1) o ausencia (0) de cada banda para el calculo de una
matriz de similitud mediante el coeficiente de Dice (Soll, 2000), que excluye las

dobles ausencias, segun la férmula:

2a

2a+b+c

Donde a indica concordancia y b y c, discordancia. Dicha matriz fue
transformada en un arbol taxondmico basandose en el agrupamiento mediante el
algoritmo UPGMA (Sneath and Sokal, 1973). Todos los calculos fueron realizados a

través del programa NTSYSpc—2.02h (Applied Bioestatistics Inc).

4. PURIFICACION Y SECUENCIACION DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO DE LA
REGION ITS1-5.8S - ITS2

Los productos amplificados de la region ITS1-5.8S-ITS2 de los aislados de F.
graminearum y Fusarium spp., provenientes de maiz se purificaron usando el Kit
GenElude™ PCR clean-Up (SIGMA). Se conservé el ADN purificado a -20 °C hasta
su uso. Aproximadamente 2 pL del producto de la PCR purificada fueron requeridos
en cada secuenciacion. La secuenciacion fue llevada a cabo por la empresa

Sistemas Gendmicos S. L. de Valencia (Espafia).

Los productos se analizaron mediante secuenciacion de cadena simple. La
reaccion de cada secuenciacion consistia en aproximadamente 500 a 600
nucleodtidos. La secuencia de datos fue proporcionada en formato alfabético como
archivo ABI, mostrando la secuencia completa, y como electroferograma, que es
legible mediante el programa informatico CHROMAS version 1.45 (C. McCarthy,

School o Heath Science, Griffith University, Queensland, Australia). Para obtener la
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secuencia del fragmento completo se ensamblaron manualmente los fragmentos
continuos generados por los iniciadores “forward” y “reverse”, usando el programa
PHYDIT. Los extremos de cada secuencia que contienen datos mal resueltos deben
ser suprimidos antes del ensamblaje. De esta manera se obtiene una secuencia casi

completa.

La identificacion mas probable o mas préxima fue determinada en la base de
datos del National Center for Biotechnology Information, utilizando el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las

secuencias fueron alineadas para generar arboles filogenéticos y matrices de
similitud de nucleodtidos usando el programa PHYDIT
(http://plaza.snu.ac.kr/~jchun/phydit/). Los arboles filogenéticos fueron elaborados

usando “neighbour-joining” (el vecino mas préoximo) (Saitou and Nei, 1987), y el
algoritmo utilizado fue el de Jukes and Cantor (1969) el cual es un modelo de

distancia para generar una matriz de distancia evolutiva.

La topologia de los arboles filogenéticos fue evaluada por “bootstrap”
(inferencia estadistica por remuestreo) (Felsenstein, 1985) basado en el método de
neighbour-joining. Los datos filogenéticos fueron presentados como los arboles
usando el programa TREECON (Van de Peer and DeWachter, 1994). La raiz del
arbol se basé en método “neighbour-joining” usando secuencias de cepas tipo de
Fusarium, el cual permite la deteccion de la topologia interna del arbol (Swofford y
Olsen, 1990).

5. METODO ANALITICO PARA LA DETECCION DE LAS MICOTOXINAS:
Deoxinivalenol, 3-Acetildeoxinivalenol, 15-Acetildeoxinivalenol, Fusarenon

X y Nivalenol

El método empleado para la determinacion de deoxinivalenol, 3-
acetildeoxinivalenol, fusarenon X, 15-acetildeoxinivalenol y nivalenol en muestras,
es el desarrollado por Eskola et al. (2000), con una serie de modificaciones

realizadas en el laboratorio de Microbiologia de Universidad Politécnica de Valencia.
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El presente estudio incluyé la creacion de una biblioteca de micotoxinas
derivatizadas con Sylon BTZ. Las micotoxinas son deoxinivalenol (DON), 3-
acetildeoxinivalenol (3-AcDON), fusarenon X (FUS X), 15-acetildeoxinivalenol (15-
AcDON) y nivalenol (NIV), las cuales se adquirieron en forma cristalina en viales de
1 mg (Sigma). Los disolventes utilizados fueron acetonitrilo p.a. (Scharlab) y n-
hexano p.a. (Scharlab); los reactivos y productos quimicos utilizados fueron:

— filtros Whatman grado 2V

— cartuchos MycoSep® 227 Trich (Romer labs)

— agente derivatizante (Sylon BTZ): mezcla de N, O-bis (trimetilsilil)

— acetamida + trimetilclorosilano + trimetilsilimidazol (BSA + TMCS
+ TMSI) (3:2:3), 25 mL) (Sigma)

— Neosolaniol (patrén interno) (Sigma)

— tampon fosfato 1 M, pH =7

— nitrogeno seco (Abell6 Linde, S.A.)

Tanto los disolventes como los reactivos y productos quimicos utilizados son de
calidad analitica si no se especifica lo contrario.

El instrumental utilizado se enumera a continuacion:
— material de vidrio de laboratorio
— balanza analitica Mettler Toledo XS204
— homogeneizador Ultra-turrax Ika T-25 basic
— cromatografo de gases/masas provisto de inyector automatico y control de
vacio
— Agilent Technologies 5975 inert mass selective detector; 6890 N network GC

— system ; 7683 B series inyector

Todo el material de vidrio volumétrico utilizado es de clase A.

Para la creacién de la biblioteca de micotoxinas, se analizé en el cromatégrafo
de gases con detector de masas, un patron de cada una de las seis micotoxinas por
separado. Se obtuvo por una parte el cromatograma de iones totales

correspondiente a la inyeccion de la micotoxina en cuestidon, conociendo asi su
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tiempo de retencion, y por otra, el espectro de la micotoxina, en el cual se observan
las masas de sus iones, tanto el cuantitativo como los cualitativos. Toda esta
informacion queda archivada para el reconocimiento de las micotoxinas en las

futuras muestras a analizar.

5.1 Extraccién y purificacion

Se sembraron los aislados de F. graminearum en tres medios de cultivo PDA,
YES y Czapeck. Se analizaron las muestras a los 7, 14 y 21 dias de incubacion a 20
°C. Para ello, se pes6 1 g de muestra de la placa en cuestion y se deposito en un
tubo Falcon. A continuacion se afiadieron 25 ml de mezcla disolvente CH3;CN/H,O
(acetonitrilo:agua) 84:16 y se agito durante 3 minutos en un homogeneizador
dispersador ultraturrax a 17500 rpm. Transcurrido ese tiempo se procedié a la
filtracion con papel de filtro plegado (Whatman 2V). Del extracto se toman 8 mL que
se purifican a través de cartucho Mycosep® 227, y el extracto purificado obtenido se
recogié en un tubo de ensayo. El cartucho Mycosep® 227 es de nuevo lavado con 8
mL de acetonitrilo puro para incrementar la recuperacion de los compuestos mas
polares (Jestoi, 2005). El volumen de lavado recogido se une al extracto puro
obtenido previamente. Posteriormente el extracto se evapora a sequedad bajo
corriente suave de nitrdgeno seco, en bafo termostatico a 50 °C. El extracto seco se

mantiene en congelador hasta su posterior analisis.

5.2. Derivatizacion de las micotoxinas

Las micotoxinas estudiadas requieren la formacion de derivados con el fin de
aumentar su volatilidad y poder ser analizadas por cromatografia de gases/masas.
La derivatizacion consiste en introducir en las moléculas de deoxinivalenol, 3-
acetildeoxinivalenol, fusarenon X, 15-acetildeoxinivalenol y nivalenol, grupos
trimetilsililo (TMS), frecuentemente en sustitucion de un hidrogeno activo, lo que
reduce la polaridad del compuesto y disminuye el nimero de enlaces de hidrégeno.

El derivado sililado es mas volatil y mejora la estabilidad térmica del compuesto.

Al residuo seco anterior se afadio 50 uL del agente derivatizante Sylon BTZ

(mezcla de N, O-bis (trimetilsilil) acetamida + trimetilclorosilano + trimetilsilimidazol,
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BSA + TMCS + TMSI 3:2:3), manteniéndolo a 80 °C durante 30 min., en un bafio
termostatado. Tras la derivacién, se deja atemperar. Posteriormente se le afadid
175 uL de n-hexano y se agita en vortex 30 seg, para luego adicionar 1mL de
tampon fosfato 1M (pH = 7) y se agitdé de nuevo en el homogenizador vortex otros
30 seg. Finalmente se adicionaron 75 uL de disolucion neosolaniol derivatizado 10
ppm en n-hexano y se homogenizo en agitador vortex. Con dichos volumenes de
hexano y de neosolaniol obtenemos una concentracion de patron interno
(neosolaniol) de 3 ppm, que es la que se ha considerado adecuada tras un estudio
para la optimizacion de su concentracion. De esta manera se obtuvo la fase
hexénica, que es trasvasada a un vial, rechazandose la fase acuosa. La fase

organica asi separada se reserva para su posterior inyeccion en el cromatografo.

5.3. Determinacion de Deoxinivalenol, 3-Acetildeoxinivalenol, Fusarenon X, 15-
Acetildeoxinivalenol y Nivalenol, por Cromatografia de Gases con

Detector de Masas

5.3.1. Condiciones del cromatégrafo y del detector de masas

Las condiciones elegidas para el cromatografo y mas concretamente para las
temperaturas del detector, inyector y horno fueron optimizadas en el laboratorio de
Micologia de la Universidad Politécnica de Valencia, con la finalidad de obtener la
maxima separacion posible entre las diferentes micotoxinas a estudiar,
especialmente 3-acetildeoxinivalenol, fusarenon X y 15-acetildeoxinivalenol, ya que
sus tiempos de retencién son muy préximos. Las condiciones del cromatografo son
las siguientes:

— columna HP5 de 30 m de longitud, 250 um de didmetro interno y 0.25 um de
espesor de film
— flujo de 1.8 mL/min.
— el gas portador es helio
— volumen de inyeccién de muestra de 2 uL
— programa de temperatura del horno:
80 °C durante 1 min.
de 80 a 240 °C a 30 °C/min.
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de 240 a 280 °C a 5 °C/min.
— Columna HP5 30 m x 250 pm x 0.25 pum nominal

Las condiciones del detector son las siguientes:
— Temperatura del cuadrupolo: 150 °C

— Temperatura de la fuente de ionizacion: 230 °C

5.3.2. Cuantificacion de Deoxinivalenol, 3- Acetildeoxinivalenol, Fusarenon
X, 15-Acetildeoxinivalenol y Nivalenol por patron interno

Las concentraciones de micotoxina, tanto en los patrones como en los aislados,
se cuantifican mediante la técnica de patron interno. Un patrén interno es una
sustancia empleada para establecer relaciones matematicas con los analitos a
determinar, con el objeto de mejorar la precision del método y del instrumento.
Ademas, no debe encontrarse en las muestras a analizar, debe ser separable de los
otros componentes de la muestra y no debe reaccionar quimicamente ni con los
componentes de la muestra ni con los analitos a determinar (Woodget and Cooper,
1995).

Para poder cuantificar la concentracibn de micotoxina presente de forma
natural en las muestras se calcula, a partir de una concentracion conocida de patrén
de micotoxina, a la que se le afiade una concentracion constante de patron interno,
un factor de respuesta (Fr), el cual relaciona las abundancias de ambas sustancias.
La férmula de célculo es la siguiente:

Fr= M
A -C,
donde: C;: concentracién de micotoxina i

— Ai: abundancia i6n de la micotoxina i
— Ay abundancia ion del patron interno
— C,i: concentracion de patron interno

Una vez conocido el Fr, podremos cuantificar la concentracién de micotoxina

presente en una muestra despejando de la formula anterior:
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B Fr-A.-C,
=
A,
donde. C,: concentraciéon de la micotoxina en la muestra

A,: abundancia ién de la micotoxina en la muestra

Los iones empleados para la identificacién y determinacion de las diversas
micotoxinas son de dos tipos: cuantitativos y cualitativos. Los primeros los utilizamos
para cuantificar su abundancia y se eligen por ser los que proporcionan una
respuesta analitica alta y ademas no son comunes como ién principal al resto de
analitos. Los iones cualitativos se utilizan para confirmar la presencia de la

micotoxina correspondiente. Todos ellos se muestran en la Tabla 9.

5.4. Estudio de los parametros analiticos del método

5.4.1. Intervalo de linealidad

El estudio de linealidad se llevaron a cabo mediante la elaboracién de rectas de
calibrado para cada micotoxina. El intervalo de concentraciones de micotoxina se
eligio teniendo en cuenta:

— la concentracion de micotoxina presente de forma natural en las muestras de
estudio
— las concentraciones establecidas como méaximos permisibles en las

diferentes legislaciones vigentes

Por ultimo, las concentraciones inferiores del intervalo se eligen cercanas a los

l[imites de cuantificacion.
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Tabla 9. Tiempos de retencidn e iones caracteristicos de las micotoxinas

Micotoxina Tiempo de retencién I6n cuantitativo lones
aproximado (min.) cualitativos
DON 9.031 235 259 /295
3-AcDON 9.819 377 295/ 467
FUS X 9.886 480 450
15-AcDON 9.953 392 350/ 407
NIV 10.164 289 349 /379
NEO 11.119 290 252

DON: deoxinivalenol; 3-AcDON: 3-acetildeoxinivalenol; FUS X: Fusarenon X; 15-AcDON: 15-
acetildeoxinivalenol; NIV: nivalenol; NEO: neosolaniol

El comportamiento lineal debe ser demostrado dentro del intervalo en el cual se
va a trabajar. Debido a ello, y basandonos en datos bibliograficos sobre
deoxinivalenol, 3-acetildeoxinivalenol, fusarenon X, 15-acetildeoxinivalenol vy
nivalenol, optamos por trabajar en el intervalo de concentraciones de 0.1 a 5 mg/kg
(Jestoi, 2004; 2005).

Para verificar la linealidad de la respuesta del detector de masas con respecto
a la concentracion de las micotoxinas se confecciono una curva de calibrado con 6
puntos (0.1, 0.5, 1, 2, 3 y 5 mg de micotoxina/kg), a partir de la cual se hallo la
ecuacion de regresion que relaciona las concentraciones de micotoxina con el valor
de la abundancia de i6n detectada por el cromatégrafo y el coeficiente de
correlacion (r?), parametro que cuantifica el grado de correlacién lineal entre las

variables concentracion de micotoxina y abundancia de ion.

5.4.2. Limite de cuantificacién o determinacion

El limite de cuantificacion es la minima concentracion cuantificable con una
precision y exactitud aceptable. Tomamos como valor de este limite la cantidad de

micotoxina que corresponde al valor medio del ruido de fondo del cromatograma

mas 6 veces la desviacion estandar.
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El valor medio del ruido de fondo es proporcionado por el software del equipo,
gue evalula la relacion sefial/ruido de fondo para los diferentes iones obtenidos para
cada micotoxina. El valor del limite de cuantificacibn se expreso en pg de

micotoxina/kg de muestra.

5.4.3. Exactitud y precisiéon del método: ensayos de fortificacion y

recuperacion de micotoxina

Para evaluar la exactitud y precision del método analitico se realizaron ensayos
de recuperacion de deoxinivalenol, 3-acetildeoxinivalenol, fusarenon X, 15-
acetildeoxinivalenol y nivalenol en los cuales se compararon las concentraciones
detectadas de las micotoxinas con las concentraciones teoricas afiadidas a las

muestras.

Se toma una muestra de un 1g por cada medio de cultivo analizado (PDA, YES,
Czapeck a la que se adiciona una concentracion conocida de deoxinivalenol, 3-
acetildeoxinivalenol, fusarenon X, 15-acetildeoxinivalenol y nivalenol. Se fortificaron
tres muestras independientes para cada nivel de concentracién de micotoxina y tipo

de matriz. Los niveles de fortificacion fueron:

a) 500 pg/kg de cada micotoxina.
b) 50 pg/kg de cada micotoxina.

Las muestras asi fortificadas se procesan por el método de extraccion,
purificacion, deteccién y cuantificacion descrito anteriormente y se hallo el

porcentaje de recuperacion en cada uno de los medios de cultivo.
Todas las muestras fueron analizadas previamente para comprobar la ausencia

de micotoxinas. Las muestras sin fortificar se utilizan como control o blanco

negativo.
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Resultados

IV. RESULTADOS

1. CONTAMINACION FUNGICA DE LOS GRANOS DE MAIZ

1.1. Maiz almacén

Después de 7 dias de incubacién a 28 °C, se evalug el crecimiento fungico de
las 10 muestras de maiz almacén en los medios de cultivo PDA-CL y AVM,
estudiando cualitativa y cuantitativamente los granos donde habian crecido hongos.
El porcentaje de granos contaminados se calculé teniendo en cuenta el total de los
granos sembrados (100 granos de cada muestra). Los granos presentan un nivel
medio de contaminacion de 43% en PDA-CL y un 44.4% en AVM. Destacaba una de
las muestras, que alcanzé un nivel de contaminacion del 98% de los granos
sembrados en PDA-CL.

Cuando diferenciamos los granos contaminados con Fusarium spp., del resto
de contaminacion fangica (Tabla 10), se observa que el nimero de granos
contaminados por Fusarium spp., es practicamente igual en los dos medios, 162
(32.4%) en PDA y 170 (34%) en AVM, y el porcentaje de contaminacion para las
distintas muestras varia entre 22 y 70%, en medio PDA-CL y entre 18 y 78% en
medio AVM.

Respecto a la identificacion de los hongos aislados, los datos muestran que el
género predominante en estas muestras es Fusarium (Fig. 7, Tabla 11). De 236
hongos aislados en medio PDA, el 12.28% corresponde a Penicillium spp., 3.38% a
Alternaria spp., 6.78% a Aspergillus spp., y el 70% a Fusarium spp. En el medio de
cultivo AVM de 238 hongos aislados, el 8.82% corresponde a Penicillium spp.,

6.72% a Alternaria spp., 8.82% a Aspergillus spp., y un 74.36% a Fusarium spp.
De los 1000 granos analizados encontramos 474 aislados, de los cuales 342

pertenecian al género Fusarium, lo que corresponde al 72% de la contaminacion

fungica.
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Tabla 10. Numero de granos de maiz almacén contaminados por hongos en los dos medios de
cultivo utilizados PDA-Cl y AVM

N° de N° de granos N° de granos N° de granos N° de granos
contaminados contaminados con contaminados  contaminados con
muestra o - o -
por algun tipo Fusarium spp., y % por algun tipo  Fusarium spp., y %
de hongo y % de hongo y %
PDA-CL PDA-CL AVM AVM
1 38 (76%) 16 (32%) 42 (84%) 25 (50%)
2 49  (98%) 35 (70%) 41 (82%) 39 (78%)
3 0 0 2 (4%) 0
4 34 (68%) 32 (64%) 28 (56%) 25 (50%)
5 31  (62%) 29 (64%) 33 (66%) 33 (66%)
6 2 (4%) 0 5 (10%) 0
7 0 0 0 0
8 13 (26%) 11 (22%) 19 (38%) 9 (18%)
9 13 (26%) 13 (26%) 13 (26%) 13 (26%)
10 35 (70%) 26  (52%) 39 (78%) 26 (52%)
Total 215 (43%) 162 (32.4%) 222 (44.4%) 170 (34%)
VM
74%

PDA-CL
70%

1% 9% 7%

8%

B % Fusarium M % Penicillium = % Alternaria B % Aspergillus = Otros hongos

Figura. 7. Porcentaje de cada género fungico obtenidos de maiz almacén en los
medios de cultivo PDA-CL y AVM
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Tabla 11. Micobiota de granos de maiz de almacén en los dos medios de cultivo utilizados PDA-Cl y AVM

PDA-CL AVM
N°. de N°. de % % % % N°. de % % % %
muestra  hongos Penicillium spp. Alternaria spp. Aspergillus spp. Fusarium spp. hongos  Penicillium spp. Alternaria spp. Aspergillus spp. Fusarium spp.
1 49 30.6 6.12 20.41 36.76 62 11.11 17.46 25.39 39.70
2 59 11.86 6.78 5.08 57.63 42 4.76 0 0 95.24
3 0 0 0 0 0 2 0 0 0 100
4 34 2.94 0 0 91.17 27 3.70 0 0 96.30
5 31 3.22 0 0 93.55 33 2.94 0 0 97.06
6 100 0 0 100 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 13 7.69 7.69 0 84.62 15 26.67 6.66 0 60
9 13 0 0 0 100 13 0 0 0 100
10 35 5.71 0 8.57 85.71 39 0 10.26 10.26 79.49
Total 236 12.38 3.38 6.78 70 238 8.82 6.72 8.82 74.36
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1.2. Maiz campo

Para las 100 muestras de maiz campo se analizaron un total de 5000 granos,
2500 en PDA-Cl y 2500 en AVM, en 500 placas de cada medio. Después de 7 dias
de incubacién a 28 °C, se evalud el nivel de contaminacién fangica en los granos,
estimando su porcentaje. En la Tabla 12 se exponen los valores totales de granos
contaminados y su respectivo porcentaje para cada una de las muestras analizadas.
(Anejo 2).

Tabla 12. Nimero y porcentaje de granos de maiz campo contaminados por hongos.

PDA-CI AVM Granos totales

contaminados
N° granos % N° granos %

974/2500 38.96 32/2500 29.28 1706/5000

El porcentaje de granos contaminados por algun tipo hongo es del 38.96%.
Basicamente, la micobiota encontrada en el maiz campo se compone de los géneros
Penicillium, Fusarium, Aspergillus, y del grupo de mucorales, principalmente del
género Rhizopus. Otros géneros, como Alternaria, Cladosporium, y Geotrichum, han
aparecido de forma puntual (Anejo 2). EI nimero y porcentaje de los géneros
encontrados para cada medio de cultivo se resume en la Tabla 13. Para el medio
PDA-CI los porcentajes mas altos corresponden a los géneros Penicillium y
Aspergillus, mientras que en el medio AVM destaca el alto porcentaje del género

Fusarium.

En la Fig. 8 se representan los porcentajes obtenidos para cada género en
medio PDA-CI, ya que este medio es general para el desarrollo de los hongos y
donde se obtuvo el mayor aislamiento de hongos, dando unos valores reales de toda
contaminacion fangica existente en las muestras de maiz campo analizadas. Se
comprueba que los géneros predominantes son Penicillium con un 40%, Fusarium
con un 22% y Aspergillus con un 21%, seguido por el grupo de los mucorales con un
11%.
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Tabla 13. Distribucion de la contaminacién fungica en granos de maiz campo

Géneros PDA-CI Porcentaje (%) AVM Porcentaje (%) Total
Fusarium 283 22.2 351 40,34 634
Alternaria 47 3.69 21 241 68
Aspergillus 263 20.65 141 16.20 404
Cladosporium 12 0.94 0 0 12
Geotrichum 12 0.94 28 3.21 40
Mucorales 142 11.15 94 10.80 236
Penicillium 515 40.45 235 27 750
N° total hongos 1273 870 2143

21%

Alternaria spp.
™ Geotrichum spp. Mucorales

11%

22%

B Aspergillus spp. ¥ Cladosporium spp. ® Fusarium spp.
® Penicillium spp.

1%

Figura 8. Porcentajes para cada género fungico de maiz campo obtenidos en medio PDA-CI

Como se observa en la Fig. 9, en todos los casos el porcentaje obtenido para

cada uno de los géneros fungicos hallados en los granos de maiz, es superior en el

medio PDA-CI, excepto para los géneros Geotrichum y Fusarium, cuyos porcentajes

son mayores en AVM.
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Figura 9. Distribucion en porcentaje de la contaminacion fungica segun el medio de cultivo,

para granos de maiz campo

Se realiz6 un estudio estadistico basado en el analisis de la varianza, utilizando
el programa Statgraphics version 5.0. Para ello, se emplearon los datos
correspondientes al nUmero de aislados de Fusarium spp., y al nimero de aislados
pertenecientes a otros géneros, obtenidas con cada medio de cultivo. Los resultados
indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05), para un
nivel de confianza del 95%, entre los valores medios para el género Fusarium
respecto al medio de cultivo empleado ya que se presenta solapamiento en
intervalos LSD (Least Significant Differences), para cada medio de cultivo (Fig. 10).
Sin embargo, si existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores
medios obtenidos para el resto de hongos, en funcién al medio de cultivo (p<0.05),
ya que no se presenta solapamiento entre los intervalos LSD correspondientes al
medio PDA-Cly al AVM (Fig. 11).

En la Fig. 10 se observa que la media obtenida en AVM para el nimero de
cepas del género Fusarium es ligeramente superior al medio PDA-CL, mientras que
en la Fig. 11, la media obtenida del numero de géneros fungicos es marcadamente
superior en PDA-CL.
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Figura 10. Intervalos LDS para la comparacion de los valores medios de Fusarium aislado
de maiz campo en los medios de cultivos
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Figura 11. Intervalos LDS para la comparacion de los valores medios de hongos no
pertenecientes al género Fusarium, aislado de maiz campo en los medios
cultivo PDA-CL y AVM

Se determind si existian diferencias para los géneros de hongos encontrados
dentro de las diferentes Comunidades Autéonomas, comparando los resultados
obtenidos en el medio PDA-CL, puesto que es el medio general que no tiene ningun
agente selectivo o inhibidor. En la Tabla 14 se exponen los porcentajes obtenidos
para cada género flngico estudiado respecto a la Comunidad Auténoma, y se indica
el numero de muestras estudiadas en cada una de ellas. Los porcentajes se han

calculado en funcién al numero de hongos obtenidos.
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Los porcentajes obtenidos para cada género fungico hallado en las muestras
procedentes de la Comunidad Autbnoma de Castilla la Mancha, indican que los
géneros predominantes son: Penicillium con 47%, Fusarium con 23.1%, Aspergillus
16.9%, Alternaria 3.8%, Cladosporium 1.48%, Geotrichum 1.2% y mucorales 6.6%.

Dentro de la Comunidad Valenciana, los géneros predominantes son Penicillium

con 46.9%, Aspergillus 26.1%, Fusarium 16.4%, Alternaria 2.6%, y mucorales 8 %.

En la Comunidad de Extremadura el género predominante es Aspergillus con
48%, seguido por el grupo de mucorales que representa un 31%, Fusarium 18.3%,
Geotrichum 2.82%. No se detectaron los géneros Penicillium, Alternaria, ni

Cladosporium.

En la Comunidad de Madrid, los aislados pertenecientes al género Alternaria,
son los predominantes, con un porcentaje del 37%, seguido del género Fusarium, el
grupo de los mucorales, Penicillium y Aspergillus con un 22.2%, 22.2%, 11.1%, 7.4%
respectivamente. En este caso no se hallaron hongos de los géneros Cladosporium

ni Geotrichum.

En la Comunidad de la Region de Murcia, los géneros fungicos predominantes
son mucorales con un 30.9%, Fusarium 28.7%, Aspergillus 22.8% y Penicillium
17.6%. En este caso, las muestras no registraron ningun aislado perteneciente a los

géneros Geotrichum, Alternaria y Cladosporium.

Los porcentajes obtenidos para el género Fusarium (en PDA-CL) en todas las
Comunidades Autbnomas muestran valores similares, comprendidos en un intervalo
de 16.4% a 28.7%, correspondiendo el mayor valor a la region de Murcia y el menor
a la Comunidad Valenciana.

De 100 muestras estudiadas de granos de maiz campo, en 64 de ellas se

encontraron hongos pertenecientes al género Fusarium, con un total de 228

aislados, los cuales se identificaron morfolégicamente.
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Fotografia 2.1. Fusarium sp., y Fotografia 2.2. Aspergillus sp., en
Aspergillus sp., en PDA-CI medio AVM

Fotografia 2.3. Penicillium sp., en Fotografia 2.4. Fusarium sp., y
PDA-CI Alternaria sp., en AVM

Fotografia 2.5. Fusarium sp., en PDA-CI Fotografia 2.6. Fusarium sp., en AVM

Fotografia 2. Desarrollo de algunas de las especies fungicas contaminantes en maiz campo
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Tabla 14. Porcentajes de hongos aislados de maiz campo en funcién de la Comunidad

Auténoma estudiada

Comunidades Auténomas

Castilla la C. Valenciana Extremadura Madrid Murcia
Mancha
PDA-CL AVM PDA-CL AVM PDA-CL AVM PDA-CL AVM PDA-CL AVM

Géneros % % % % %
Alternaria 3.8 1.8 2.6 1.4 0 0 37 40.9 0 0
Aspergillus 16.9 10 26.1 20.9 48 57 7.4 0 22.8 25.7
Cladosporium 1.48 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fusarium 23.1 441 16.4 30.2 18.3 26.5 22.2 40.9 28.7 40
Geotrichum 1.2 3.6 0 2.9 2.82 0 0 0 0 3.81
Mucorales 6.6 8.1 8 5.8 31 16.3 22.2 18.2 30.9 27.6
Penicillium 47 32.1 46.9 38.9 0 0 11.1 0 17.6 2.9
Muestras

analizadas 63 13 5 11 8

Se realizé el analisis de varianza para determinar si existian diferencias
significativas con respecto a las comunidades autbnomas y el grado de incidencia de
especies del género Fusarium. Para ello, se emplearon los datos correspondientes
al nimero de aislados de Fusarium spp., y el numero de aislados pertenecientes a

otros géneros, obtenidos en cada comunidad autébnoma en medio PDA-CI.

Los resultados muestran diferencias significativas para los valores medios de
Fusarium spp., entre Madrid y Murcia; entre el resto de comunidades no existen
diferencias significativas. En la Fig. 12, se presentan los intervalos LSD en el Unico

caso donde no hay solapamiento (entre las comunidades de Madrid y Murcia).

Para los aislados no pertenecientes al género Fusarium, no existen diferencias
significativas entre ninguna de las Comunidades Autbnomas estudiadas, tal y como
se aprecia en la Fig. 13, que representa los intervalos LSD, produciéndose

solapamiento en todos los casos.
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Figura 12. Intervalos LDS para la comparacién de los valores medios de Fusarium spp., para
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Figura 13. Intervalos LDS para la comparacion de los valores medios de hongos distintos a
Fusarium spp., para las Comunidades Autdnomas

1.3. Maiz experimental

El recuento y aislamiento a partir de estas muestras se realiz6 en los medios de
cultivo PDA-CL y AVM, especificando el numero de hongos que crecieron en cada
grano y los géneros que aparecian en cada placa. Estos datos han servido como
base para evaluar el grado de contaminacion del maiz, calculando los porcentajes

de crecimiento de cada hongo (Anejo 2).
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En los muestreos realizados en las variedades de maiz Panam@, Cridor y Net,
se encuentra una micobiota compuesta principalmente por los géneros Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, y otros géneros que han aparecido de forma puntual, como
Acremonium, Alternaria, y hongos del orden mucorales. En las Tablas 15, 16, 17 se
recogen el porcentaje de hongos crecidos en los granos de maiz de las variedades

Panama, Cridor y Net, en el medio PDA-CI.

En promedio, la contaminacién de los granos del maiz experimental fue de un
93%: en la variedad Panama, con una contaminacion del 100% de los granos, los
géneros que predominan son Aspergillus con 38.58%, Fusarium 31.3% y Penicillium
18.9%; para la variedad Cridor, el porcentaje de granos contaminados es del 90% y
sobresale el género Fusarium con un 40.5%, Penicillium con un 26.6% y Aspergillus
con 24.59%; para la variedad Net el género Fusarium, representa un 47.7% del total
de hongos encontrados, el género Penicillium un 31.2% y Aspergillus un 18.42%,

con un total de granos contaminados del 88%.

De un total de 860 placas se obtuvieron 222 aislados pertenecientes al género
Fusarium, de los cuales 83 provienen de la variedad Panama, 78 de la variedad
Cridor y 61 de la variedad Net. A cada una de ellas se le realiz6 la comprobacion

macroscopica y microscopicamente.

1.3.1. Comparacion de Fusarium spp., respecto a la microbiota fungica

total, segun la variedad de maiz

Los datos obtenidos del recuento total de Fusarium spp., por variedades se han
analizado mediante calculos estadisticos. Los resultados indican que no existen
diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05) entre medias de cada variedad,
para un nivel de confianza del 95%, y que los niveles de Fusarium spp., de cada

variedad de maiz son similares (Tabla 18, Fig. 14).
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Tabla 15. Porcentajes de géneros que han crecido en la variedad Panama
Variedad Panama
Muestreo  Fusarium Alternaria Aspergillus Penicillium  Sin identificar

1 36.40 0.80 16.40 46.40 -
2 9.76 - 65.85 3.66 20.73
3 31.90 - 52.76 2.45 12.88
4 36.87 - 44.95 9.09 9.09
5 26.32 - 52.64 3.16 17.89
6 21.47 - 66.87 11.66 -
7 28.22 - 46.47 12.86 12.45
8 40.31 - 25.20 26.74 7.75
9 39.72 - 51.06 9.22 -
10 8.84 - 25.12 40.93 25.12
11 33.33 - 34.59 12.50 19.58
12 34.07 - 32.29 11.06 2257
13 47.91 - 24.19 27.91 -
14 34.82 - 31.98 26.72 6.48

% Total 31.26 0.07 38.58 18.93 11.16

Tabla 16. Porcentajes de géneros que han crecido en la variedad Cridor
Variedad Cridor
Muestreo  Fusarium Alternaria Aspergillus Penicillium  Sin identificar

1 16.67 8.33 41.67 33.33 -

2 6.49 y 87.01 6.49 -

3 31.93 - 60.5 2.52 5.04

4 82.95 . 17.05 - -

5 71.62 y 25 3.38 -

6 71.95 - 26.83 1.22 -

7 31.75 . 33.33 23.81 11.11

8 50.91 - 13.94 20.00 15.15

9 36.82 . 7.1 37.16 18.92

10 47.53 . 31.48 - 20.99

11 30.74 - 19.63 32.59 17.03

12 31.17 - 20.46 47.73 0.65

13 33.83 - 25.56 40.60 -

14 45.87 . 13.76 32.11 8.26

15 25.11 y 28.09 37.87 8.94

16 59.44 - 18.88 21.68 -
% Total 40.53 0.04 24.59 26.60 7.16

Tabla 17. Porcentajes de géneros que han crecido en la variedad Net

Variedad Net
Muestreo  Fusarium Alternaria Aspergillus Penicillium  Sin identificar
1 56.25 - 41.67 - -
2 27.78 - 87.01 14.44 -
3 71.56 - 60.5 3.67 2.75
4 67.77 - 17.05 22.31 -
5 65.85 - 25 12.20 -
6 64.32 - 26.83 29.19 -
7 24.06 - 33.33 53.38 3.76
8 25.23 - 13.94 57.34 2.29
9 58.86 - 7.1 22.29 -
10 69.43 - 31.48 1.91 21.02
11 59.24 - 19.63 28.26 -
12 36.93 - 20.46 58.89 -
13 38.27 - 13.76 8.02 3.09
% Total 47.65 - 18.42 31.24 1.10
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Fotografia 3.1. Aspergillus spp.,
Penicillium spp., y Fusarium spp.,
en PDA, placa C.1.P.16-1

Fotografia 3.3. Aspergillus sp., en
PDA, placa C.1.P.1-2

Fotografia 3.5. Penicillium spp.,
en medio PDA

Fotografia 3.2 Fusarium spp., en
AVM, placa C.1.V.16-4

Fotografia 3.4. Aspergillus sp., en
AVM, placa C.1.V.2-4

Fotografia 3.6. Rhizopus sp.

Fotografia 3. Micobiota fingica de maiz experimental
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Tabla 18. Recuento total de hongos del género Fusarium y otros hongos, segln variedad

Variedad Fusarium Otros
PANAMA 910 2001
CRIDOR 1126 1652
NET 993 1091
Total 3029 4744
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Figura 14. Gréafico de medias de Fusarium spp., segun la variedad de maiz

Para el resto de hongos que no pertenecen al género Fusarium si se
encuentran diferencias significativas (p<0.05) entre las medias de las variedades
para un nivel de confianza del 95%: la variedad Panama sobresale por encima de
las otras dos variedades, y las medias de las variedades Cridor y Net son mas

proximas, como se aprecia en la Fig. 15.
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Figura 15. Gréafico de medias de otros hongos segun la variedad de maiz
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1.3.2. Comparacion de Fusarium spp., respecto a la microbiota fungica total,

segun los medios de cultivo

Cuando se analizan mediante célculos estadisticos, el nimero de aislados
obtenidos segun el medio de cultivo (Anejo 2) indican que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los valores medios (para un nivel de confianza

del 95%) obtenidos para los diferentes medios de cultivo (Fig. 16 y 17).
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Figura 16. Grafico de medias de Fusarium spp., segun medios de cultivo
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Figura 17. Grafico de medias de otros hongos segun medios de cultivo
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2. AISLADOS DE HONGOS DEL GENERO Fusarium DE GRANOS DE MAIz

Una vez identificadas morfolégicamente los aislados pertenecientes al género
Fusarium, en cada una de las muestras utilizadas en este estudio, se procedi6 a la
seleccién de las mismas: de maiz almacén, 150 de 342 aislados; de maiz campo,
127 de 634 aislados y de maiz experimental se seleccionaron 100 (38 de la variedad
Panama, 28 de Cridor y 34 de Net) de 222. Los criterios de seleccion de los aislados
fueron de caracter morfoldgico. Los 377 aislados seleccionados se resembraron

como cultivo monosporico, y una vez crecidos se utilizaron en los diferentes analisis.

3. IDENTIFICACION POR PCR

Para la deteccion e identificacion rapida y especifica de aislados toxigénicos
del género Fusarium se han desarrollado metodologias basadas en el analisis de los
acidos nucleicos, entre las que destaca la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) por su elevada sensibilidad, especificidad y rapidez. Mediante esta técnica se
ha llevado a cabo la identificacion a nivel de género y especie de los aislados de
Fusarium spp., asi como la identificacion de aislados productores de tricotecenos
(Desjardins, 2006).

3.1. Identificacién del género Fusarium

La identificacion molecular a nivel de género se efectu6 mediante el empleo de
los iniciadores ITS-Fu-f y ITS-Fu-r (Abd-Elsalam et al., 2003), que detectan y
amplifican un fragmento de 389 pb de la region ITS del gen ribosomal ARN 28S
(ADNr) especifico para las especies del género Fusarium. Para comprobar la
efectividad de este tipo de PCR se probaron todas las cepas de referencia
empleadas en este trabajo de investigacion, procedentes de la Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo (Tabla 6), obteniéndose en todas ellas la amplificacion del
fragmento esperado. También se analizaron 5 aislados pertenecientes a los géneros
fungicos Acremonium, Penicillium y Aspergillus, que fueron todas negativas. Las 377
aislados analizados en este trabajo fueron positivos para este ensayo. En la

fotografia 4 puede observarse el producto de amplificacion obtenido.
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Fotografia 4. Identificacion de Fusarium spp., mediante PCR. M: marcador; C-: control
negativo Acremonium sp ; 1: F3-P-5-1 , 2: F3-P-5-1, 3: P.1.P.1-2, 4:F8-V-3-1, 5: P
10.4.3, 6: P 10.4.3, 7: P.2.V.2-4,8: P 49.2,9: P 25.1, 10: N.2.P.1-1, 11: F30-P-5-1,
12: P.2.V.2-5, 13: V 10.3.7,14: P 8.6.4, 15: V 2.3.1,16:F35-V-3-2,17:F11-P-1-5,18:
P.1.P.1-5: aislados, C+: control positivo, CECT 2715 (F. oxysporum)

3.2. Identificacion a nivel de especie

Con el fin de identificar a qué especies corresponden los aislados de Fusarium
spp., se probaron diversos tipos de PCR para la identificacion de especie, que
fueron puestas a punto en nuestro laboratorio mediante el empleo de cepas de

referencia de cada especie.

Para facilitar el trabajo se agruparon los aislados de Fusarium spp., en funcién a

su origen (maiz almacén, maiz campo y maiz experimental), y cepas de referencia.

3.2.1. PCR para F. graminearum

Para su identificacion se han seguido varios protocolos y utilizado diferentes
iniciadores como el 217Fg /170Fg, utilizado por Hye-Seon et al, (2003) con la que se
obtiene una banda de 600 pb del gen Tri 5y Fgr-F/ Fgc-R utilizada por Jurado et al.
(2005) que amplifica una banda de 500 pb de la region IGS (fotografia 5).

Después de utilizar estos iniciadores, el total de aislados identificados como F.

graminearum fueron 14 de maiz almacén y 5 de maiz campo. En maiz experimental

no se detectd esta especie en particular.
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Fotografia 5. Amplificacion de los aislados de F. graminearum con los iniciadores
217Fg/170Fg (A) y Fgr-F/IFgc-R (B), C- = Acremonium, 1, 5, 8, 9,11, 13, 14,
15, 16, 17, 18: aislados, C+: 2150 CECT, M: marcador

3.2.2. PCR para F. verticillioides

La identificacion de la especie F. verticillioides se llevdo a cabo mediante el
empleo de los iniciadores VER1 y VER2 (Mulé et al., 2004b), que detectan y
amplifican un fragmento especifico para dicha especie de 578 pb localizado en el

gen calmodulin (fotografia 6).

Esta PCR se realiz6 en las 377 aislados, identificandose como F. verticillioides
un total de 167 aislados: 81 aislados en maiz almacén, 16 aislados en maiz campo y

70 aislados en maiz experimental.

Estos resultados confirmaban la identificacion macroscopica, ya que los
aislados crecidos en medio PDA, poseian caracteristicas similares a la cepa de
referencia F. verticillioides CECT 2982, que de acuerdo con la clave taxonémica

(Samson et al., 2004), presentan un reverso rosa palido-violeta claro.
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Fotografia 6. Identificaciéon de F. verticillioides mediante PCR. C-: Control -, 1. F23-V-1-1, 2:
V.493, 3: C.2P.3.2, 4. P.2.6.4, 5: C.2V.3-1, 6: N.2.V.4-5, 7:P4.6.1: cepas, C+: F.
verticillioides CECT 2982, M: marcador

3.2.3. PCR para F. culmorum

La identificacion de la especie F. culmorum se llevo a cabo mediante el empleo
de los iniciadores Fcu-F y Fgc-R (Jurado et al., 2005), que amplifican un fragmento
especifico para dicha especie de 200 pb de la regién IGS del ADNr localizado en los
genes 28Sy 18S.

Este tipo de PCR se aplic6 a 7 aislados que presentaban caracteristicas
macroscopicas similares a la cepa de referencia F. culmorum CECT 2148 crecida en
medio PDA, que de acuerdo con la clave taxonémica muestra un reverso rojo-

amarillo. Ninguno de estos aislados dio positivo.

3.2.4. PCR para F. oxysporum

Para la identificacion de la especie F. oxysporum se emplearon los iniciadores
Clox1 y Clox2 (Mulé et al., 2004a), que reconoce y amplifica un fragmento especifico
para dicha especie de 534 pb localizado en la secuencia del gen calmodulin

(fotografia 7).
Este tipo de PCR se aplicé a los 377 aislados seleccionados, identificAndose un

total de 9 aislados; 7 de ellos provenientes del maiz experimental y 2 de maiz
almacén. En maiz campo no se detecto esta especie. Los aislados identificados
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presentaban un aspecto macroscopico similar a la cepa de referencia F. oxysporum
CECT 2715.

534 pb

Fotografia 7. Identificacién de F. oxysporum mediante PCR. C+: F. oxysporum CECT 2715,
aislados: 1: N.2.V.1-5, 2: V 1.8.4, 3:P.1.P.1-5, C- Penicillium sp., M: marcador

3.2.5. PCR multiple

Con el fin de identificar a qué especies corresponden los 377 aislados de
Fusarium spp., obtenidos, también se realiz6 una PCR mdltiple siguiendo el
protocolo descrito por Demeke et al. (2005), que detecta de forma simultanea las
especies F. graminearum, F. culmorum y F. sporotrichioides, especies importantes
del género Fusarium productoras de micotoxinas: las dos primeras producen con
mayor frecuencia los tricotecenos tipo B y F. sporotrichioides, los tricotecenos de
tipo A (Mateo et al., 2002). Para ello, se emplearon tres pares de iniciadores en la
misma reaccion de PCR, Fgl6F/Fgl6R, para F. graminearum; FCO1F/FCO1R, para
F. culmorum y AF330109CF/AF330109CR, para F. sporotrichioides, de los cuales
se obtienen bandas de 570, 450, 332 pb respectivamente (fotografia 8).

Con estos iniciadores se identificaron 19 aislados de F. graminearum, que
corresponden a las mismas identificadas con los iniciadores 217Fg /170Fg, y Fgr-F/

Fgc-R.

Mediante esta técnica, no se detectaron las especies F. culmorum ni F.

sporotrichioides.
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Fotografia 8. Identificacion de F. graminearum, F. culmorum y F. sporotrichioides
mediante PCR multiple. aislados: 1: F48-P-5-2, 2: F6-P-4-.1, 3: P4.6.1,
4: F29-P-3-2, 5:F24-V-2-1, 8: P.8.3.1, 9: N.1.P.5-5, 14: N.2.V.1-5. Cepas
de referencia: 6, 7 F. graminearum, 10, 11 F. culmorum, 12, 13, F.
sporotrichioides

4. IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS POR SECUENCIACION

Tras la identificacion de los aislados de Fusarium spp., con iniciadores
especificos para cada especie, se procedié a confirmar la utilidad de la técnica PCR
para la identificacion de las especies de este género mediante secuenciacion
gendmica. Se secuenciaron 14 aislados pertenecientes a F. graminearum, 29 a F.
verticillioides y 14 aislados que no amplificaron con los iniciadores que se utilizaron

en este estudio.

Se secuenciaron los nucle6tidos de la region transcriptora interna (ITS), que fue
amplificada por PCR utilizando los iniciadores universales ITS1 y ITS4 (White et al.,
1990) (apartado 3.12. de material y métodos). El producto fue visualizado por
electroforesis en gel de agarosa. Se obtuvo un fragmento de =570 pb de cada

aislado, como se puede apreciar en la fotografia 9.

Fotografia 9. Productos de amplificacion de la region ITS de los aislados de Fusarium spp., 1:
P.9.1.3Vv.2.1.1,2: P.1.P.4-3, 3: F3-P-5-1, 4: P.9.1.3,5: P 2.9.3 (2), 6: V5.5.5(2)
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Las secuencias completas se ensamblaron manualmente con ayuda de los
programas informaticos CHROMAS y PHYDIT. Una vez obtenidas las secuencias
completas de cada uno de los aislados (Anejo 3), se determind la identidad a nivel
de especie de cada uno de ellos mediante el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) obtenida a través del NCBI (Nacional Center for

Biotechnology Information, 2008).

Los resultados de la identificacién por secuenciacién se muestran en las Tablas
19 y 20. Como se observa en la Tabla 19, una de los 14 aislados identificados por
PCR como F. graminearum resulté ser identificada por secuenciacion como F.
equiseti. (F30P51). Se confirmd por esta técnica que los aislados F51-V-3-2(A),
V5.5.5(2), V2.3.5(1), V2.3.5(2), P5.4.1, V5.5.5(1), P 5.1.1, pertenecian a la especie
G. zeae, que es el teleomorfo de F. graminearum. Para los aislados V5.1.1(2),
V5.1.1(1), P2.9.4, P2.9.3(2), P5.5.1, P2.9.3(1), utilizando la misma zona de
secuenciacion, se obtuvo mediante BLAST el 100 % de homologia con dos especies
del complejo Fg, G. zeae y F. asiaticum.

El aislado F30P51 corresponde a la especie de F. equiseti, la cual pertenece a
la seccion Gibbosum. Esta es un aislado atipico, ya que se obtuvo amplificacion de
su ADN con diferentes iniciadores especificos de especie, incluyendo los de F.

graminearum.

Con las secuencias de nucledtidos de F. graminearum se construyé un arbol
filogenético (Fig. 18) cuya raiz es G. zeae (F. graminearum) del Genbank accesion
N°. AY188924. En este grafico, se agrupan todos los aislados de F. graminearum
linaje 7 en un cluster y en un segundo agrupamiento se encuentran los aislados que
pueden corresponder a la especie F. asiaticum, que se encuentra dentro del
“‘complejo Fusarium graminearum” como linaje 6. Tanto en el grupo uno como el dos

existe una elevada heterogeneidad intra-especie.

En la Tabla 20 se registran los nombres de los 29 aislados de F. verticillioides

identificadas por secuenciacion como G. moniliformis (F. verticillioides).
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Tabla 19. Identificacién a nivel de especie mediante el analisis de secuencia de laregiéon ITS de

los aislados de F. graminearum.

No. de Especie % de No. de acceso Genbank
aislado homologia

(BLAST)
*V 5.1.1 (2) G. zeae/F. asiaticum 100 AB289553.1 /AB289552.1
*V 5.1.1 (1) G. zeaelF. asiaticum 100 DQ459831.1 /DQ459836.1
*P55.1 G. zeaelF. asiaticum 100 DQ459831.1/DQ459836.1
*P 2.9.3 (1) G. zeae/F. asiaticum 100 AB289553.1 / AB289552.1
*P2.9.4 G. zeae/F. asiaticum 100 AB289553.1 /AB289552.1
*P 2.9.3(2) G. zeaelF. asiaticum 100 AB289553.1 /AB289552.1
V 5.5.5(2) G. zeae 100 EF464165.1
VvV 2.35(1) G. zeae 100 AY188924.1
VvV 2.3.5(2) G. zeae 100 AY188924.1
P54.1 G. zeae 100 DQ453701.1
V555(1) G. zeae 100 AB250414.1
P51.1 G. zeae 99 AY188924.1
F51-V-3-2(A) G. zeae 99 EF464165.1
F30P51 F. equiseti 100 AY147367.1

De los 14 aislados que no amplificaron con los iniciadores utilizados, se
confirmo por secuenciacién que 10 de ellas pertenecian a la especie F. proliferatum
de la seccion Liseola, que forma parte también del complejo fujikuroi, y los cuatro
aislados restantes pertenecian a la especie F. equiseti de la seccién Gibbosum
(Tabla 21).

En la Fig. 19 se muestra el arbol generado por los aislados identificados por
secuenciacion, como F. proliferatum, F. equiseti y G. moniliformis (F. verticillioides),
donde se ve que el grupo perteneciente a F. proliferatum presenta un bajo grado de
variabilidad intra-especie. Lo mismo sucede con lo encontrado con los aislados de F.
equiseti, mientras que los aislados de G. moniliformis quedan agrupadas a un 100%
de homologia (Tabla 20).
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Figura 18. Arbol filogenético relacionando las secuencias ITS de los diferentes aislados de F.
graminearum, mediante el programa Treecom versién 1.3b., se indica valores de

“bootstrap” 265%
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Figura 19. Arbol filogenético relacionando las secuencias ITS de los aislados de G.

moniliformis (F. verticillioides), F. equiseti y F. proliferatum, mediante el programa
Treecom version 1.3b, se indica valores de “bootstrap” 270%
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Tabla 20. Identificacién a nivel de especie mediante el analisis de secuencia de laregion ITS de

los aislados de F. verticillioides identificados por PCR

No. de aislado Especie % de Homologia No. de acceso Genbank
(BLAST)
F48-P-5-2-b G. moniliformis 99 AY533376.1
N.2.V.4-5 G. moniliformis 100 EU151483.1
F6-P-4-1 G. moniliformis 99 AY898260.1
C.2.vV.3-1 G. moniliformis 100 EU151483.1
F56-P-5-1 G. moniliformis 99 AY898260.1
P.2.V.4-4 G. moniliformis 99 EU151483.1
F24-P-1-1 G. moniliformis 99 EU314989.1
F29-P-3-2 G. moniliformis 100 EU314989.1
F30-P-2-2-b G. moniliformis 100 EF556217.1
P4.6.1 G. moniliformis 100 EU151483.1
P.9.1.3 G. moniliformis 99 EU151483.1
Vv.21.1 G. moniliformis 100 EU151483.1
F44-P-1-6 G. moniliformis 99 AY898260.1
F81-V-3-1 G. moniliformis 100 AY533376.1
F24-v-2-1 G. moniliformis 100 EU314989.1
C.2.P.3.2 G. moniliformis 99 EU151483.1
P.2.6.4 G. moniliformis 100 EU151483.1
F82-P-1-3 G. moniliformis 100 EU151483.1
V.8.3.1 G. moniliformis 100 EU151483.1
P.5.24 G. moniliformis 100 EU151483.1
N.1.P.5-4 G. moniliformis 100 EU151483.1
N.1.P.3-4 G. moniliformis 100 EU151483.1
P.1.P.1-1 G. moniliformis 100 EU151483.1
P.1.V-4-3 G. moniliformis 100 AY533376.1
F95-P-3-2 G. moniliformis 100 AY533376.1
V.4.9.3 G. moniliformis 100 EU151483.1
F51-V-3-2b G. moniliformis 100 EF556217.1
P.1.1.1a G. moniliformis 99 EU151483.1
F23-v-1-1 G. moniliformis 99 EU314989.1
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Tabla 21. Identificacién a nivel de especie mediante el analisis de secuencia de laregion ITS de

los 14 aislados de Fusarium spp., no identificadas por PCR

No. de aislado Especie % de Homologia No. de acceso Genbank
(BLAST)
F89-P-1-2-a F. proliferatum 99 EF589878.1
F8-v-3-1 F. proliferatum 100 EF446290.1
V.10.7.4b F. proliferatum 100 EU151490.1
C.1.P.5-3 F. proliferatum 100 EU151490.1
V.2.8.1 F. proliferatum 100 EU151490.1
P.1.P.1-2 F. proliferatum 100 EU151490.1
P.8.3.1 F. proliferatum 100 EU151490.1
P.1.P.4-3 F. proliferatum 100 EU151490.1
N.1.P.5-5 F. proliferatum 99 EU151490.1
P.2.V.3-2 F. proliferatum 100 EU151490.1
N.2.V.1-5 F. equiseti 99 EU326202.1
F30-P-5-1 F. equiseti 100 AY147367.1
F3-P-5-1 F. equiseti 100 DQ026008.1
F81-P-1-1 F. equiseti 99 EU326202.1

5. ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE LONGITUD EN LOS FRAGMENTOS DE
RESTRICCION AMPLIFICADOS POR PCR (PCR-RFLP) DE AISLADOS DE
Fusarium spp., DE GRANOS DE MAIzZ

Se amplificé la region IGS utilizando los iniciadores CNL12 y CNS1 de 96
aislados de Fusarium spp., obtenidas de las diferentes muestras de maiz, siendo el
producto de la PCR de aproximadamente 2.7 kb. Posteriormente, y por separado, se
hizo la digestién de los aislados utilizando los enzimas de restriccion Mbol, Xhol,
EcoRI, HinGl, Hhal, Alul, BsuRlI, Hind Ill, Haelll; segun la endonucleasa y el aislado,
puede tener uno 0 mas cortes en la region IGS, excepto las enzimas Xhol, Hind 11l y
Haelll, que no cortaban en esta regidén para los aislados analizados en este trabajo

(F. graminearum, F. equiseti, F. proliferatum, F. verticillioides) (fotografia 10A y 10B).

Los datos de ausencia o presencia de cada una de las bandas resultantes de la
digestién del IGS de cada uno de los aislados, fueron analizadas numéricamente
mediante una matriz de similaridad basada en el coeficiente de Dice y agrupados
segun el algoritmo UPGMA para dar lugar a un arbol taxonémico o dendrograma.
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El analisis de los 96 aislados se realizo en tres grupos: 18 aislados que fueron
identificados por iniciadores especificos y por secuenciacion como F. graminearum;
41 que habian sido identificados por PCR como F. verticillioides, 7 de los cuales
estan identificados por secuenciacion (aislados: C.2.V.3-1, C.2.P3.2, P.2.V4-4,
N.1.P.5-4, v.8.3.1, P.9.1.3, V.4.9.3) y 37 aislados que no amplificaron para ninguno
de los iniciadores utilizados, de los que cinco se identificaron por secuenciacion
como F. proliferatum (V.10.7.4b, V. 2.8.1, P.1.P.1-2, P.8.3.1, P.1.P.4-3) y dos como
F. equiseti (N.2.V.1-5y F81-P.1-1).

Posteriormente se realizo el andlisis de los aislados agrupandolos dependiendo

de donde fueron aisladas.

El dendrograma resultante del andlisis numérico de los perfiles de los 18
aislados del complejo F. graminearum (Fig. 20) da como resultado dos grupos
principales a un nivel de similitud del 82%: en el primer grupo quedan agrupadas
junto con la cepa de referencia (F. graminearum CECT 2150) los aislados V5.5.5(2),
V2.3.5(1), F66.V.3-2a, V2.3.5(2), P5.4.1 y F66.V.3.2b. En el mismo grupo,
agrupadas entre ellos a un nivel de homologia del 100%, se encuentran los aislados
V5.5.5(1), P5.1.1, F51.V.3-2, F89-V-1-1la, F28.V.2.1. En el segundo grupo se
concentran los aislados V5.1.1 (2), V5.1.1 (1), P2.9.4, P2.9.3 (2), P5.5.1 (2) y P2.9.3
(1) con un nivel de similitud del 87%. Tanto en el grupo uno como el dos existe una

elevada heterogeneidad intra-especie.

Los aislados de F. verticillioides, F. proliferatum y F. equiseti fueron analizadas
de igual forma que los del complejo F. graminearum. Los perfiles gendmicos
obtenidos por RFLP revelan una importante variacion intraespecifica en la region
IGS. Igual que en caso anterior, los enzimas de restriccion BsuRI, ALul, Mbol, son
las que presentan mayor informacién discriminativa de los aislados en analisis
(fotografias 11A, 11B, 11C).
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Fotografia 10A. Perfiles generados después de la digestidon con las enzimas de restriccién A:
Alu |, B: Hha |, en la region IGS, en aislados de F. graminearum lineas 1-17 y

C:2150 CECT, M’: DNA marker (50 bp DNA ladder), M: DNA marker (100 bp DNA
ladder)
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Fotografia 10B. Perfiles generados después de la digestion con las enzimas de restricciéon C:

EcoRI, D: Mbol, en la regién IGS, en aislados de F. graminearum lineas 1-17 y
C:2150 CECT, M’: DNA marker (50 bp DNA ladder), M: DNA marker (100 bp DNA

ladder)
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Figura 20. Dendrograma de similaridad obtenido por UPGMA, utilizando las enzimas de restriccion Mbo I, Xho |, Eco RI, Hin6 I, Hha I, Alu |, Bsu RI,

Hind lll, Haelll, en 18 aislados pertenecientes al complejo F. graminearum y F. graminearum 2150 de CECT.
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Fotografia 11A. Perfiles generados por analisis de restriccion de la regidon IGS de aislados de

F. verticillioides con A: Alul; B: BsuRl
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Fotografia 11B. Perfiles generados por analisis de restriccion de la region IGS de aislados de

F. verticillioides con C: Mbol; D: EcoRI
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Fotografia 11C. Perfil generado por analisis de restriccion de la region IGS de aislados de F.

verticillioides con E: Hhal

Se realiz6 el analisis numeérico conjunto de los 78 perfiles obtenidos por RFLPS
para los aislados de este trabajo, junto a tres cepas de referencia de la CECT. El
dendrograma resultante (Fig. 21) revela una elevada heterogeneidad. Observando
los agrupamientos a un nivel de homologia del 57%, se detecta la formacion de once
grupos. Dentro de los grupos |, I, Ill, quedan agrupados los 3 aislados identificados
por secuenciacion como F. proliferatum, junto con otros 13 aislados. En el grupo IV
se agrupa la cepa de referencia F. verticillioides CECT2892 con 52 aislados
pertenecientes a F. verticillioides, pero con una alta variacion intra-especie. En el
grupo V se agrupan dos aislados procedentes de maiz experimental y maiz
almacén; en el grupo VI se encuentra un aislado procedente de maiz experimental.
La cepa de referencia de F. oxysporum queda como Unica en el grupo VII. El grupo
VIII lo componen cinco aislados, dos de ellos identificados por secuenciacion como
F. equiseti. EI grupo IX estd formado por un aislado identificado como F.

proliferatum. El X grupo lo componen dos aislados procedentes de maiz campo y
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maiz experimental, y en el grupo Xl queda la cepa de referencia perteneciente a F.

graminearum.

Para un mejor entendimiento elaboramos el dendrograma resultante del
analisis numérico de los perfiles de digestion de los 41 aislados que se agrupan con
la cepa de referencia F. verticillioides CECT 2982 (Fig. 22), observando una elevada
heterogeneidad intra-especie. A un nivel de similitud del 80% se distinguen ocho
grupos principales: el primero comprende ocho aislados de muestras de maiz
experimental y de maiz campo; el segundo grupo abarca 20 aislados provenientes
de las tres muestras de maiz, y agrupa a un nivel de homologia del 100% a aislados
de diferente procedencia. El tercer y cuarto grupo comprenden 2 aislados cada uno,
procedentes de maiz almacén y el quinto grupo lo componen cinco aislados, tres
aislados procedentes de maiz almacén y dos de maiz campo. El sexto y séptimo
grupo estan formados por un solo aislado y en el octavo grupo quedan dos aislados

procedentes de maiz almacén.

Cuando se analizaron los aislados de F. verticillioides teniendo en cuenta de
donde fueron aisladas, el dendrograma generado para los aislados procedentes de
maiz almacén permitia diferenciar 5 grupos a un nivel de similitud > 75% (Fig. 23),
sin que se apreciara una clara tendencia del lugar donde fueron aislados, aunque si
se observaba una gran heterogeneidad dentro de la misma especie. Para los
aislados F. verticillioides procedentes de maiz campo, el dendrograma generado a
un nivel de similitud del 88% revela (Fig. 24) 3 grupos, compuestos por aislados de
muestras de las comunidades de Valencia y Castilla la Mancha. El primer grupo lo
componen aislados de muestras de Castilla la Mancha y dos de ellas tienen un nivel
de homologia del 100%; el grupo dos lo componen tres aislados, dos aislados de
muestras de Castilla la Mancha con nivel de similitud del 100% y uno de la
Comunidad Valenciana, el tercer grupo lo compone un aislado procedente de una

muestra de Castilla la Mancha.
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Figura 22. Dendrograma generado por andlisis de restriccion de laregion IGS de aislados de F.
verticillioides procedentes de maiz campo, maiz almacén y maiz experimental y
cepa de referencia CECT 2982
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Con los aislados de F. verticillioides procedentes de maiz experimental se
generd un dendrograma (Fig.25) que a un nivel de similitud del 75% permitia
distinguir cinco grupos, sin que en ninguno de ellos se observara una tendencia clara
en los agrupamientos segun la variedad de donde fue aislado. De 36 aislados
analizados con un nivel de homologia >52% (Fig. 26) se generan ocho grupos. El
primer grupo recoge los aislamientos N.1.P.3-4, N.1.P.6-5, C.2.P.5-2, P.5.2.4, F82-
P-1-3, N.1.V.5-2, P.1.V.4-3, N.2.V.4-5, N.1.V.6-4, P.1.P.1-1 y N.1.P.5-4; en el
segundo grupo estan los aislados N.1.P.4-3 y P.2.6.4, que morfolégicamente
presentan caracteristicas muy similares a F. proliferatum. EIl tercer grupo esta
formado por los aislados C.1.P.5-3, N.1.P.6-4, P.2.V.3-2, P.2.V.1-5, P4.6.1,
V.10.7.4.b, P.10.8.4.b, V.2.8.1, P.49.2, V.10.8.2, V.10.10.3, P.1.P1-2, V.2.6.2,
V.2.1.2 y P.8.3.1, cuatro de las cuales (V.10.7.4.b, P.1.P1-2, P.8.3.1, C.1.P.5-3)
estan identificados por secuenciacion como F. proliferatum. El grupo IV es un aislado
individual, V.2.1.1, el cual tiene una similitud del 45% con la cepa de referencia F.
verticillioides, que queda también como cepa individual en el grupo V. Los aislados
V.29.3 y P.1.1.1.a quedan agrupados en el grupo VI; éstas tienen un menor
porcentaje de similitud con los aislados pertenecientes a F. proliferatum. En el grupo
VIl se agrupan los aislados F81-V-5-1, N.2.V.1-5, N.2.P.1-1, C.2.V.3-2, y F81-P-1-1,
dos de la cuales (F81-P-1-1, N.2.V.1-5) se identificaron como F. equiseti.

6. IDENTIFICACION DE AISLADOS DE Fusarium spp., PRODUCTORES DE
TRICOTECENOS

Una vez identificadas por PCR los aislados como pertenecientes al género
Fusarium, se llevo a cabo la deteccion de aislados productores de tricotecenos,
empleando los iniciadores Tox5-1 y Tox5-2 (Bakan et al., 2002), que detectan y
amplifican un fragmento de 650 pb localizado en el gen tri5. Para demostrar la
eficacia de este tipo de PCR, se probaron las cepas de referencia F. graminearum y
F. culmorum, las cuales son productoras de tricotecenos, obteniendo la banda
correspondiente. De los 377 aislados seleccionados, se identificaron 26 productores

de tricotecenos, como se observa en la fotografial2.
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Figura 23. Dendrograma generado por andlisis de restriccion de laregion IGS de aislados de F.

verticillioides provenientes de maiz almacén y cepa de referencia CECT 2982
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Figura 24. Dendrograma generado por andlisis de restriccion de la region IGS de aislados de

F. verticillioides provenientes de maiz campo y cepa de referencia CECT 2982
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Figura 25. Dendrograma generado por analisis de restriccion de la region IGS de aislados de F.

verticillioides provenientes de maiz experimental y cepa de referencia CECT 2982
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por andlisis de restriccion de laregién IGS y cepa de referencia CECT 2982

Figura 26. Dendrograma generado con 36 aislados de Fusarium spp., provenientes de maiz,

134



Resultados

L
— —
-
— -
——
-_=
P
- -
-

650 pb

"
1%

Fotografia 12. Identificacion de aislados productores de tricotecenos mediante PCR. 1: P 5.4.1,
2: P 5.1.1, 3: F81-P-1-1, 4: F93-V-3-1, 5: V 2.10.3, 6: F30-P-5-1, 7: F89-V-1-3, C-:
Blanco, M: marcador, C+: F. graminearum CECT 2150

La PCR realizada con los iniciadores ToxP1 y ToxP2 se utiliza para identificar
los dos quimiotipos de F. graminearum se distingue el quimiotipo DON productoras
de DON y quimiotipo NIV productoras de NIV, se diferencia en el tamafio del
fragmento obtenido. Nuestros aislados resultaron positivos todas con un fragmento

de 300 pb que identifica al quimiotipo DON.

7. COMPROBACION DE LA PRODUCCION DE Deoxinivalenol, 3-
Acetildeoxinivalenol, Fusarenon X, 15-Acetildeoxinivalenol Y Nivalenol EN
AISLADOS DEL COMPLEJO F. graminearum POR CROMATOGRAFIA DE
GASES CON DETECTOR DE MASAS

Los parametros analiticos del método utilizado fueron puestos a punto en el
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Politécnica de Valencia. Para
determinar la produccion de deoxinivalenol, 3-acetildeoxinivalenol, fusarenon X, 15-
acetildeoxinivalenol y nivalenol en los medios de cultivo PDA, Czapeck y YES, el
proceso a seguir fué el de extraccion, purificacion y deteccion de micotoxinas

descrito en el apartado 5 de material y métodos.

Se utilizd como limites de cuantificacion estimados 20.6 npg/kg para
deoxinivalenol, 23.6 ng/kg para 3-acetildeoxinivalenol, 15.2 ng/kg para fusarenon X,
21.4 ng/kg para 15-acetildeoxinivalenol y 19.4 ug/kg para nivalenol. Para ello se

realizaron los ensayos de fortificacion y recuperacién ya descritos.

135



Resultados

Para conocer la exactitud del método experimental, el estudio se realizé sobre
los porcentajes de recuperacion de micotoxina, mientras que la precision se analizé
mediante los valores de las desviaciones estandar relativas. Los resultados de la
exactitud y precision para los diferentes medios de cultivo del método se muestran
en la Tabla 22.

Tabla 22. Exactitud y precision del método para las diferentes micotoxinas evaluadas

Recuperacion + RSD (%)*"

Nivel de PDA CZAPECK YES

fortificacion

(mg/kg)
DON 1 89.67 + 6.57 82.28 +0.77 100.24 + 3.94
3-AcDON 1 98.27 + 6.30 90.13 + 16.89 84.64 +2.74
15-AcDON 1 100.41 + 4.00 100.53 + 16.78 96.09 + 6.08
FUS X 1 79.44 + 597 79.77 + 16.81 88.72 +9.44
NIVALENOL 1 83.39 + 0.40 82.30 + 7.93 87.20 + 6.73

# :Cuantificacion por patron interno: DON: deoxinivalenol; 3-AcDON: 3 acetil deoxinivalenol; 15-AcDON: 15
acetildeoxinivalenol; FX: fusarenon X
® :desviacion estandar relativa
Nivel de fortificacion de las muestras 1 mg de toxina por kg de agar

NUmero de repeticiones = 3

Los porcentajes de recuperacion para las cinco micotoxinas fue elevada
llegandose a obtener porcentajes maximos de 100.24% para deoxinivalenol en
medio de cultivo YES y 89.67% en PDA, 100.41% para 15-AcDON en PDA, la mas
baja recuperacion se presento para fusarenon X con 79.44% dicho porcentaje se

considera un porcentaje satisfactorio.

7.1. Presencia de Deoxinivalenol, 3-Acetildeoxinivalenol, Fusarenon X, 15-
Acetildeoxinivalenol y Nivalenol, en los medios de cultivo PDA, Czapeck y
YES

Se analizaron un total de 15 aislados pertenecientes al complejo F.
graminearum, y una cepa control (CECT 2150), en los tres medios de cultivo. Todas
las muestras en estudio, excepto tres (P 5.9.1, P 2.9.2 y V 10.7.4 a) resultaron
positivas, produciendo alguna micotoxina en las diferentes condiciones. Por PCR en
todas ellas se analiz6 la existencia de los genes implicados en la produccion de
tricotecenos: el fragmento localizado en el gen tri5, que codifica para la produccion
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de tricotecenos, y los genes tri5 y tri6 implicados en la sintesis de los tricotecenos
DON y NIV. La PCR que detecta la secuencia del gen tri5 resultdé positiva en todas
los aislados analizados de F. graminearum. La PCR realizada con los iniciadores
ToxP1l y ToxP2 sobre los aislados analizados de F. graminearum resultd también
positiva para todas ellas, amplificando un fragmento de 300 pb que identifica al

quimiotipo DON.

Los estudios cromatograficos mostraron la produccion de dos tricotecenos,
DON y 15-AcDON, en los doce aislados positivos y 6 de ellas produjeron también 3-
AcDON en cantidad cuantificable (Tabla 23).

Se emple6 el método desarrollado en nuestro laboratorio para investigar la
produccion de tricotecenos a partir de los aislados de F. graminearum encontrados
en este trabajo. Con este fin se sembraron los aislados en tres medios de cultivo
(PDA, Czapeck, YES) y se analizaron a los 7, 14 y 21 dias de incubacion a 20 °C. Se
obtuvieron resultados muy dispares, dependiendo del medio de cultivo y del tiempo
de incubacién. En las Tablas 24, 25 y 26 se muestran las concentraciones

detectadas expresadas en ppb (ng/kg) de micotoxina en medio de cultivo crecido.

Tabla 23. Deteccién de genes implicados en la produccion de tricotecenos y DON y NIV.
Resumen de las cuatro micotoxinas producidas por aislados del complejo F.
graminearum provenientes de maiz, en los distintos medios de cultivo y distintos

tiempos de incubacion

PCR Micotoxinas detectadas

Iniciadores
Aislados 217/170 Toxi5-1/ ToxP1/ToxP2 DON 3- 15- FX NIV

Tox5-2 DON y NIV AcDON AcDON
P55.1 + + DON + - + - -
V555 (2) + + DON + - + - -
VvV 235(1) + + DON + + + - -
V 2.35(2) + + DON + + + - -
P54.1 + + DON + + + - -
V 5.5.5 (1) + + DON + - + - -
V5.1.1 (1) + + DON + - + - -
V 5.1.1(2) + + DON + + + - -
P29.3(1) + + DON + + + - -
P29.4 + + DON + - + - -
P 2.9.3(2) + + DON + - + - -
P511 + + DON + + - -
Referencia + + + - + - -
CECT 2150 DON
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En el medio de cultivo PDA a los 7 dias de incubaciéon sélo hay tres muestras
positivas, la V2.3.5 (1) en la que se detectd una cantidad no cuantificable de 15-
AcDON, la muestra P 5.4.1., en la que se detectaron pequefias cantidades de DON
y 15-AcDON y la muestra P 5.1.1., en la que se encontré una pequefia cantidad de
DON.

A los 15 dias de incubacién se detect6 la produccion de tricotecenos en 11
aislados y en la cepa de referencia CECT 2150. En 7 aislados se detectaron las
toxinas DON y 15-AcDON, en un aislado (V 5.1.1.(1)) se detectdé una pequefia
cantidad de 15-AcDON, en la cepa de referencia so6lo se detect6 DON y en tres
aislados V 2.3.5.(1), V 2.3.5.(2) y P 5.1.1., se encontraron los tres tricotecenos DON,
3-AcDON y 15-AcDON, aunque 3-AcDON se detectd en una cantidad muy inferior a

los otros dos tricotecenos.

A los 21 dias, se encontraron 10 aislados positivos ademas de la cepa de
referencia CECT 2150. En este caso son 7 los aislados en las que se detectaron las
tres micotoxinas, DON, 15-AcDON y 3-AcDON; en un aislado (P 5.4.1) se detect6
DON y 3-AcDON, en otro (P 2.9.4), DON y 15-AcDON y en el aislado V 5.5.5. (1)
una cantidad no cuantificable de DON. En la cepa de referencia s6lo se encontraron
pequefias cantidades de DON y 15-AcDON.

En el medio YES, sélo 5 aislados produjeron tricotecenos en alguna condicion;
alos 7 dias en el aislado P 5.1.1 se detecté 15-AcDON, a los 15 dias en 2 aislados,
V.5.5.1.(1) y P.2.9.3.(1), se encontr6 DON y a los 21 dias se detect6 DON en 4
aislados P 5.5.1, P 5.4.1., V.5.5.1.(1) y P 5.1.1, los 2 de ultimos también producian
15-AcDON. Con este tiempo de incubacién la cepa de referencia produjo una
pequefia cantidad de 15-AcDON.

En el medio Czapeck a los 7 dias de incubacién se encontraron 4 aislados
positivos para DON, V 5.1.1.(1), P 5.5.1, P 2.9.3(1) y P 5.1.1, siendo uno de ellos, P
5.5.1, positivo para 15-AcDON, pero en cantidades muy pequefias. A los 15 dias se
detectaron 3 aislados positivos para DON, uno de las cuales también producia 15-
AcDON, P 5.1.1, y un aislado positivo para 15-AcDON, V. 5.5.5.(2). Con 21 dias de
incubaciéon se encontraron 8 aislados positivos para DON, de las cuales en 3, V 5
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1.1.1 (1), P5.5.1. y P 2.9.3.(1) también se detectdé 15-AcDON y en dos, V 5.5.5(2) y
P 5.1.1. 15-AcDON y 3-AcDON detectado pero no cuantificable. En este medio de
cultivo las cantidades de tricotecenos cuantificadas son muy pequefias y la cepa de

referencia no produce ningun tricoteceno.

El intervalo de concentraciones de deoxinivalenol en el medio PDA estuvo entre
25.83 y 3033.04 ng/kg; 3-AcDON entre 20.55 pg/kg y 153.62 ug/kg; y 15-AcDON
37.10 y 3634 pg/kg. La mayor concentracién detectada de deoxinivalenol se
encontré en el medio de cultivo PDA con el aislado V 2.3.5 (2) a los 14 dias de
cultivo y la menor con el aislado P 5.1.1 a los siete dias de cultivo. Para 15-AcDON,
el aislado V 5.1.1 (2) alcanzé la mas alta concentracion de esta micotoxina a los 21
dias de cultivo, mientras que la mayor concentracion de 3-AcDON se detect6 en el
aislado V 2.3.5. (1) a los 21 dias de incubacion. Cabe destacar que el medio de
cultivo donde se obtuvo mayor produccién y en cantidades mas elevadas de

micotoxinas fue PDA a los 21 dias de cultivo.

En el medio YES las cantidades de DON oscilaron entre 271.04 y 64.52 ug/kg y
las de 15-AcDON entre 620.37 y 24.62 ug/kg, no detectandose en ninguna muestra
la produccién de 3-AcDON.

En el medio Czapeck las concentraciones de los diferentes tricotecenos

variaron entre 24.34 ug/kg y 234.31 ug/kg para DON; 37.81 ug/kg y 124.08 ug/kg

para 15-AcDON y dos muestras de cantidades no cuantificables para 3-AcDON.
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V5.1.1(2)
F30PS1
P5.9.1(2)
V5.1.1. (1)
P55.1
P2.9.3(1)
P29.2
V5.55. (2)
P29.4

V 10.7.4 a (1)
P29.3(2)
V 2.35 (1)
V 2.35 (2)
P5.4.1

V 5.5.5 (1)
P5.1.1
Ref. 2150

Tabla 24. Micotoxinas detectadas (ug/kg) por CG-MS a partir de medio de cultivo PDA crecido con aislados de F. graminearum
incubadas durante 7, 15y 21 dias a 20 °C

PDA
(T+7) ppb (T+15)ppb (T+21)ppb

DON | 3-AcDON FX | 15-AcDON | NIV DON 3-AcDON FX | 15-AcDON | NIV DON 3-AcDON | FX | 15-AcDON | NIV
1P n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| 170.1 n.d. n.d. 309.28 n.d. | 2908.30 35.39 nd.| 3634.00 |n.d.
2P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 41.57 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
5P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 244.92 n.d. n.d. 249.91 n.d.| 530.24 n.c. n.d. 66.19 n.d.
6P | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| 56.78 n.d. n.d. 168.08 n.d. | 1091.15 n.c. n.d. 285.83 n.d.
7P | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
8P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 198.44 n.d. n.d. 72.18 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
9P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. | 404.32 n.d. n.d. 94.31 n.d.| 209.9 n.d. n.d. 37.05 n.d.
10P | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
12P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 2374.8 121.23 | n.d. 95.46 n.d.
13P n.d. n.d. n.d. n.c. n.d.|1727.80 20.55 nd.| 1709.23 |n.d.| 1565.6 153.62 | n.d. 170.01 n.d.
14P n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. | 3033.04 29.54 nd.| 1619.89 |n.d.| 702.01 n.c. n.d. 132.34 n.d.
15P | 39.59 n.d. n.d. 37.10 n.d.| 105.23 n.d. n.d. 62.52 n.d.| 324.98 22.89 n.d. n.d. n.d.
16P | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.c. n.d. n.d. 56.54 n.d. n.c. n.d. n.d. n.d. n.d.
17P | 25.83 n.d. n.d. n.d. n.d.| 156.27 n.c. n.d. 504.55 n.d.| 1379.3 99.41 n.d. 125.49 n.d.
R1P | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| 68.31 n.d. n.d. n.d. n.d.|] 30.80 n.d. n.d. n.c. n.d.

n.c.: detectado no cuantificable
n.d.: no detectado
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V5.1.1(2)
F30PS1

P 5.9.1(2)
V5.1.1. (1)
P55.1
P2.9.3(1)
P29.2
V5.55. (2)
P29.4

V 10.7.4 a (1)
P2.9.3(2)
V 2.35 (1)
V 2.35 (2)
P5.4.1

V 5.5.5 (1)
P5.1.1
Ref. 2150

Tabla 25. Micotoxinas detectadas (ug/kg) por CG-MS a partir de medio de cultivo YES crecido con aislados de F. graminearum
incubadas durante 7, 15y 21 dias a 20 °C

YES
(T+7) ppb (T+15)ppb (T+21)ppb

DON | 3-AcDON | FX | 15-AcDON [ NIV | DON | 3-AcDON FX 15-AcDON | NIV | DON 3-AcDON FX 15-AcDON | NIV
1Y |n.d.. n.d. n.d. n.d. nd.] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4Y | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 64.52 n.d. n.d. n.d. n.d.|271.04 n.d. n.d. 83.22 n.d.
5Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| 77.78 n.d. n.d. n.d. n.d.
6Y | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.]154.49 n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
7Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
8y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
9y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
10Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
12y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
13Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
14Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
15Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 61.87 n.d. n.d. n.d. n.d.
16Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
17Y | n.d. n.d. n.d. 620.37 nd.|] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| 72.16 n.d. n.d. 24.62 n.d.
R1Y | n.d. n.d. n.d. n.d. nd.] n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| n.d. n.d. n.d. 27.12 n.d.

n.d.: no detectado
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V5.1.1(2)
F30PS1
P5.9.1(2)
V5.1.1. (1)
P55.1
P2.9.3(1)
P29.2

V 5.5.5. (2)
P29.4

V 10.7.4 a (1)
P29.3(2)
V 2.35 (1)
V 2.35 (2)
P5.4.1
V555 (1)
P5.1.1
Ref. 2150

Tabla 26. Micotoxinas detectadas (ug/kg) por CG-MS a partir de medio de cultivo CZAPEK crecido con aislados de

F. graminearum incubadas durante 7, 15y 21 dias a 20 °C

CZAPEK
(T+7) ppb (T+15)ppb (T+21)ppb

DON 3-AcDON | FX | 15-AcDON | NIV DON 3-AcDON | FX | 15-AcDON | NIV DON 3-AcDON | FX | 15-AcDON | NIV
1C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4C | 128.54 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 68.17 n.d. n.d. 112.72 n.d.
5C n.c. n.d. n.d. 78.1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.|] 113.22 n.d. n.d. 37.81 n.d.
6C | 108.43 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 88.96 n.d. n.d. 44 51 n.d.
7C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
8C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 46.51 nd.| 23.73 n.c. nd.| 124.08 n.d.
9C n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
10C | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
12Cc | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 113.52 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
13C | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.| 64.70 n.d. n.d. n.d. n.d.
14C | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd.| 43.26 n.d. n.d. n.d. n.d.
15C | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16C | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.c. n.d. n.d. n.d. n.d.| 55.01 n.d. n.d. n.d. n.d.
17C | 24.34 n.d. n.d. n.d. n.d.] 116.38 n.d. n.d. n.c. n.d.| 234.31 n.c. n.d. 75.37 n.d.
R1C| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.c.: detectado no cuantificable
n.d.: no detectado
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En la Fig. 27 observamos un cromatograma de iones totales de los patrones de
DON, 3-AcDON, FUS X, 15-AcDON y NIV a una concentracion de 4 ppm. Con el
método optimizado en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad Politécnica

de Valencia se consigui6 la separacion clara de las cinco micotoxinas.
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Figura 27. Cromatograma de iones totales de patron 4 ppm
NEO: neosolaniol (patrén interno); DON: deoxinivalenol; 3-AcDON: 3-acetildeoxinivalenol;

FX: fusarenon X; 15-AcDON: 15-acetildeoxinivalenol; NIV: nivalenol

En la Fig. 28 se observa el cromatograma de iones totales del aislado P2.9.3(2)
en medio de cultivo PDA en el que se destaca un pico correspondiente a
deoxinivalenol, a un determinado tiempo de retencion. El espectro de iones de DON
al mismo tiempo de retencién (Fig. 29) nos proporciona la abundancia del i6n
cuantitativo (235), y la de los iones cualitativos (259, 295)

En las Fig. 30 y 31 se presentan los cromatogramas de iones totales del aislado

V.5.1.1(1) en medio de cultivo Czapeck a los 21 dias, en los que se detecta los picos
correspondientes a DON y 15-AcDON.
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Figura 28. Cromatograma de iones totales de la muestra P2.9.3 (2) en medio de cultivo PDA
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Figura 29. Cromatograma de iones cuantitativo y cualitativo de DON (parte superior) y espectro
de iones al tiempo de retencion de DON (parte inferior) en la muestra P2.9.3(2) en
PDA alos 21 dias
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Figura 30. Cromatograma de iones totales del aislado V.5.1.1(1)
Neo: neosolaniol (patrén interno); DON: deoxinivlenol; 15-AcDON
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V.5.1.1(1)

De las 15 muestras analizadas, 12 son positivas de esas el 100% son

productoras de DON y 15-AcDON. Como se dijo anteriormente algunos aislados

producen una a varias micotoxinas a la vez.
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V. DISCUSION

La inocuidad de los alimentos utilizados por el hombre es un tema cada vez
mas importante a nivel mundial. Es por ello que la comunidad cientifica dedicada a la
seguridad alimentaria, ha hecho grandes esfuerzos en la investigacion de

contaminantes que pueden estar presentes en todo tipo de alimentos.

Este trabajo se ha dirigido hacia el estudio de los hongos del género Fusarium
gue colonizan granos del maiz. Estos hongos, bajo ciertas condiciones, son capaces
de producir metabolitos secundarios en los medios de cultivo o sustrato donde

crecen, que pueden ser toxicos para la salud humana y animal (micotoxinas).

En el presente estudio se ha analizado, en primer lugar, la contaminacién
fungica de diversos tipos de maiz que pueden alcanzar al consumidor. Los hongos
del género Fusarium detectados han sido identificados y caracterizados mediante
métodos fenotipicos y genotipicos, con el fin de obtener informacién taxonémica y
epidemiolégica, y su capacidad para producir las micotoxinas tricotecenos se ha
valorado mediante andlisis quimicos, y mediante la deteccion de los genes que

codifican para su produccion.

En general las muestras de maiz almacén presentan un alto porcentaje de
contaminacion por hongos del género Fusarium ya que de los 1000 granos
analizados se aislaron 342 hongos pertenecientes al género Fusarium lo que
corresponde al 72% de la contaminacién fungica. Es de destacar que las especies
de este género estan consideradas como uno del los mayores contaminantes de
cereales en paises como Espafia, Italia, Francia, Brasil, Argentina, China y Africa,
entre otros, y hay que considerar que este cereal es un componente primordial de
piensos para animales de granja, y pueden causar micotoxicosis secundaria en
humanos a través de la cadena alimenticia (Torondel, 2001; Bennett and Klich, 2003;
Jurjevic et al., 2005; Cvetnic et al., 2004; Qu et al., 2008;).

En el maiz campo se encontrd que la contaminacion por algun tipo de hongo es
del 38.96%, de los granos estudiados, porcentaje considerable teniendo en cuenta

que los granos proceden de mazorcas destinadas al consumo humano y que han
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sido cultivadas empleando técnicas agricolas apropiadas para reducir y evitar el

ataque fangico.

Basicamente la micobiota en estas muestras pertenece a los géneros
Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Alternaria, Cladosporium, Geotrichum y Fusarium,
siendo los géneros esperados ya que pertenecen a los llamados hongos de campo
(Torondel, 2001).

La distribucion de la micobiota dentro de las comunidades fue variable, pero se
encontraron en comun los géneros, Penicillium, Aspergillus y Fusarium como los
géneros con mayor incidencia. Se pudo observar algunas diferencias en lo que
respecta a la distribucion geografica de la contaminacién fangica: en las
comunidades de Castilla la Mancha y la Comunidad Valenciana predominan las
especies del género Penicillium, coincidiendo con los resultados obtenidos por
Cantalejo en 1995, mientras que en Extremadura predomina el género Aspergillus
no detectandose Penicillium. En el caso de las comunidades de Madrid y Murcia,
predominan las especies de Alternaria y Fusarium, respectivamente. En vista de los
resultados obtenidos en este trabajo, queda clara la incidencia del género Fusarium
en los granos de maiz campo, ya que de las 100 muestras estudiadas se han
hallado en 64 de ellas, en un total de 228 aislados, identificadas tanto macroscopica

como microscopicamente.

Con respecto a los valores medios de los aislados obtenidos del género
Fusarium, en todas las comunidades autonomas evaluadas se obtuvieron valores
similares, sin diferencias significativas excepto para los valores observados entre
Madrid y Murcia. Por tanto, los niveles de contaminaciéon por el género Fusarium no

parecen estar influenciados por la zona geografica estudiada.

La micobiota del maiz experimental lo componen basicamente los géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, y hongos del orden mucorales. El promedio de
contaminacion de los granos corresponde al 93%, siendo el género Fusarium el
grupo con mayor incidencia en dos de las tres variedades (Cridor y Net). Si se
analizan el nimero de hongos totales, observamos que en la variedad Panama se

han aislado el mayor nimero de hongos del género Aspergillus y el menor nimero
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de aislados de Fusarium spp.; en la variedad Cridor encontramos mayor porcentaje
de Fusarium spp., y un porcentaje similar de Aspergillus spp., y Penicillium spp., y en
la variedad Net el mayor numero de aislados de Fusarium spp., y el menor

crecimiento de Aspergillus spp.

Estadisticamente no existen diferencias significativas entre los valores medios
de Fusarium spp., obtenidos para cada variedad. Esto parece indicar que, al igual
que en el caso anterior, la contaminacion por Fusarium spp., es general, y no
depende de variedades de maiz o de la zona de Espafia donde se cultive. Después
de una revision bibliografica no hemos encontrado datos actuales comparativos
sobre la incidencia del género Fusarium en los cultivos de maiz de distintas zonas

de Espafia.

Si comparamos los resultados obtenidos en los tres estudios realizados con
maiz, podemos concluir que el maiz donde obtenemos el mayor porcentaje de
aislados de Fusarium respecto a otros hongos es el maiz almacén, donde se
conforma como el género predominante con un porcentaje del 72 %. En los analisis
realizados al maiz campo el porcentaje fue del 22 % y en maiz experimental en

parcela de la Universidad Politécnica el 47%.

También cabe destacar que el porcentaje de granos contaminados en el maiz
experimental que no ha sido tratado con ningun producto funguicida, es
aproximadamente del 100%, mientras que en el maiz almacén es del 43% y en el

maiz de campo, corresponde al 38%.

Nuestros resultados coinciden con estudios realizados en otros paises: Cvetnic
et al. (2005) en Croacia, encuentran que los hongos que mas frecuentemente se
aislan de maiz pertenecen a especies del género Fusarium, con un 85% de
incidencia en el afio 2003. Otros géneros identificados por estos autores fueron
Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Absidia, presentes con
frecuencias de 3.6 a 12.5%. En México uno de los principales contaminantes

también es Fusarium spp., junto con A. flavus (Sanchez-Rangel et al., 2005).
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En los diferentes estudios sobre la presencia de micotoxinas en productos
agroalimentarios, los que se encuentran con mayor frecuencia son los producidos
por especies de los géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Claviceps y en
menor medida la producida por hongos del género Alternaria y Acremonium
(Diekman and Green, 1992; Lugauskas, 2005). Todos estos géneros, excepto

Claviceps, fueron encontrados en las muestras analizadas.

En resumen, el total de aislados de Fusarium spp., obtenidas de las 206
diferentes muestras analizadas (maiz almacén, maiz campo y maiz experimental)
fue de 1198. Estos resultados corroboran lo encontrado en diferentes estudios a
nivel mundial, que destacan al género Fusarium como uno de los principales
patdogenos del maiz (Munkvold and Desjardins, 1997; Mazzani et al., 2000;
Desjardins, 2006; Desjardins et al., 2008).

Respecto a los medios de cultivo seleccionados, tanto PDA-CL como AVM son
adecuados para aislar este tipo hongo de maiz. En el primero de ellos, por tratarse
de un medio con un alto contenido de carbohidratos en el cual pueden desarrollarse
la mayoria de hongos, se aislaron un gran numero de géneros de hongos
filamentosos. El segundo medio de cultivo mostro mayor selectividad de crecimiento
para hongos del género Fusarium, al mismo tiempo que disminuyd la colonizacion

por otros hongos.

El valor medio de los aislados de Fusarium spp., en el medio AVM en los tres
tipos de maiz es mayor que los aislados en PDA-CL. Esto indica que el medio Verde
Malaquita es mas adecuado para el aislamiento de hongos pertenecientes al género
Fusarium, datos que coinciden con los estudios realizados por Castella et al. (1997),
quienes evaluaron diferentes medios de cultivos para el aislamiento de hongos del
género Fusarium, llegando a la conclusion que el medio AVM inhibia el crecimiento

de otros géneros, favoreciendo el desarrollo del género Fusarium.

La identificacion de especies pertenecientes al género Fusarium, tanto
macroscopica como microscopicamente, empleando claves taxonomicas, es
dificultosa, debido fundamentalmente a su alta plasticidad fenotipica, lo que

determina que su taxonomia esté en continua revision (Knutsen et al., 2004). En
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este contexto, las técnicas moleculares basadas en el analisis de secuencias de
ADN resultan ser rapidas y seguras para la deteccion e identificacion. Ademas, la
amplificacion de secuencias especificas mediante PCR es potencialmente mas
eficaz que cualquier otra técnica microbiolégica, no requiriendo la presencia de
organismos viables para que se realice con éxito, ni siquiera cuando los volimenes
de la muestra son pequefios (Abd-Elsalam et al., 2003). El dUnico inconveniente de
estas técnicas radica en la obtencion de iniciadores especificos, asi como en el
desarrollo de condiciones experimentales apropiadas para el proceso de

amplificacion (Desjardins, 2006).

En este trabajo, se ha confirmado que la técnica de la PCR, es una herramienta
adecuada para la identificacibn de hongos pertenecientes al género Fusarium. En
nuestro caso, para la identificacion de especies pertenecientes al género Fusarium,
se han empleado iniciadores que reconocen diversas secuencias de los genes que
codifican para el ADN ribosomal, incluyendo las regiones IGS, ITS de los genes
5.8S, 28S y 18S, asi como para otras secuencias pertenecientes a los genes que

codifican para produccion de la proteina calmodulina y los genes tri5 y tri6.

Con los iniciadores ITS-Fu-f y ITS-Fu-r utilizados por Abd- Elsalam, et al. (2003)
para la identificacion del género Fusarium se obtuvieron buenos resultados en este
estudio: los 377 aislados identificados morfolégicamente como pertenecientes a
Fusarium spp., presentaron el fragmento amplificado esperado, de 389 pb. Lo
contrario sucedié con los aislados de los géneros Penicillium, Aspergillus y
Acremonium, que se utilizaron en este trabajo como control negativo, lo que

demuestra la selectividad del método en la identificacion del género Fusarium.

En lo referente a la identificacion de especies del género Fusarium, cada vez
son mas los estudios basados en el analisis de los acidos nucleicos cuyo objetivo es
la obtencidn de nuevos iniciadores especificos para F. graminearum, F. culmorum, F.
oxysporum y F. verticillioides, por ser especies de un amplio interés como patégenos
de cultivos y productores de micotoxinas.
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Para la identificacion de F. graminearum, los iniciadores 217Fg/170Fg,
utilizados por Hye-Seon et al. (2003), Fgr-F/Fgc-R (Jurado et al., 2005) y
FCO1F/FCO1R (Demeke et al., 2005) cumplen las expectativas en la identificacién de
esta especie. Cabe anotar que, a pesar de que F. graminearum y F. verticillioides
son las especies que con mas frecuencia son aisladas de maiz y estan ampliamente
extendidas en los paises mediterraneos (Cvetnic et al., 2005), la incidencia de F.
graminearum fue baja en las muestras analizadas, encontrandose un total de 19

aislados, catorce de ellas en maiz almacén y cinco en maiz campo.

F. graminearum producen principalmente las toxinas DON, ZEA, NIV, FUS, 3-
AcDON, Butenolida, 15-AcDON, y 4- acetilnivalenol. F. asiaticum, especie
relacionada estrechamente con F. graminearum, produce también todas las
anteriores, pero especialmente 3-acetildeoxinivalenol (3-AcDON) (Wolf-Hall et al.,
1999; Zhang et al.,, 2007). En humanos estas toxinas pueden causar diversas

patologias a nivel celular (Trenholm et al., 1989; Anaddn et al., 2005).

Para F. verticillioides con los iniciadores VER1 y VER2 utilizados por Mulé et al.,
(2004b), se detectaron un total de 167 aislados (81 aislados de maiz almacén, 16
aislados de maiz campo y 70 aislados de maiz experimental), lo que corresponde a
un 44 % de los 377 aislados de Fusarium seleccionados. Esta es la especie que se
ha encontrado con mayor frecuencia en las muestras analizadas. Moya et al.,
(2003), determinan por analisis morfolégico que el principal contaminante de los
granos en maiz dulce en Chile era la especie F. verticillioides, resultado que
concuerda con los obtenidos por otros autores en otras variedades de maiz (Marin et
al., 1999; Sanchis et al., 2000).

F. verticillioides, junto con F. proliferatum, son los principales productores de
fumonisinas. La presencia de esta toxina en maiz ha sido relacionada en numerosos
estudios epidemiologicos con un aumento en la probabilidad de aparicion de cancer

del aparato digestivo y de higado (Marasas et al., 2001; Hinojo et al., 2006).
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La identificacion de F. oxysporum se llevo a cabo utilizando los iniciadores
Clox1/Clox2 (Mule et al., 2004a). El total de aislados detectadas fueron nueve, siete
en los granos de maiz provenientes del maiz experimental y dos en maiz almacén.
Esta especie se reconoce que es la fuente de micotoxinas como wortmanina y acido
fusarico, ademas de la moniliformina, pero es uno de los principales causante de
enfermedades de tallos en plantas y pudriciones en flores y frutos (Di Pietro et al.,
2003; Kosiak et al., 2005).

En este trabajo no se detectaron las especies F. culmorum ni F.
sporotrichioides. La primera especie esta asociada como patdégeno de gran
importancia en cereales, atacando principalmente tallos y semillas. Produce
micotoxinas como DON, NIV, ZEA, MON, las cuales estan catalogadas como
potencialmente toxicas para humanos y animales. La segunda especie se le asocia
principalmente con enfermedades de tallo y raices en maiz y en granos de cereales
en Canad4, Estados Unidos y Europa. Produce micotoxicosis en humanos y
animales ya que sintetiza butenolida, fusarina C, moniliformina, escirpentriol,

esteroides, zearalenonay T-2 (Leslie and Summerell, 2006; Desjardins, 2006).

Partiendo de la base de que la region ITS se ha propuesto como una
herramienta (til para constatar las posibles variabilidades interespecificas e
intraespecificas fangicas (Konietzny and Greiner, 2003; Nicolaisen et al., 2005) y
para corroborar la eficacia de la PCR, se decidié confirmar la identificacién de

algunos de estos aislados mediante secuenciacion.

En este trabajo se ha podido constatar que la region ITS es apta en la
identificacién fungica para especies pertenecientes al género Fusarium. Ademas, es
capaz de mostrar diferencias intra e interespecificas de las especies (Nicolaisen et
al., 2005).

Mediante la secuenciacion se confirmd la identificacién previa por PCR de todos
los aislados de F. verticillioides analizadas, confirmando la eficacia del ensayo de

PCR de Mulé et al., (2004 b) para la identificacion de esta especie.
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De los aislados identificados previamente por PCR como F. graminearum, se
secuenciaron 15; de éstos se encontré un aislado atipico, que en la secuenciacion
fue adscrita a la especie F. equiseti. Este aislado no producia ninguna de las
micotoxinas estudiadas en este trabajo. En estos momentos se trabaja sobre este

aislado para determinar sus caracteristicas fenotipicas y moleculares.

Mediante el andlisis de las matrices de similaridad de nucledtidos, se verifico
que los 13 aislados identificados por secuenciacion como F. graminearum se
agrupaban en dos grupos principales: el primero presentaba un nivel de homologia
entre el 99 y 100% con la cepa F. graminearum (linaje 7) NCBI AY188924; el
segundo grupo lo constituian otros 6 aislados que podrian pertenecer a la especie F.
asiaticum (linaje 6) (O’'Donnell et al., 2004). Seria necesario realizar un estudio méas
detallado de estos aislados para su identificacidn precisa, ya que esta especie es
morfolégicamente indistinguible de F. graminearum (linaje 7) (Zhang et al., 2007)
Datos similares fueron encontrados por Carter et al., (2002) en Nepal y Li et al.,
(2005) en China al trabajar con F. graminearum.

También se encontré6 una elevada heterogeneidad intra-especie en los dos
grupos formados dentro el complejo Fusarium graminearum, debido posiblemente a

pequefios cambios en la composicidbn genodmica.

Entre los 14 aislados secuenciados que no pudieron ser identificados con
antelacion por PCR, se encontraron cuatro aislados de F. equiseti, tres en maiz
campo y una en maiz experimental. Esta especie en particular es potencialmente
productora de toxinas, especialmente tricotecenos como 4-acetilnivalenol (FUS-X),
nivalenol, monoacetoxi y diacetoxi- eescirpentriol (MAS y DAS), zearalenona (ZEA),
equisetina (EQ), butenolida y fusarocromanona (FURSCHR) (Kosiak et al., 2005).
Los otros 10 aislados se identificaron como F. proliferatum. Esta especie se ha
encontrado en un amplio rango de hospedadores como banana, esparragos, palma,
higos, mango, maiz, pino, arroz, sorgo entre otros, causando dafios

econémicamente significativos. A nivel mundial esta especie esta catalogada como
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gran colonizador de plantas de maiz y en Europa se asocia ademas a enfermedades

a nivel de las raices de esta planta (Desjardins, 2006).

Dentro las especies identificadas como F. proliferatum y F. equiseti, al igual que
el caso anterior, encontramos una elevada heterogeneidad. Para F. verticillioides, sin
embargo, el nivel de homologia entre todos los aislados era del 100%, indicando un
alto grado de conservacion de esta secuencia entre aislados de distintos origenes
(Healy et al., 2005).

La técnica PCR-RFLPs aplicada la region IGS del ADNr mediante su
amplificacion con los iniciadores CNL12 y CNS1 y su posterior digestibn con
enzimas de restriccion, mostré su eficacia en la diferenciacion de aislados del
género Fusarium, concretamente del complejo Fusarium graminearum (Fg) y del
complejo G. fujikuroi, identificados previamente en base a criterios morfologicos,
mediante PCR y algunos de ellos por secuenciacion. El tamafio de los fragmentos
amplificados de la region IGS de los 96 aislados de Fusarium proveniente de las
diferentes muestras de maiz oscilé entre 2600 y 2700 pb. Este resultado coincide
con el trabajo de Hinojo et al. (2004), quienes no aprecian una correspondencia
entre el tamafo de los amplificados y especies concretas; es decir, el tamafio de los

productos de amplificacion no permite distinguir entre especies del género Fusarium.

Para los 18 aislados identificados como F. graminearum esta técnica resulto
muy eficaz en la separacion de los aislados, distinguiendo un grupo de 11 aislados,
dentro del cual quedaban agrupadas las identificadas por secuenciacion como F.
graminearum linaje 7 junto con la cepa de referencia CECT 2150, y un segundo
grupo, que incluye los 6 aislados identificadas por secuenciacion como posibles F.
asiaticum. Con esta técnica se vuelve a encontrar que hay diferencias entre estos
aislados y cabe la posibilidad de que esta especie se encuentre presente en territorio
espafiol. Aislados de F. asiaticum fueron encontrados en paises como China, Corea,
Nepal y Brasil (O’Donnell et al., 2004). Laday et al. (2004) encontré dos aislados en
Hungria. Se debe tener en cuenta que esta especie tiene un alto potencial

toxigénico, produciendo toxinas como deoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol (15-
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AcDON), nivalenol y 4-acetilnivalenol, y especialmente 3-acetildeoxinivalenol (3-
AcDON) (Zhang et al., 2007).

Respecto a los aislados pertenecientes al complejo G. fujikuroi, éstos se
dividieron en dos grandes grupos: en un primer grupo quedaban los aislados
pertenecientes a F. verticillioides (Sacc. Nirenberg) y en otro los aislados
pertenecientes a F. proliferatum, aunque un aislado perteneciente a la seccion
Liseola quedd totalmente aislada (P.1.P.4-3), probablemente debido a la alta
variabilidad intraespecifica de esta seccion. Estudios realizados por diferentes
autores revelan que cepas del complejo fujikuroi son grandes productoras de
fumonisinas, de ahi su gran importancia en su identificacion en alimentos y
especialmente en granos. Un tercer grupo lo formaban aislados de F. equiseti, que
pertenece al seccion Gibbosum y son productores de micotoxinas como
fusarochromanona (FUSCHR), zearalenona (ZEA) y tricotecenos: 15-monoacetoxi-
escirpentriol (MAS), diacetoxi-escirpenol (DAS), T-2 y HT-2, T2-triol, neosolaniol
(NEO), deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) and 4-acetilnivalenol (Fus-X) (Kosiak et
al., 2005).

La utilizacion de la region IGS ribosomal, mediante el estudio de RFLPs de las
especies en estudio, F. graminearum, F. verticillioides, F. proliferatum y F. equiseti,
mostro su diversidad genética dentro y fuera de la seccién donde estan ubicadas.
Nuestro estudio muestra que en las poblaciones del género Fusarium existe una alta
diversidad, encontrandose varios tipos genéticos aun dentro de la misma especie.
Estudios en F. graminearum, F. verticillioides y F. oxysporum han mostrado estas

mismas conclusiones (Desjardins, 2006; Lalay et al., 2004; Edel et al., 2001).

La dltima parte de este trabajo se dedicé a la deteccién de la produccion de

micotoxinas por los aislados encontrados.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un método para el andlisis de
deoxinivalenol, 3-acetildeoxinivalenol, fusarenon X, 15-acetildeoxinivalenol vy
nivalenol, a partir del medio de cultivo solido donde crece el hongo. Para ello

modificamos el método de Bragulat et al. (2001) para la extraccion de micotoxinas a
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partir de medio de cultivo sélido y lo adaptamos al método modificado de Eskola et

al. (2000) para la deteccion y cuantificacién de tricotecenos por CG-MS.

Los parametros analiticos del método son satisfactorios; se demuestra un
intervalo de linealidad en las concentraciones en las que esperamos encontrar la
micotoxina en el medio. El limite de cuantificacién se encuentra entre 15y 23 ug/kg
para las diversas micotoxinas, lo que es comparable o incluso inferiores a los datos
de otros autores (Jestoi, 2004a; Milanez and Valente-Soares, 2006). Para conocer la
exactitud del método, el estudio se realiz6 sobre los porcentajes de recuperacion de
micotoxina, obteniéndose valores de recuperacion entre 79.44 y 100.53 %. La
precision se analizé mediante los valores de las desviaciones estandar relativas, que
variaban desde 0.77 a 16.89 %.

Con estos valores consideramos el método como un procedimiento preciso y
rapido para evaluar la produccién de tricotecenos por especies del género Fusarium,
utilizando los mismos medios de cultivo sélidos en los que se aislan e identifican
fenotipicamente las cepas de este género, o de los que se puede extraer el micelio
para realizar los analisis de biologia molecular. Ademéas de todas estas ventajas,
representa un ahorro de material y disolventes considerable, al extraerse las
micotoxinas de una pequefia cantidad de agar, en contrapartida con los métodos en

los que se extraen las micotoxinas de caldo de cultivo liquido.

Con este método, se analizaron 15 aislados de F. graminearum y una cepa
control (CECT 2150) en tres medios de cultivo (PDA, Czapeck y YES) con
extracciones a tres tiempos de incubacion: 7, 15y 21 dias. De los 15 aislados, tres
no produjeron ningun tipo de tricoteceno y el resto han producido al menos uno en
alguna condicion. De los resultados obtenidos podemos concluir que el medio donde
se han producido mas tricotecenos es el medio PDA con incubaciones de 15 y 21
dias. En este medio, ademas, las cantidades producidas por algunos aislados se
pueden considerar elevadas, ya que nos encontramos con cantidades de 3033.04
ug/kg de DON y 1619.89 ug/kg de 15-AcDON para el aislado V 2.3.5.(2) a los 15

dias de incubacion.
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En los otros dos medios de cultivo, las cantidades de micotoxinas son mucho
menores en los pocos aislados que dan positivo en estas condiciones. En el medio
Czapeck los aislados que dan positivo lo hacen en mayor niumero a los 21 dias de
incubacion pero en cantidades muy bajas, de 15.78 ug/kg a 234.31 ug/kg de DON.
En el medio YES, sin embargo, son escasas las muestras positivas, con niveles muy
bajos y solo a los 21 dias. A pesar de que otros autores utilizan porciones de medio
YES crecido a los 14 dias para la extraccion de micotoxinas (Kosiak et al., 2005),
como conclusion de este estudio, nuestro medio de eleccion para estudiar la
produccion de tricotecenos por cepas toxigénicas de Fusarium, seria PDA a extraer

alos 15y/6 21 dias.

En el medio PDA a los 15 dias de incubacion 11 aislados son positivos para la
produccion de algun tricoteceno: siete de ellos producen DON con valores desde
56.78 ug/kg hasta 404.32 ug/kg y 15-AcDON con valores desde 62.52 pg/kg hasta
504.55 pg/kg; otros dos aislados producen pequefias cantidades de 15-AcDON. Y
por ultimo dos aislados producen los tres tricotecenos DON, 3-AcDON, 15-AcDON,
en cantidades muy superiores (1727.89-3033.04 ug/kg de DON, 1709.23-1619.89
pg/kg de 15-AcDON y 20.55-29.54 ug/kg de 3-AcDON). La cepa de referencia F.
graminearum (CECT 2150), s6lo produce DON 68.31 pg/kg.

A los 21 dias de incubacioén, los dos aislados en los que sélo se detectaba una
pequefia cantidad de 15-AcDON a los 7 dias, no producen ninguna micotoxina.
Como dato relevante, a los 21 dias aparecen 8 muestras en las que se detecta 3Ac-
DON: en 3 de ellas se detecta, pero esta por debajo del limite de cuantificacién; en 5
aislados la cantidad de DON sobrepasa los 1000 pg/kg y también aumentan algunas
cantidades de 15-AcDON y 3-AcDON. La cepa de referencia sélo produce DON y

una cantidad no cuantificable de 15-AcDON a este tiempo de incubacion.

Los resultados obtenidos del analisis de deteccion y cuantificacion de
tricotecenos producidos por los aislados de F. graminearum estudiados coinciden
con el analisis realizado con PCR, que las identificaba como quimiotipos DON, ya
gue todos los aislados producen DON en alguna condiciéon. Estos resultados difieren
de otros trabajos similares, que sefialan al quimiotipo NIV como el mas prevalente

en Europa (Kim et al., 2003; Toth et al. 2008). Trabajos previos realizados por
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nuestro grupo de investigacion (Cerveré et al.,, 2007; Castillo et al.,, 2008),
corroboran sin embargo que en productos derivados de maiz destinados al consumo
humano, se detecta DON con elevada frecuencia, mientras que la presencia de NIV

es notablemente inferior.

Las especies de Fusarium designadas como pertenecientes al quimiotipo DON
se subdividen a su vez en otros dos grupos: quimiotipo DON/3-AcDON si es capaz
de formar DON y su 3-acetil derivado, y quimiotipo DON/15-AcDON si puede
producir DON y 15-AcDON (Llorens et al., 2006). Los resultados obtenidos por CG-
MS nos conducen a pensar que nuestros aislados pertenecen al quimiotipo DON/15-
AcDON, ya que en la mayoria de los analisis de los aislados producen estas dos
toxinas. Sin embargo, en algunos casos en el mismo andlisis o por separado en
distintas condiciones de cultivo, hasta 7 aislados han dado positivo para la deteccion
de 3-AcDON, a la vez que se detecta DON y 15-AcDON. En estos casos las
cantidades de 3-AcDON son inferiores a las de los otros tricotecenos. Estos
resultados coinciden con los de otros autores que obtienen en la mayoria de los

casos las tres micotoxinas (Szécsi et al., 2005, Toth et al., 2005).

Esto es importante para los consumidores porque en los granos siempre puede
haber presencia de algun tricoteceno, los cuales tienen distinto grado de toxicidad,
siendo el 15-AcDON mas toxico que el 3-AcDON. Los efectos que producen estas
toxinas nos solo son importantes en la salud humana y animal, sino que también
juegan un papel importante en la capacidad patégena de F. graminearum en
cereales (Lori y Rizzo, 2007).

Con los resultados obtenidos, podemos concluir que algunos de los aislados de
Fusarium spp., estudiadas tienen un alto potencial de produccion de las micotoxinas
evaluadas. Muchos estudios han demostrado que las micotoxinas de Fusarium spp.,
estdn muy distribuidas por la cadena alimentaria de la Comunidad Econdmica
Europea, siendo los productos hechos con cereales, especialmente trigo y maiz, las
principales fuentes de ingesta alimentaria de esas toxinas, aunque estas ingestas en
la poblacién adulta suelen estar por debajo de la IDT aplicable de la toxina en

cuestidon. Sin embargo, tratAndose de grupos de riesgo como el de los lactantes y el
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de los niflos pequefios, tales ingestas se acercan o incluso superan, en algunos
casos, la IDT (Reglamento (CE) n® 1126/2007).

Con relacion a la deteccion de especies toxigénicas, los métodos tradicionales
de deteccién, que incluyen el crecimiento del hongo en un sustrato y condiciones
ambientales adecuadas, extraccion de éstas del sustrato con disolventes organicos y
andlisis mediante técnicas cromatograficas, tienen como desventaja el largo tiempo
necesario para obtener resultados, asi como la alta sofisticacion de los procesos de
limpieza y/o derivatizacion (Konietzny and Greiner, 2003). Por otra parte, las
técnicas de inmunoensayo, pese a ser mas rapidas y sencillas, tienen como
inconveniente que se rigen por el concepto "una sustancia un ensayo". Es por ello

que la PCR se constituye como una alternativa rapida y precisa para este propésito.

La PCR para detectar cepas toxigénicas se lleva a cabo mediante iniciadores
que amplifican parcial o totalmente genes que codifican para la produccion de
micotoxinas, como Tox5-1/Tox5-2 y ToxP1/ToxP2. El primero de ellos detecta el gen
tri5 implicado en la sintesis de tricotecenos (Fekete et al., 1997; Desjardins, 2006)
mientras que el segundo amplifica los genes tri5 y tri6, implicados en la sintesis de
tricotecenos como DON y NIV. Aunque la presencia de estos genes no asegura la
produccion de tricotecenos como DON o NIV, su ausencia imposibilita la produccion.

En este trabajo, de los 377 aislados analizados se identificaron 26 aislados
potencialmente productoras de tricotecenos. En todos los casos en que se realizo la
comprobacion por métodos cromatograficos, los aislados en estudio, a excepcion de

tres, demostraron ser productores de estas micotoxinas.
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e Basicamente, la micobiota encontrada en este estudio pertenece a los
géneros Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Alternaria, Cladosporium,

Geotrichum y Fusarium.

e De acuerdo con los resultados obtenidos, el maiz con mayor porcentaje de
aislados de Fusarium spp., respecto a otros hongos es el maiz almacén,
seguido del maiz experimental cultivado en parcela de la Universidad

Politécnica y por ultimo el maiz campo.

¢ En el maiz experimental que no ha sido tratado con ningun producto fungicida
la totalidad de los granos estan contaminados, mientras se disminuye a casi la
mitad en el maiz almacén. En el maiz de campo, destinado al consumo

humano, se encuentra menor porcentaje de granos contaminados.

e En las Comunidades Autébnomas evaluadas se han obtenido valores similares
en la contaminacion por aislados del género Fusarium, sin diferencias
significativas excepto entre Madrid y Murcia. En cuanto la contaminacién por
otros géneros, si existen diferencias significativas entre los distintos origenes

geograficos.

e Respecto a los medios de cultivo utilizados en los analisis, tanto PDA-CL
como AVM son adecuados para aislar este tipo hongo de maiz aunque el medio
AVM mostré mayor selectividad para el género Fusarium.

¢ En todos los tipos de maiz analizados, la especie de Fusarium mas prevalente

es F. verticillioides.
e Se ha confirmado que la técnica de la PCR, es una herramienta adecuada

para la identificacion de hongos como Fusarium spp., F. graminearum, F.

oxysporum y F. verticillioides.
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e Mediante la secuenciacion de la region ITS1-5.85-ITS2 de los aislados de
Fusarium spp., seleccionados, se confirmé la identificacion previa por PCR de
aislados de F. verticillioides y F. graminearum y se identificaron aislados de F.
proliferatum y F. equiseti. Se comprueba que la region ITS es apta en la

identificacion de especies pertenecientes al género Fusarium.

e Este estudio muestra que en las poblaciones de Fusarium spp., existe una
alta diversidad, encontrdndose varios tipos genéticos aun dentro de la misma
especie. La utilizacion de la region IGS ribosomal, mediante el estudio de
RFLPs de las especies analizadas, F. graminearum, F. verticillioides, F.
proliferatum y F. equiseti, mostrd su diversidad genética dentro y fuera de la

seccion donde estan ubicadas.

¢ El método para el andlisis de tricotecenos a partir del medio de cultivo sélido
desarrollado en nuestro laboratorio es un procedimiento preciso y rapido para
evaluar la produccidon de tricotecenos por especies del género Fusarium. El

medio de eleccidn seria PDA, a extraer a los 15 y/6 21 dias.

¢ Algunos de los aislados de Fusarium spp., estudiados tienen un alto potencial
de produccion de las micotoxinas evaluadas. Los resultados obtenidos por CG-
MS conducen a pensar que los aislados de F. graminearum analizados
pertenecen al quimiotipo DON/15-AcDON, aunque también producen pequefas
cantidades de 3-AcDON.
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MEDIOS DE CULTIVO

Composicion de los medios de cultivo referida a un litro de agua destilada

AGAR PATATA DEXTROSA (PDA)

39 g de bacto-patata dextrosa agar (Difco)
1000 mL de agua destilada.

Se esteriliza en el autoclave durante 15 minutos a 121°C y se reparte en placas

AGAR PATATA DEXTROSA CON CLORANFENICOL (PDA-CL)

39 g de bacto-patata dextrosa agar (Difco)
0,5 g de cloranfenicol (Panreac)

1000 mL de agua destilada.

Para disolver el medio se lleva a la disolucion de ebullicién. Se esteriliza en el

autoclave durante 15 minutos a 121°C y se reparte en placas Petri.

Nota: EI medio PDA se emplea para el estudio general de hongos. Y el

cloranfenicol es un antibidtico que se utiliza para impedir el desarrollo de bacterias,

reduciendo asi la contaminacion.

AGAR VERDE DE MALAQUITA (AVM) (Castella et al., 1997)

Peptona Difco (Bacto™ Peptona): 15 g
Fosfato potasico mono — basico (KH2PO,) 19
Sulfuro magnésico heptahidratado (MgSO4 x 7H,O) 0,59

Disolucién de verde malaquita 2,5 ppm 1 Ml
Agar 209
Cloranfenicol 0,59
Agua destilada 1000 mL.
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La disolucion de verde malaquita se prepara previamente y se mantiene a
temperatura ambiente. El medio se esteriliza en autoclave 15 minutos a 121°C, y se
reparte en placas Petri.

Nota: ElI medio agar verde malaquita es especifico para especies del género

Fusarium.

AGAR SACAROSA EXTRACTO DE LEVADURA (YES)

Extracto de levadura 20 gramos

Sacarosa 150 gramos
Agar 20 gramos
MgSO4 x 7H,0O 0.5 gramos
Agua destilada 1000 mi

Se esteriliza por 15 minutos a 121°C

AGAR CZAPECK (CZ)

Sacarosa 30 gramos
NaNO3; 3 gramos
KoHPO4 1 gramos
MgSO4 x 7H,0O 0.5 gramo
KCI 0.5 gramos
FeSO4 x 7H20 0.01 gramos
Agar 15 gramos

Agua destilada 1000 mL

Las sales se disuelven por separado, dejando por ultimo el K,;HPO4 se mezclan los

componentes. Se esteriliza por 15 minutos a 121°C.

2. Reactivos y soluciones
Electroforesis clasica
Gel de agarosa

Agarosa D-1 Media EEO (Pronadisa)
Agarosa D-1 Alta EEO (Pronadisa)

Solucién de bromuro de etidio 10 mg/ml (Iberlabo)

Pesar la agarosa y transferir a un matraz, afiadir el tampon TAE 1X, calentar hasta
gue rompa a hervir, agitar y atemperar hasta 50°C. Los geles son tefiidos una vez

finalizada la electroforesis en una solucion 800 ml de Tampdén TAE 1X con 5 gotas
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de bromuro de etidio y dejando el gel entre 10-15 minutos para luego ser

visualizado.

Tampon de carga

Azul bromofenol 1% 2,5 ml
Ficoll 2,5 g

EDTAO05M 1 mi

Agua MilliQ 4 ml

Marcadores de pesos moleculares.

100 bp DNA LAdder Plus (Fermentas SM0323) de 100 a 3000 pb
50 bp DNA Ladder (BioLabs 323-1S) de 100 a 1517 pb

100 mM Tris- HCI pH 7.2

Se toma 1,211 gramos de Tris base cuyo peso molecular es 121.1gr/mol y se afora

con agua destilada hasta 100 ml, el pH se condiciona con acido clorhidrico.

100 mM EDTA pH 8

Se pesan 3.72 gramos de EDTA cuyo peso molecular es 372.2 g/mol y se afora con

agua destilada estéril hasta 100 ml.

10% SDS

Se pesan 10gramos de dodecil sulfato sodico (SDS), se adicionan 90 ml de agua
destilada estéril, se calienta a 68°C, se ajusta el pH a 7.2 con HCl y se afora a 100
ml, no necesita ser esterilizado

Solucion tampon:
100 mM Tris- HCl pH 7.2
100 mM EDTA pH 8
10% SDS pH 7.2

Se coloca en el tubo eppendorf 250 ul de cada uno y se mantiene todo en frio

Proteinaza K (20mg/ml).
Se pesan 20mg de proteinaza K y se le adiciona 1 ml de agua destilada estéril.
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NaCl 5M
Para 100 ml se pesan 29.22 gramos de NaCl y se le adiciona 80 ml de agua

destilada estéril y se afora a 100 ml.

CTAB/NaCl
Se pesan 10 gramos de Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) y se le
adicionan 100 ml de NaCl al 0.7 M (pesar 4.09 gramos de NaCl y diluirlos en 100ml

de agua destilada estéril).

Cloroformo/Alcohol isoamilico 24:1

Se mide 24 partes de cloroformo por una de alcohol isoamilico.

Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (25:24:1)
Se utilizo Phenol:Chloroform:lsoamyl Alcohol 25:24:1 Saturated with 10 mM Tris,
pH 8.0, 1 mM EDTA. de SIGMA.

TE
Pesar 121gramos de Trisma® base y 0.372 gramos EDTA disolver en 1000ml de

agua miliQ

Tampon TAE 50X

Trisma® base 2 M 242 gramos, acido acético glacial 50mM 57.1 ml. y EDTA 1mM.
Llevar a 1000 ml con agua destilada.

TAE 1X

20 ml de TAE 50X en 980 ml de agua

RNAsa
25 mg/mL
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Tabla 1: Porcentaje de granos contaminados maiz campo

PDA-CI AVM PDA-CI AVM
Muestra | N° granos | % granos | N°granos | % granos | Muestra | N°granos % granos | N°granos | % granos
F1 25 100 11 44 F52 0 0 0 0
F2 13 52 17 68 F53 2 8 5 20
F3 11 44 15 60 F54 4 16 0 0
F4 17 68 11 44 F55 4 16 1 4
F5 15 60 7 28 F56 10 40 3 12
F6 16 64 11 44 F57 20 80 8 32
F7 8 32 14 56 F58 0 0 1 4
F8 10 40 10 40 F59 17 68 10 40
F9 15 60 4 16 F60 5 20 2 8
F10 21 84 18 72 F61 2 8 11 44
F11 19 76 17 68 F62 8 32 2 8
F12 25 100 25 100 F63 4 16 1 4
F13 23 92 12 48 F64 10 40 6 24
F14 14 56 21 84 F65 1 4 0 0
F15 15 60 17 68 F66 6 24 5 20
F16 20 80 9 36 F67 2 8 0 0
F17 9 36 2 8 F68 6 24 1 4
F19 15 60 3 12 F69 9 36 1 4
F20 13 52 6 24 F70 1 4 0 0
F21 24 96 11 44 F71 1 4 2 8
F22 9 36 8 32 F72 0 0 2 8
F23 4 16 4 16 F73 5 20 5 20
F24 23 92 23 92 F74 5 20 3 12
F25 1 4 1 4 F75 9 36 5 20
F26 4 16 2 8 F76 10 40 5 20
F27 13 52 8 32 F77 1 4 0 0
F28 0 0 10 40 F78 3 12 2 8
F29 20 80 12 48 F79 1 4 0 0
F30 25 100 24 96 F80 12 48 15 60
F31 25 100 25 100 F81 8 32 9 36
F32 24 96 24 96 F82 11 44 7 28
F33 20 80 11 44 F83 5 20 10 40
F34 12 48 11 44 F84 10 40 6 24
F35 11 44 3 12 F85 2 8 7 28
F36 9 36 10 40 F86 5 20 3 12
F37 18 72 12 48 F87 2 8 7 28
F38 16 64 9 36 F88 6 24 2 8
F39 17 68 13 52 F89 10 40 5 20
F40 20 80 15 60 F90 2 8 4 16
F41 17 68 13 52 Fo1 4 16 7 28
F42 13 52 9 36 F92 2 8 3 12
F43 14 56 4 16 F93 3 12 3 12
F44 15 60 1 4 Fo4 9 36 2 8
F45 14 56 7 28 F95 4 16 6 24
F46 4 16 0 0 F96 1 4 3 12
F47 5 20 4 16 F97 2 8 2 8
F48 3 12 2 8 Fo8 1 4 1 4
F49 4 16 2 8 F99 17 68 17 68
F50 2 8 0 0 F100 4 16 5 20
F51 11 44 16 64 F101 7 28 3 12
Total 974 38.96 732 29.28
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Tabla 2: Distribucién de la contaminacion flingica en maiz campo

Medio Potato Dextrosa Agar con cloranfenicol (PDA-CI)

N°Ge

Muestra [Total [NCAlt [%AIlt [N°Asp [%Asp [N°Cla [%Cla |[N°Fus %Fus o %Geo N°Muc P6Muc [N°Pen PoPen
F1 39 0 34 87,18 0 5 12,8 0 0 0
F2 17 1 588 12 70,59 0 4 23,5 0 0 0
F3 11 0 2 18,18 0 4 36,4 0 5 45,45 0
F4 17 0 16 94,12 0 0 0 1 5,882 0
F5 16 0 10 62,5 0 0 1 6,25 5 31,25 0
F6 17 0 2 11,76 0 8 47,1 0 7 41,18 0
F7 9 0 5 55,56 0 0 0 4 44,44 0
F8 10 0 1 10 0 6 60 0 3 30 0
F9 10 0 4 40 0 1 10 1 10 4 40 0
F10 12 0 3 25 0 0 0 9 75 0
F11 22 0 10 45,45 0 11 50 0 1 4,545 0
F12 33 0 21 63,64 0 0 0 12 36,36 0
F13 23 0 13 56,52 0 0 0 10 43,48 0
F14 16 0 6 37,5 0 0 0 8 50 2 12,5
F15 16 0 15 93,75 0 0 0 0 1 6,25
F16 16 0 14 87,5 0 0 0 0 2 12,5
F17 12 0 9 75 0 0 0 2 16,67 1 8,33
F19 26 0 0 0 2 7,69 0 0 24 92,3
F20 19 0 3 15,79 0 0 0 0 16 84,2
F21 20 0 3 15 0 0 0 13 65 4 20
F22 11 0 4 36,36 0 0 0 4 36,36 3 27,3
F23 4 0 0 0 0 0 3 75 1 25
F24 33 0 2 6,061 0 22 66,7 0 8 2424 1 3,03
F25 1 0 0 0 0 0 0 1 100
F26 1 20 0 0 0 0 1 20 3 60
F27 16 0 2 12,5 0 8 50 0 0 6 37,5
F28 0O e e e e mmeeeemmeeee e
F29 33 0 4 12,12 0 5 15,2 0 0 24 72,7
F30 55 0 1 1,818 0 15 27,3 0 0 39 70,9
F31 187 0 5 2,674 0 6 3,21 0 1 0,535 175 93,6
F32 72 0 0 0 3 4,17 0 5 6,944 64 88,9
F33 20 0 3 15 0 1 5 0 0 16 80
F34 5 0 0 0 1 20 0 0 4 80
F35 30 0 4 13,33 0 2 6,67 0 0 24 80
F36 11 0 6 54,55 0 2 18,2 0 0 3 27,3
F37 16 0 4 25 0 6 37,5 0 0 6 37,5
F38 18 0 2 11,11 0 9 50 0 0 7 38,9
F39 31 0 4 12,9 0 5 16,1 0 0 22 71
F40 28 0 12 42,86 0 6 21,4 0 0 10 35,7
F41 24 0 5 20,83 0 12 50 0 2 8333 5 20,8
F42 15 0 3 20 3 20 6 40 0 0 3 20
F43 23 0 1 4,348 8 348 4 17,4 0 0 11 47,8
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Continuacioén tabla 2

Medio Potato Dextrosa Agar con cloranfenicol (PDA-CI)

Muestra [Total [N°Alt [0Alt [N°Asp eAsp [N°Cla [wCla [N°Fus PeFus [N°Geo peGeo [N°MucPeMuc [NPen poPen
Fas 18 1 556 4 22,22 0 3 16,7 0 0 10 556
Fas 0 0 0 0 0 0 5 100
Fa6 6 1 16,7 2 33,33 0 0 0 0 3 50
F47 6 1 16,7 0 1 16,7 2 33,3 0 0 2 33,3
Fas 1 0 0 0 3 75 0 0 1 25
Fa9 4 0 0 0 4 100 0 0 0
Fs0 P 1 50 0 0 0 0 0 1 50
F51  j1 0 0 0 10 90,9 0 0 1 9,09
F52 0 e e s
F53 P 0 0 0 1 50 0 0 1 50
F54 5 1 20 0 0 0 0 2 40 2 40
F55 5 2 40 0 0 1 20 0 0 2 40
Fs6 5 2 40 2 40 0 1 20 0 0 0
F57 15 0 0 0 0 0 15 100 0
F58 0 e e e e e e e
F59 Po 12 60 1 5 0 4 20 1 5 2 10 0
F60 6 2 33,3 0 0 2 333 2 333 0 0
F61 0 1 33,33 0 1 333 1 33,3 0 0
F62 B 0 0 0 3 100 0 0 0
F63 5 1 20 2 40 0 0 0 1 20 1 20
F64 10 0 0 0 9 0 1 10 0 0
F65 |1 0 0 0 0 0 0 1 100
F66 6 0 0 0 0 0 6 100 0
F67 P 1 50 0 0 0 0 0 1 50
F6s8 |1 0 0 0 1 100 0 0 0
Fe9 4 1 25 1 25 0 0 0 2 50 0
F70 I 0 0 0 1 100 0 0 0
F71 1 0 0 0 1 100 0 0 0
F72 0 e e s s s
F73 b5 4 80 0 0 0 0 0 1 20
F74 0 e e
F75 1 0 0 0 0 0 4 100 0
F76 b 1 20 0 0 4 80 0 0 0
F77 b 1 100 0 0 0 0 0 0
F78 B 2 66,7 1 33,33 0 0 0 0 0
F79 b 1 100 0 0 0 0 0 0
Fso 7 0 0 0 6 85,7 0 0 1 14,3
Fe1 B 1 125 1 12,5 0 6 75 0 0 0
Fe2 b 2 33,3 0 0 4 66,7 0 0 0
-
Fs4 10 0 0 0 7 70 3 30 0 0
Fe&s P 1 50 0 0 1 50 0 0 0
e —
Fe7 P 0 0 0 0 0 2 100 0
F8s b 0 0 0 6 100 0 0 0
Fe9 11 4 36,4 0 0 7 63,6 0 0 0
Foo P 0 0 0 2 100 0 0 0
Fo1 1 0 0 0 3 75 1 25 0 0
Fo2 B 0 0 0 0 0 0 3 100
F3 B 2 66,7 0 0 0 0 0 1 33,3
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Continuacion tabla 2

Medio Potato Dextrosa Agar con cloranfenicol (PDA-CI)

Total [N°Alt [AIt [NeAsp poAsp IN°Cla [scla [NoFus poFus NoGeo peGeo INeMucpemuc NePen poPen

Muestra
Fo4 4 0 0 0 4 100 0 0 0
F95 4 0 0 0 4 100 0 0 0
F96 1 0 0 0 0 1 100 0 0
Fo7 2 0 0 0 2 100 0 0 0
Fo8 1 0 1 100 0 0 0 0 0
F99 17 0 2 11,76 0 15 882 0 0 0
F100 4 0 0 0 4 100 0 0 0
F101 | 7 0 0 0 7 100 0 0 0
Total 1273 47 263 283 12 142 515
Medio verde malaquita (AVM)
Muestra [Total [N°Alt [26Alt [N°Asp [26Asp IN°Cla [%6Cla [N°Fus Fus [N°Geo psGeo [N°MucPeMuc [N°Pen PoPen
F1 12 0 6 50 0 5 41,67 0 0 1 8333
F2 17 0 0 0 17 100 0 0 0
F3 15 0 7 46,67 0 7 46,67 0 1 6,667 0
Fa 11 0 10 90,91 0 0 0 1 9,091 0
F5 8 0 8 100 0 0 0 0 0
F6 11 0 3 27,27 0 5 4545 0 3 2727 0
F7 9 0 5 5556 0 0 0 4 4444 0
F8 10 0 4 40 0 6 60 0 0 0
F9 4 0 0 0 1 25 0 3 75 0
F10 18 0 0 0 0 0 17 94,44 1 5556
F11 17 0 9 5294 0 7 4118 1 588 0 0
F12 38 0 11 28,95 0 0 0 20 5263 7 1842
F13 13 0 7 5385 0 0 0 4 3077 2 1538
F14 22 0 19 86,36 0 0 0 1 4545 2 9,001
F15 23 0 8 34,78 0 0 1 435 0 14 60,87
F16 9 0 5 5556 0 0 0 4 4444 0
F17 2 0 2 100 0 0 0 0 0
F19 3 0 0 0 2 66,67 0 0 1 3333
F20 6 0 6 100 0 0 0 0 0
F21 11 0 2 1818 0 0 2 182 7 6364 0
F22 8 0 1 125 0 4 50 0 1 125 2 25
F23 4 0 1 25 0 3 75 0 0 0
F24 26 0 0 0 25 9615 1 385 0 0
F25 1 0 1 100 0 0 0 0 0
F26 2 1 50 0 0 0 0 1 50 0
F27 8 0 0 0 8 100 0 0 0
F28 10 0 0 0 9 90 0 0 1 10
F29 20 0 0 0 4 20 0 0 16 80
F30 3 1 29 2 5714 0 17 4857 0 0 15 42,86
F3l 71 0 0 0 1 1,408 0 0 70 98,59
F32 61 1 16 0 0 1 1639 0 8 1311 51 8361
F33 15 0 0 0 4 2667 0 0 11 7333
F34 6 0 0 0 3 50 0 1 1667 2 3333
F35 5 0 2 40 0 2 40 0 0 1 20
F36 10 0 2 20 0 5 50 0 0 3 30
F37 12 0 2 16,67 0 8 66,67 0 1 8333 1 8333
F38 9 0 0 0 4 4444 0 3 3333 2 2222
F39 18 0 1 50556 0 3 16,67 0 0 14 77,78
F40 18 0 9 50 0 5 27,78 0 0 4 222
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Continuacion tabla 2

Medio verde malaquita (AVM)

Muestra [Total [N°Alt [06Alt [N°Asp [26Asp [N°Cla [%6Cla N°Fus eFus IN°Geo [6Geo IN°MuceMuc [N°Pen oPen
Fa1 16 0 2 125 0 10 625 0 0 4 25
F42 9 0 0 0 7 71,78 0 0 2 22,22
Fa3 6 0 1 1667 0 2 3333 0 0 3 50
Fa4 1 0 0 0 1 100 0 0 0
F45 7 0 0 0 3 428 2 286 0 2 2857
F46 e
Fa7 4 0 0 0 3 75 0 0 1 25
Fa8 2 0 0 0 2 100 0 0 0
F49 2 0 0 0 2 100 0 0 0
F50 e
F51 16 0 0 0 16 100 0 0 0
F52 e —
F53 5 0 0 0 5 100 0 0 0
F54 e —
F55 1 100 0 0 0 0 0 0
F56 3 0 2 6667 0 0 0 0 1 3333
F57 8 0 0 0 0 6 75 25 0
F58 1 0 0 0 0 0 0 1 100
F59 11 18 0 0 9 8182 0 0 0
F60 2 0 0 0 2 100 0 0 0
F61 11 0 0 0 11 100 0 0 0
F62 2 0 0 0 2 100 0 0 0
F63 1 0 0 0 0 0 100 0
F64 6 0 1 16,67 0 5 8333 0 0 0
F65 e
F66 5 0 0 0 3 60 2 40 0 0
F67 I
F68 1 0 0 0 1 100 0 0 0
F69 1 0 0 0 1 100 0 0 0
F70 e p—
F71 2 0 0 0 2 100 0 0 0
F72 2 0 2 100 0 0 0 0 0
F73 5 100 0 0 0 0 0 0
F74 3 0 0 0 0 0 100 0
F75 5 40 0 0 3 60 0 0 0
F76 5 20 0 0 4 80 0 0 0
F77 e
F78 2 50 0 0 0 0 50 0
F79 D
F80 15 0 0 0 15 100 0 0 0
Fsl 9 11 0 0 8 88,89 0 0 0
F82 7 0 0 0 7 100 0 0 0
F83 10 0 0 0 0 9 90 10 0
F84 6 0 0 0 6 100 0 0 0
F85 7 14 0 0 6 8571 0 0 0
F86 3 0 0 0 0 0 100 0
F87 7 0 0 0 7 100 0 0 0
F8s 2 0 0 0 2 100 0 0 0
F89 5 60 0 0 2 40 0 0 0
F90 4 0 0 0 4 100 0 0 0
Fo1 7 0 0 0 5 7143 1 143 14,29 0
F92 3 0 0 0 3 100 0 0 0
Fo3 3 0 0 0 3 100 0 0 0
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Continuacion tabla 2

Medio verde malaquita (AVM)

Muestra [Total [N°Alt [06Alt [N°Asp [26Asp [N°Cla [%6Cla [N°Fus eFus IN°Geo [6Geo IN°MucleMuc [N°Pen poPen
Fo4 0 0 0 1 50 0 1 50 0
F95 6 0 0 0 6 100 0 0 0
F96 3 0 0 0 0 3 100 0 0
F97 2 0 0 0 1 50 0 1 50 0
F98 1 0 0 0 1 100 0 0 0
F99 17 0 0 0 17 100 0 0 0
F100 5 0 0 0 5 100 0 0 0
F101 3 1 33 0 0 2 66,67 0 0 0
Total | 870 21 141 0 351 28 94 235
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Recuento de hongos maiz experimental

1° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P1pP1-1 4 6 6 4 7 Qzﬁzﬂ:ﬂlﬁ ssg Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
P1P12 2 8 6 7 6 Qgﬁ%ﬂ:ﬂ‘:ﬁ SSS_" Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
P.1.P.1-3 2 4 5 4 5 Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.1.P.1-4 3 2 2 6 7 Fusarium sp., Penicillium sp. Levaduras
P1pP1-5 1 2 3 4 2 ,szﬁtlacrlﬁ:llljl:s ;sg Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
P.1.v.1-1 1 - 2 1 - Penicillium sp. -
P.1.v.1-2 - 2 1 1 1 Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.v.1-3 1 2 3 4 1 Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.v.1-4 2 1 2 1 1 Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.V.1-5 2 3 3 1 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.1-1 2 2 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.1-2 4 2 1 1 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.1-3 3 2 3 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P2Pp 1.4 4 3 3 4 4 ,lf;\let?“rgiﬁirlije:nszg.Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
P2P15 3 2 2 1 2 Qgiirgiﬁirliﬁnsgs.Aspergillus sp., Fusarium sp., )
P.2.v.1-1 2 2 1 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
pP.2.v.1-2 2 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.1-3 2 1 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.v.1-4 3 3 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.vV.1-5 2 1 1 2 2 Fusarium sp. -
c1ipi11 - - - - - -
C.1.P.1-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
C.1.P.1-3 - - 1 - - Fusarium sp. Bacterias
C.1P.114 - - - - - -
C.1.pP15 - - - - - -
C.l1v.1-1 - - - - - Levaduras
C.1.v.1-2 - - - - - -
C.1.v.1-3 - - - - - -
C.1Vv.14 - 1 - - - Fusarium sp. -
C.1V.1-5 - - - - - -
C.2P.1-1 - - - - - -
C.2.P.1-2 - - - - - -
C.2.P.1-3 - - 1 - - Penicillium sp. -
C.2.P.1-4 - - - - - -
C.2P.1-5 - - 3 - - Penicillium sp. -
C.2V.1-1 - - - - - -
C.2V.1-2 - - - - - -
C.2V.1-3 - - - 1 - Alternaria sp. -
c.2Vv.14 - - - - - -
C.2V.1-5 - - - - - -
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1° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
N.1.P.1-1 2 - - - 1 Fusarium sp. -
N.1.P.1-2 - - 1 1 1  Aspergillus sp. -
N.1.P.1-3 1 - 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. Levaduras
N.1.P.1-4 1 1 1 1 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.1-5 1 1 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Levaduras
N.1.V.1-1 1 1 2 1 - Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.V.1-2 1 1 - - - Fusarium sp. Levaduras
N.1.V.1-3 - - - - - -
N.1.V.1-4 - - - - 1  Aspergillus sp. -
N.1.V.1-5 - - - - - Levaduras
N.2.P.1-1 1 2 1 1 - Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.P.1-2 - - - - - Levaduras
N.2.P.1-3 - - - - - -
N.2.P.1-4 - - - 1 - Fusarium sp. Levaduras
N.2.P.1-5 - - - - - Levaduras
N.2.V.1-1 1 - - - - Fusarium sp. -
N.2.V.1-2 1 - - - - Fusarium sp. -
N.2.V.1-3 - - - - - -
N.2.V.1-4 - - - 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.1-5 1 1 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -

2° MUESTREO

PLACA G1 G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.2-1 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.pP.2-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.P.2-3 1 3 1 1 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. Mucoral
P.1.P.2-4 2 1 2 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.P.2-5 2 1 1 2 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.v.2-1 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.v.2-2 2 1 1 1 1  Aspergillus sp., -
P.1.V.2-3 2 2 2 1 2 Aspergillus sp., -
P.1.v.2-4 2 3 2 3 3 Aspergillus sp., -
P.1.V.2-5 2 2 2 2 3 Aspergillus sp.,
pP.2.pP.2-1 1 2 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.2.P.2-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.2.P.2-3 1 2 1 1 2 Aspergillus sp. -
P.2.P.2-4 2 1 1 1 1 Aspergillus sp. -
P.2.P.2-5 2 1 2 2 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
pP.2.v.2-1 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., -
P.2.V.2-2 2 3 3 2 3 Aspergillus sp., , Fusarium sp. -
P.2.V.2-3 3 3 3 2 2 Aspergillus sp., , Fusarium sp. -
P.2.V.2-4 2 2 2 3 3 Aspergillus sp., , Fusarium sp. -
P.2.v.2-5 2 2 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
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2° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C.l1lP.2-1 2 1 1 1 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.1.P.2-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
C.1.P.2-3 1 1 1 - 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.1.P.24 1 1 1 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. Levaduras
C.1.P.2-5 1 - - 1 1  Aspergillus sp. -
C.l1v.21 1 1 1 1 - Aspergillus sp. -
C.1.Vv.2-2 - 1 1 - 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.2-3 - - - 1 - Aspergillus sp. -
c.1v.24 - - 1 - - Aspergillus sp. -
C.1Vv.25 1 1 - - 1  Aspergillus sp. -
C.2p.2-1 1 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2.P.2-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
C.2.P.2-3 1 - 1 1 - Aspergillus sp. -
C.2.P.24 1 - 1 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.2.P.2-5 1 1 - 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
c.2Vv.2-1 1 - - 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2Vv.2-2 2 1 - - 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2V.2-3 1 1 1 - 1  Aspergillus sp. -
C.2V.24 - 1 - - - Aspergillus sp. -
C.2V.2-5 1 1 1 2 - Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.2-1 2 1 1 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.1.P.2-2 1 - 1 - 1  Aspergillus sp. -
N.1.P.2-3 1 - - 2 - Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.1.P.2-4 1 2 2 2 - Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.1.P.2-5 1 1 2 - - Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.1.v.2-1 - 1 1 - 1  Aspergillus sp. -
N.1.V.2-2 1 1 - - 1  Aspergillus sp. -
N.1.V.2-3 - 1 - 1 1  Aspergillus sp. -
N.1.V.2-4 1 1 1 - - Aspergillus sp. -
N.1.vV.2-5 1 1 1 1 - Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.2.P.2-1 - 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.2-2 1 1 1 - 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. Levaduras
N.2.P.2-3 1 2 1 - 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Levaduras
N.2.P.2-4 2 - 1 2 1  Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Levaduras
N.2.P.2-5 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.V.2-1 2 1 2 - - Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.2-2 1 - 1 - - Fusarium sp. -
N.2.V.2-3 1 2 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.V.2-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. Bacterias
N.2.V.2-5 - 1 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
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3° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.3-1 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.P.3-2 2 2 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.P.3-3 1 2 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.3-4 2 2 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.1.P.3-5 2 1 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.3-1 1 2 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.V.3-2 3 2 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.3-3 3 1 1 3 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.3-4 2 1 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.3-5 1 1 3 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.P.3-1 1 1 1 1 1  Aspergillus sp., Aspergillus sp. -
P.2.P.3-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. Mucoral
P.2.P.3-3 1 1 1 2 1  Aspergillus sp. Mucoral
P.2.P.3-4 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. Mucoral
P.2.P.3-5 1 1 1 1 2 Aspergillus sp. Mucoral
P.2.v.3-1 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
pP.2.v.3-2 1 2 2 1 2 Aspergillus sp., -
P.2.V.3-3 2 1 2 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.3-4 3 2 1 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.3-5 3 2 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.1P.3-1 2 1 2 1 1  Aspergillus sp. -
C.1.P.3-2 1 1 - 1 - Aspergillus sp. -
C.1.P.3-3 1 - - 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. Levaduras
C.1.P.34 1 1 - - - Aspergillus sp. Levaduras
C.1.P.3-5 1 1 1 1 - Aspergillus sp. Bacterias
C.1.Vv.3-1 1 - - - - Fusarium sp. -
C.1.v.3-2 - - 1 - 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1Vv.3-3 1 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.34 1 - 2 - 1 Fusarium sp. -
C.1.v.3-5 1 - - - - Aspergillus sp. -
C.2P.3-1 2 1 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.3-2 2 3 1 1 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. Levaduras
C.2.P.3-3 1 1 1 1 2 Aspergillus sp. Levaduras
C.2.p.34 2 2 1 1 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp. -
C.2.P.3-5 2 2 2 1 1  Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2V.3-1 3 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2.V.3-2 3 2 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2Vv.3-3 2 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Mucoral
Cc.2Vv.34 1 2 1 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2V.3-5 - 1 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Mucoral
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3° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
N.1.P.3-1 - - - - - Levaduras
N.1.P.3-2 1 1 1 - 1 Fusarium sp. Levaduras
N.1.P.3-3 1 2 - 1 1 Fusarium sp. Levaduras
N.1.P.3-4 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
N.1.P.3-5 2 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
N.1.V.3-1 1 2 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., -
N.1.V.3-2 1 1 1 - 1 Fusarium sp. -
N.1.V.3-3 1 1 1 2 1 Fusarium sp., , Penicillium sp. -
N.1.V.3-4 1 1 1 2 - Fusarium sp., -
N.1.V.3-5 1 2 2 - 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.P.3-1 - - - - - Mucoral
N.2.P.3-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.P.3-3 1 1 1 1 2 Aspergillus sp. -
N.2.P.3-4 1 1 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
N.2.P.3-5 1 1 1 3 1 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.2.V.3-1 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.V.3-2 1 2 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.3-3 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.3-4 1 1 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.3-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -

4° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P1pa-1 3 5 3 2 5 ﬁzﬁﬁ:rlglgl:ltljlrﬁ Ssg Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
P1.P42 4 4 3 3 4 QZﬁ?&%:gﬁ SSS_" Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
PiP43 4 3 2 3 4 pebergilussp, Aspergilus sp. Fusarium sp, Bacterias
P.1.P.4-4 - - - - - Mucoral
P 1.P.4-5 3 5 3 6 4 gzﬁtlacrlglgl:{l;:s Ssrp)) Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
P.1.v.4-1 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.V.4-2 1 2 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.4-3 1 2 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.4-4 2 1 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.4-5 3 1 2 2 1 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.4-1 2 1 1 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.4-2 1 1 2 1 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.4-3 - - - - - Mucoral
P.2.P.4-4 3 1 1 2 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.4-5 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Aspergillus sp. -
P.2.v.4-1 1 3 3 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.4-2 1 2 2 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.4-3 2 4 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.vV.4-4 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.vV.4-5 2 3 2 3 2 Fusarium sp., -
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4° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C.l1P4-1 - - - - - Mucoral
C.1.P.4-2 2 1 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.1.P4-3 1 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.1.P.4-4 2 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.1.P.4-5 1 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.l1v4-1 2 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1Vv.4-2 2 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.4-3 2 2 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
c.1v.i4-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1v.4-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2P4-1 - - - - - Mucoral
C.2.P.4-2 - - - - - Mucoral
C.2.P4-3 - - - - - Mucoral
C.2.P4-4 - - - - - Mucoral
C.2.P.4-5 1 2 2 2 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2V4-1 2 1 1 2 1 Fusarium sp. -
C.2Vv.4-2 2 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2V.4-3 - - - - - Mucoral
C.2V.i4-4 - - - - - Mucoral
C.2Vv.4-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.P.4-1 1 2 - - 1  Penicillium sp. Levaduras
N.1.P.4-2 1 1 - 1 - Fusarium sp., Penicillium sp. Levaduras
N.1.P.4-3 1 1 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
N.1.P.4-4 4 - 6 2 - Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bact.,levaduras
N.1.P.4-5 2 4 4 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1.V.4-1 2 - - - - Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.V.4-2 1 - - - 1 Fusarium sp. -
N.1.V.4-3 - 2 - 1 - Fusarium sp. -
N.1.V.4-4 2 - - - - Fusarium sp. -
N.1.V.4-5 1 - - 1 1  Fusarium sp. -
N.2.P.4-1 2 2 1 2 2 Aspergillus terreus, Fusarium sp. Bacterias
N.2.P.4-2 1 2 2 2 1  Aspergillus terreus, Fusarium sp. Bacterias
N.2.P.4-3 2 3 1 1 2 Aspergillus terreus, Fusarium sp. Bacterias
N.2.P.4-4 1 2 1 1 1  Aspergillus terreus, Fusarium sp. Bacterias
N.2.P.4-5 1 1 1 1 2 Aspergillus terreus, Fusarium sp. Bacterias
N.2.V.4-1 1 1 1 2 1 Fusarium sp. -
N.2.V.4-2 2 1 2 1 1  Fusarium sp. -
N.2.V.4-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.4-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.4-5 1 1 1 1 2 Fusarium sp. -
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5° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.5-1 1 1 3 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.5-2 1 1 2 1 1  Aspergillus sp., Aspergillus terreus -
P.1.P.5-3 2 1 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.P.5-4 1 1 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.P.5-5 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.5-1 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.5-2 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.5-3 2 3 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.5-4 3 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.5-5 2 2 2 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.P.5-1 1 1 2 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.2.P.5-2 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.2.P.5-3 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.2.P.5-4 1 2 2 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.2.P.5-5 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.2.v.5-1 3 1 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
pP.2.v.5-2 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.5-3 2 3 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.5-4 2 3 2 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.5-5 3 3 7 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.1pP.5-1 2 2 2 1 2 Aspergillus terreus, Fusarium sp. -
C.1.P.5-2 3 2 2 1 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C1P5-3 5 5 5 3 5 QZﬁ%ﬁ:ﬂﬁ 'Ssg Aspergillus sp., Fusarium sp., )
C.1.P.5-4 2 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C1P55 3 1 5 3 5 éz;r)](lecrlﬂ:llljﬁ Ssrp)) Aspergillus sp., Fusarium sp., i
C.1.Vv.5-1 1 1 1 1 1  Fusarium sp. -
C.1.v.5-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.V.5-3 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.Vv.54 1 1 3 2 1 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.v.5-5 1 1 1 1 1  Fusarium sp. -
C.2.P5-1 1 1 1 2 2 Fusarium sp. Bacterias
C.2.P.5-2 2 2 2 3 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.P.5-3 1 2 1 2 1 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.p.54 3 1 1 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.P.5-5 2 1 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2V.5-1 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.V.5-2 1 2 2 1 1  Fusarium sp. -
C.2.Vv.5-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2V.54 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2V.5-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
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5° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
N.1.P.5-1 1 1 3 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.5-2 1 2 1 1 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.5-3 1 2 1 3 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.5-4 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
N.1.P.5-5 1 1 2 1 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
N.1.V.5-1 1 1 1 1 2 Fusarium sp. -
N.1.V.5-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.5-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.5-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.5-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.P.5-1 1 - - - 1  Penicillium sp. Bact.,levaduras
N.2.P.5-2 - - 1 1 - Aspergillus terreus, Penicillium sp. Bact.,levaduras
N.2.P.5-3 - - - - 1  Aspergillus terreus Levaduras
N.2.P.5-4 1 1 - - - Penicillium sp. Levaduras
N.2.P.5-5 - - 2 2 - Aspergillus sp., Penicillium sp. Levaduras
N.2.V.5-1 - - - 2 - Fusarium sp. -
N.2.V.5-2 - - - - - -
N.2.V.5-3 - 1 - - - Penicillium sp. -
N.2.V.5-4 - - 1 - - Penicillium sp. -
N.2.V.5-5 - - - - - -

6° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.6-1 2 2 3 3 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.6-2 1 1 2 1 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.6-3 2 1 1 2 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.6-4 3 1 1 2 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.6-5 3 1 2 2 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.V.6-1 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.V.6-2 2 1 1 1 2 Aspergillus sp. -
P.1.V.6-3 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.vV.6-4 1 1 2 1 1  Aspergillus sp. -
P.1.V.6-5 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.2.P.6-1 1 1 1 1 1  Aspergillus sp. -
P.2.P.6-2 2 1 1 1 1  Aspergillus sp. Mucoral
P.2.P.6-3 1 2 2 1 1 Aspergillus sp., Aspergillus sp. -
P.2.P.6-4 1 1 2 2 1 Aspergillus sp., Aspergillus sp. -
P.2.P.6-5 2 2 2 3 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. Mucoral
P.2.vV.6-1 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.6-2 3 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.6-3 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.6-4 2 2 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.6-5 2 3 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
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6° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C.1.p.6-1 - - - - - Mucoral
C.1.P.6-2 2 2 1 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.6-3 - - - - - Mucoral
C.1.P.6-4 - - - - - Mucoral
C.1.P.6-5 - - - - - Mucoral
C.1.v.6-1 2 1 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.6-2 1 2 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.6-3 3 2 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.6-4 2 2 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.V.6-5 2 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2.P.6-1 - - - - - Mucoral
C.2.pP.6-2 - - - - - Mucoral
C.2.P.6-3 - - - - - Mucoral
C.2.p.6-4 - - - - - Mucoral
C.2.P.6-5 - - - - - Mucoral
C.2.V.6-1 1 1 2 1 1 Fusarium sp. -
C.2.V.6-2 2 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.V.6-3 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2V.6-4 2 2 1 1 2 Fusarium sp. -
C.2.V.6-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.P.6-1 1 2 3 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1.P.6-2 1 1 1 2 1 Fusarium sp. Bacterias
N.1.P.6-3 1 3 2 1 1 Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1.P.6-4 1 2 1 3 1 Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1P 65 3 4 1 1 3 éz;r)](lecrlﬂ:llljﬁ Ssrp)) Aspergillus sp., Fusarium sp., i
N.1.V.6-1 1 1 1 1 1  Fusarium sp. -
N.1.V.6-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.6-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.6-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.6-5 2 1 1 2 1  Fusarium sp. -
N.2.P.6-1 2 4 3 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.2.P.6-2 1 4 5 5 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.6-3 3 2 3 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.2.P.6-4 5 5 7 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.6-5 3 2 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.6-1 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.6-2 1 1 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.V.6-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.6-4 1 1 1 2 1 Fusarium sp. -
N.2.V.6-5 1 1 1 2 5 Fusarium sp. -
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PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.7-1 1 1 1 1 2 Aspergilus flavus -
P.1.P.7-2 1 2 3 3 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Mucoral
P.1.P.7-3 1 2 3 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.7-4 2 1 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.7-5 3 2 4 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.v.7-1 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.7-2 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.vV.7-3 2 2 2 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.7-4 2 2 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.7-5 3 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.7-1 2 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.7-2 1 1 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.7-3 3 4 2 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.7-4 3 2 4 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.7-5 3 3 3 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.vV.7-1 2 2 3 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.7-2 4 4 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.7-3 3 2 3 4 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.7-4 3 3 5 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.7-5 2 2 3 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
Cl1lP.7-1 2 2 2 3 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1.P.7-2 1 5 1 3 3 Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1.P.7-3 2 2 1 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.l1P.7-4 3 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1.P.7-5 2 4 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1Vv.7-1 2 - 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.Vv.7-2 1 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1V.7-3 1 2 - 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.1Vv.7-4 1 3 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1.V.7-5 1 3 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C2P71 2 2 2 1 2 ﬁZﬁ%ﬂ:ﬂ‘ﬁ SSS_" Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
C2P72 2 3 3 2 éZﬁ%ﬁ:ﬂ‘:ﬁ SSS_" Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
C.2.P.7-3 2 1 4 2 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.P.7-4 - - - - - Mucoral
C2P75 4 4 5 2 1 ﬁZﬁ%ﬂ:ﬂ‘ﬁ SSS_" Aspergillus sp., Fusariums sp., Bacterias
C.2V.7-1 2 2 1 1 1 Fusarium sp., -
C.2V.7-2 1 2 2 1 1 Fusarium sp., -
C.2V.7-3 4 1 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C2V.7-4 2 1 5 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2V.7-5 1 2 3 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
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Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,

N.1.P.7-1 3 3 4 5 2 Penicilium sp. Bacterias
N.1.P.7-2 4 1 4 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.7-3 2 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.7-4 3 2 2 3 3 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.7-5 2 5 3 4 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.V.7-1 2 2 3 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.V.7-2 2 1 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
N.1.V.7-3 3 3 3 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
N.1.V.7-4 2 1 2 3 1 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.V.7-5 2 1 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
N.2P.7-1 4 4 3 1 4 ﬁZﬂﬁ;ﬂ:ﬂlﬁ ssg Aspergillus sp., Fusarium sp., i
N.2.P.7-2 5 3 3 4 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Levaduras
N2P73 3 5 3 1 1 phergilussp., Aspergilus sp., Aspergilus sp. Bacterias
N.2 P 7-4 4 3 1 4 5 QZﬁ%ﬁ:ﬂﬁ 'Ssg Aspergillus sp., Aspergillus sp., )
N.2.P.7-5 5 2 6 5 3 QZEzﬁ:tﬁ sg Aspergillus sp., Aspergillus sp., Bacterias
N.2.V.7-1 1 2 2 1 3 Penicillium sp. -
N.2.V.7-2 3 2 1 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.7-3 3 1 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.7-4 2 2 3 1 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.7-5 3 3 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
8° MUESTREO
PLACA G1 G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.8-1 4 3 5 4 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.8-2 3 4 3 5 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.1.P.8-3 3 2 3 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.8-4 4 2 3 4 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.8-5 4 4 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
pP.1.v.8-1 2 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.V.8-2 2 3 3 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.8-3 4 3 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.8-4 2 3 4 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.V.8-5 3 1 1 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.P.8-1 3 3 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
pP.2.P.8-2 4 4 3 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P2P83 3 3 4 2 3 pbergilussp, Aspergilus sp., Fusarium sp, Bacterias
P.2.P.8-4 4 3 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.8-5 3 3 3 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.v.8-1 2 1 1 1 1 Fusarium sp. -
P.2.v.8-2 1 2 1 1 2 Fusarium sp. -
P.2.V.8-3 1 2 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
pP.2.v.8-4 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.v.8-5 1 1 2 1 1 Fusarium sp. -
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8° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
N.1.P.8-1 2 2 3 4 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1.P.8-2 2 2 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.8-3 3 2 2 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1.P.8-4 6 4 3 4 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1P.85 5 4 3 3 4 ,szﬂirlglgl:llljl:s ;‘E Aspergillus sp., Fusarium sp., )
N.1.V.8-1 - - 1 1 2 Fusarium sp., -
N.1.V.8-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.8-3 2 1 1 2 1 Fusarium sp., -
N.1.vV.8-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.8-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.P.8-1 2 2 4 3 1  Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
N.2.P.8-2 1 2 2 1 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.2.P.8-3 2 3 1 2 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.2.P.8-4 3 2 2 2 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
N.2.P.8-5 2 2 2 4 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.2.V.8-1 3 2 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.8-2 2 3 2 2 2 Fusarium sp., , Penicillium sp. -
N.2.V.8-3 2 2 3 3 1 Fusarium sp., , Penicillium sp. -
N.2.V.8-4 3 3 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
N.2.V.8-5 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -

9° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.9-1 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Aspergillus sp. Mucoral
P.1.P.9-2 - - - - - Mucoral
P.1.P.9-3 2 2 3 2 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.9-4 1 2 2 2 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.9-5 2 2 2 3 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.V.9-1 2 3 2 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.9-2 1 3 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.9-3 2 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.V.9-4 3 3 1 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Mucoral
P.1.V.9-5 1 2 3 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.9-1 - - - - - Mucoral
P.2.P.9-2 - - - - - Mucoral
P.2.P.9-3 - - - - - Mucoral
P.2.P.9-4 - - - - - Mucoral
P.2.P.9-5 - - - - - Mucoral
P.2.V.9-1 1 2 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.9-2 2 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.9-3 2 1 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.vV.9-4 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.9-5 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
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PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C.1P.9-1 6 4 5 4 2 ,Szﬂtlacrlﬁ:ﬂl:s :‘S Aspergillus sp., Fusarium sp., )
C1P.9-2 5 4 4 6 5 ,Szﬂtlacrlﬂ::ﬂlrjns ssg Aspergillus sp., Fusarium sp., i
C.1.P.9-3 4 4 3 4 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.94 2 3 1 3 3 Aspergillus sp., Penicillium sp. Mucoral
C.1.P.9-5 - - - - - Mucoral
C.1v.9-1 5 6 6 6 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1.v.9-2 5 8 5 7 6  Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1.v.9-3 5 6 3 5 4 , Penicillium sp. -
C.1.v.94 4 6 6 5 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1.V.9-5 3 4 6 5 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.2.P.9-1 2 3 2 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.9-2 2 3 3 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.9-3 3 2 4 1 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P94 2 2 1 2 3 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.9-5 3 4 2 2 3 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2V.9-1 1 1 1 2 1 Fusarium sp. -
C.2.vV.9-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2V.9-3 2 2 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2V.94 1 1 1 2 1 Fusarium sp. -
C.2V.9-5 1 2 2 1 1 Fusarium sp. -
N.1.P.9-1 5 3 3 6 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.9-2 2 2 1 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.9-3 2 3 1 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.9-4 2 2 1 1 1 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.9-5 3 2 4 1 2 Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.1.vV.9-1 1 1 1 1 1  Fusarium sp. -
N.1.V.9-2 1 1 2 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.9-3 1 1 1 2 1 Fusarium sp. -
N.1.V.9-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.9-5 1 1 1 1 1  Fusarium sp. -
N.2.P.9-1 2 2 2 4 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.9-2 3 3 1 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.9-3 2 2 1 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.9-4 2 3 2 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.9-5 1 2 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
N.2.V.9-1 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.9-2 1 1 2 1 1  Fusarium sp. -
N.2.V.9-3 2 1 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.vV.9-4 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.V.9-5 1 1 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
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PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.10-1 - - - - - Mucoral
P.1.P.10-2 - - - - - Mucoral
P.1.P.10-3 - - - - - Mucoral
P.1.P.10-4 - - - - - Mucoral
P.1.P.10-5 1 2 2 2 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.v.10-1 1 3 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.V.10-2 1 2 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.10-3 1 1 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.10-4 1 1 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.10-5 3 4 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.P.10-1 5 4 5 7 6  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.2.P.10-2 5 4 5 4 3 Penicillium sp. -
P.2.P.10-3 3 4 5 4 6  Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.10-4 3 5 3 2 4 Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.10-5 - - - - - Mucoral
P.2.v.10-1 3 2 2 3 2 Penicillium sp. -
P.2.v.10-2 2 4 2 3 2 Penicillium sp. -
P.2.V.10-3 2 3 1 4 2 Penicillium sp. -
P.2.v.10-4 3 4 2 3 3 Aspergillus sp., -
P.2.V.10-5 3 4 2 1 3 Aspergillus sp., Bacterias
C.1.P.10-1 - - - - - Mucoral
C.1.P.10-2 - - - - - Mucoral
C.1.P.10-3 - - - - - Mucoral
C.1.p.10-4 - - - - - Mucoral
C.1.P.10-5 - - - - - Mucoral
C.1.v.10-1 1 2 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.10-2 1 3 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.10-3 1 2 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.10-4 2 2 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.V.10-5 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2.P.10-1 4 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.P.10-2 1 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.P.10-3 3 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.p.10-4 3 2 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.P.10-5 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. Bacterias
C.2.vV.10-1 4 3 1 2 3 Fusarium sp., -
C.2.V.10-2 2 2 3 2 4 Fusarium sp., -
C.2.v.10-3 4 4 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2.V.10-4 2 2 3 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2.V.10-5 3 2 4 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
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N.1.P.10-1 2 3 4 2 2 Acremonium sp., Fusarium sp. -
N.1.P.10-2 3 2 3 2 2 Acremonium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.10-3 3 4 3 3 3 Acremonium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.10-4 2 4 3 3 4 ézﬁglﬁﬂmrgpsp Aspergillus sp., Fusarium sp., )
N.1.P.10-5 5 > 3 3 4 égrrltalgﬁﬂlr]lirzpsp Aspergillus sp., Fusarium sp., )
N.1.V.10-1 2 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.10-2 1 1 1 2 2 Fusarium sp. -
N.1.V.10-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.10-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.10-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.P.10-1 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.P.10-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.P.10-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. Bacterias
N.2.P.10-4 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.P.10-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. Bacterias
N.2.V.10-1 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.V.10-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.10-3 1 1 1 2 1 Fusarium sp. -
N.2.V.10-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.10-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. Bacterias

11° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.11-1 2 3 2 2 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.11-2 - - - - - Mucoral
P.1.P.11-3 - - - - - Mucoral
P1pP11-4 3 4 3 3 3 QZEiﬂ:l&Lrjns ssg Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
P1P.11-5 3 3 4 3 3 éZﬁglﬂ:ﬂl:: Ss:)) Aspergillus sp., Fusarium sp., Mucoral
P.1.V.11-1 3 2 3 2 1 Fusarium sp., -
P.1.V.11-2 2 2 2 4 3 Fusarium sp., -
P.1.v.11-3 3 3 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.11-4 3 3 3 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.11-5 3 3 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.p.11-1 - - - - - Mucoral
P.2.P.11-2 3 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.11-3 2 3 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.11-4 3 3 3 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.11-5 4 1 2 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2V.11-1 3 3 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.11-2 5 3 4 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.11-3 3 3 2 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.v.11-4 3 3 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.11-5 1 2 2 4 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
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11° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
CAP11-1 5 6 5 4 3 égrr](al(r:r:llc:l:llr]lirgpsp Aspergillus sp., Fusarium sp., )
C.1.P.11-2 5 4 6 5 7  Acremonium sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.11-3 7 8 5 7 5 Acremonium sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
ciPi4 5 4 & 7 g Acremenium sp, Aspergilus sp, Fusarium sp., Bacterias
C1P115 3 6 7 4 4 Qg;ﬁgﬁﬂ;ﬂ@;p” Aspergillus sp, Fusarium sp., Bacterias
Cc.1.v.11-1 1 2 3 1 2 Fusarium sp., -
C.1.v.11-2 1 2 3 2 3 Fusarium sp., -
C.1.v.11-3 2 2 1 1 1 Fusarium sp., -
C.1.v.114 2 2 2 2 1 Fusarium sp., -
C.1.V.11-5 3 3 1 1 2 Fusarium sp., -
C.2P.11-1 3 2 2 2 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.2.P.11-2 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.2.P.11-3 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.2.P.11-4 3 2 2 2 3 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.2.P.11-5 1 1 2 2 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.2Vv.111 1 1 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2v.11-2 2 2 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2.v.11-3 1 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
c.2Vv.114 1 2 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2.V.11-5 1 2 1 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.P.11-1 1 2 4 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp, Penicillium sp. -
N.1.P.11-2 3 3 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp, Penicillium sp. Mucoral
N.1P.11-3 5 5 3 5 3 éZﬁﬂﬂ:ﬂl:: ;‘S Aspergillus sp., Fusarium sp., .

Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,
NiP11-4 2 3 3 3 3 b Sg. pergiius sp P -
N.1.P.11-5 2 2 2 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.vV.11-1 1 1 1 1 1  Fusarium sp. -
N.1.V.11-2 1 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.V.11-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.11-4 1 2 2 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.11-5 2 1 1 1 2 Fusarium sp. -
N.2.P.11-1 3 2 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.11-2 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.11-3 1 2 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.11-4 2 2 4 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.11-5 4 2 2 2 3 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.11-1 2 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.11-2 2 1 1 2 1  Fusarium sp. -
N.2.V.11-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.11-4 1 1 3 1 2 Fusarium sp. -
N.2.V.11-5 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
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12° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.12-1 - - - - - Mucoral
P.1.P.12-2 - - - - - Mucoral
P.1.P.12-3 - - - - - Mucoral
P.1.P.12-4 - - - - - Mucoral
P.1.P.12-5 - - - - - Mucoral
P.1.v.12-1 3 2 4 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.12-2 2 3 3 4 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.12-3 3 3 3 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.12-4 2 3 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.V.12-5 3 2 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P2p12-1 4 4 3 5 6 ézﬁglﬂ:ﬂtrj: :Fp)) Aspergillus sp., Fusarium sp., )

P 2P 12-2 5 4 4 6 4 ézﬁ:ecrlﬂ:llljlﬁ :S Aspergillus sp., Fusarium sp., )
P2P123 4 3 3 3 4 ASPergiussp Aspergilus sp, Aspergilus sp., Mucora
P 2P 12-4 4 5 6 3 4 égﬁ%ﬁ:ﬂlrjr? :S Aspergillus sp., Fusarium sp., )
PaPi2s 4 4 4 5 4 [beiess, e, Asperiussp. :
P.2.v.12-1 1 2 1 1 2 Fusarium sp., -
P.2.V.12-2 3 2 2 1 4 Fusarium sp., -
P.2.vV.12-3 2 3 2 2 1 Fusarium sp., -
P.2.v.12-4 2 3 2 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.V.12-5 2 2 2 3 1  Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.1.P.12-1 5 4 3 4 5  Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.1p.12-2 5 4 6 4 6 éZﬁ?cﬁ:llljl:: :S Aspergillus sp., Fusarium sp., )
C.1P.12-3 5 4 3 5 6 éiﬁ?cﬁ:ﬂlrjﬁ SSS Aspergillus sp., Fusarium sp., .
CAP12-4 4 4 8 5 4 éZﬁﬂ?l:lllJl:: ;‘S Aspergillus sp., Fusarium sp., .
Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,
C1P125 5 6 6 5 4 P LS Sg. pergiius sp P -
C.1v.121 2 3 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.v.12-2 2 3 2 3 3 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.v.12-3 2 3 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1v.12-4 2 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.v.12-5 3 4 2 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.12-1 4 3 4 4 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.12-2 3 5 4 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.p.12-3 3 2 4 6 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.12-4 3 2 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.12-5 3 3 2 3 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2Vv.12-1 1 2 2 1 1 Fusarium sp. -
C.2.v.12-2 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.v.12-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2V.12-4 2 2 2 2 1  Fusarium sp. -
C.2.V.12-5 2 2 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
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12° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
N.1.P.12-1 5 3 4 4 5 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.12-2 7 5 7 4 8 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.12-3 3 5 4 4 5 Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.12-4 5 4 6 7 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.P.12-5 3 3 4 5 7  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.V.12-1 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.12-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.12-3 1 2 1 1 2 Fusarium sp. -
N.1.V.12-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.1.V.12-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -

N.2 P.12-1 5 5 4 7 8 ézﬁlecrlglzjl:llljl;f SSF[)) Aspergillus sp., Fusarium sp., )
N.2 P.12-2 5 6 4 5 4 égﬁ%ﬁ:ﬂ?ﬁ :S Aspergillus sp., Fusarium sp., )
N.2.P.12-3 4 7 8 6 7  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.P.12-4 5 4 5 7 - Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.2.V.12-1 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.12-2 2 1 1 1 2 Fusarium sp. -
N.2.V.12-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
N.2.V.12-4 3 4 2 1 3 Fusarium sp., Penicillium sp. -
13° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.13-1 4 3 4 5 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Mucoral
P.1.P.13-2 3 4 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Mucoral
P.1.P.13-3 - - - - - Mucoral
P.1.P.13-4 3 4 3 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.P.13-5 - - - - - Mucoral
P.1.v.13-1 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.13-2 2 1 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.13-3 2 2 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.13-4 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.vV.13-5 2 2 1 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.P.13-1 3 2 5 4 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.13-2 5 3 4 2 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.13-3 3 5 4 4 6  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.13-4 2 4 3 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.13-5 3 2 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.V.13-1 2 2 2 3 1  Fusarium sp. -
P.2.v.13-2 1 2 1 2 1 Fusarium sp. -
P.2.v.13-3 1 1 1 2 1 Fusarium sp. -
P.2.vV.13-4 2 3 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.13-5 3 1 1 1 1  Fusarium sp. -
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13° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C.1.P.13-1 3 2 3 2 4 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
C.1.P.13-2 3 2 4 3 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1.P.13-3 2 2 3 4 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1.P.134 3 2 3 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1.P.13-5 2 3 2 3 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.1v.13-1 1 1 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.13-2 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.v.13-3 2 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.134 3 3 1 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.1.v.13-5 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2.P.13-1 6 5 7 6 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.P.13-2 3 5 6 4 7  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.P.13-3 5 7 4 6 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.P.13-4 3 5 5 5 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.P.13-5 3 3 5 4 5  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2Vv.13-1 1 2 1 1 3 Fusarium sp. -
C.2.v.13-2 2 2 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.v.13-3 2 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2Vv.13-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.V.13-5 2 2 1 1 1 Fusarium sp. -

14° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
P.1.P.14-1 4 3 4 3 3 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.14-2 3 4 3 5 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. Mucoral
P.1.P.14-3 2 3 2 2 3 Aspergillus sp., Penicillium sp. Mucoral
P.1.P.14-4 3 3 5 4 2 Aspergillus sp., Penicillium sp. -
P.1.P.14-5 2 3 4 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.1.V.14-1 1 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.1.v.14-2 2 2 3 1 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.v.14-3 2 2 2 5 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.vV.14-4 3 2 2 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.1.V.14-5 3 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
P.2.P.14-1 2 3 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Bacterias
P.2.P.14-2 2 2 4 4 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.14-3 3 3 4 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
P.2.P.14-4 3 3 4 3 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Mucoral
P.2.P.14-5 3 2 4 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. Mucoral
P.2.V.14-1 2 2 3 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.V.14-2 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
P.2.V.14-3 1 1 2 2 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
P.2.vV.14-4 1 1 1 1 3 Fusarium sp. -
P.2.V.14-5 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
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14° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C.1.P.14-1 - - - - Mucoral
C.1.P.14-2 - - - - - Mucoral
C.1.P.14-3 5 4 4 5 7  Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.14-4 7 4 6 5 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.14-5 7 5 6 7 4 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1v.14-1 2 2 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.v.14-2 2 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.v.14-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.v.14-4 2 1 1 2 1 Fusarium sp. -
C.1.v.14-5 2 1 1 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
C.2.P.14-1 3 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.14-2 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.14-3 2 3 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.14-4 3 3 3 3 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.P.14-5 2 2 2 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.V.14-1 3 2 2 2 4 Fusarium sp., -
C.2.V.14-2 2 2 1 1 2 Fusarium sp., -
C.2.V.14-3 2 3 1 2 2 Fusarium sp., -
C.2Vv.14-4 3 1 1 1 1 Fusarium sp., -
C.2.V.14-5 3 2 2 2 1 Fusarium sp., -
N.1.P.14-1 - - - - - Mucoral
N.1.P.14-2 - - - - - Mucoral
N.1.P.14-3 - - - - - Mucoral

Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,
N1P14-4 3 4 3 3 3 b Sg. pergiius sp P -
N.1.P.14-5 2 2 3 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
N.1.V.14-1 2 1 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.V.14-2 1 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.V.14-3 2 2 1 2 1 Fusarium sp. -
N.1.V.14-4 2 2 2 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.1.V.14-5 2 2 3 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.P.14-1 2 2 3 1 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.2.P.14-2 1 2 1 1 2 Aspergillus sp. -
N.2.P.14-3 2 2 1 1 1  Aspergillus sp. -
N.2.P.14-4 2 1 2 2 2 Aspergillus sp. -
N.2.P.14-5 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -
N.2.V.14-1 2 3 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
N.2.V.14-2 2 2 2 2 3 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
N.2.V.14-3 2 2 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp. -
N.2.V.14-4 3 3 2 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
N.2.V.14-5 2 1 2 1 1  Aspergillus sp., Fusarium sp. -
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15° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C.1.P.15-1 2 3 3 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.15-2 3 2 2 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.15-3 1 1 2 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.P.154 1 1 1 2 1 Penicillium sp. -
C.1.P.15-5 2 2 1 1 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.v.151 3 3 2 2 3 Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1.v.15-2 2 2 1 1 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.V.15-3 2 4 2 3 2 Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.1.v.154 2 1 2 2 2 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.1.V.15-5 3 3 4 3 4 Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C2P15-1 4 3 3 3 5 ézﬁglﬂ:ﬂtrj: :Fp)) Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
C2P152 5 4 3 3 6 ﬁgﬁ%ﬂ:ﬂ‘ﬁ ;‘3” Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
C.2.P.15-3 5 4 4 2 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.P.154 4 3 7 3 3 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.P.15-5 4 2 3 2 2 Aspergillus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Bacterias
C.2.v.15-1 3 4 2 2 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2.v.15-2 1 2 1 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., -
C.2.v.15-3 2 2 1 3 2 Aspergillus sp., Fusarium sp., , Penicillium sp. -
C.2.Vv.15-4 1 2 1 1 1 Fusarium sp., Penicillium sp. -
C.2.v.15-5 1 2 1 1 1  Aspergillus sp., Penicillium sp. -

16° MUESTREO

PLACA Gl G2 G3 G4 G5 HONGOS OTROS
C1P16-1 3 > > 4 1 ézﬁtecrlglgl:ﬂtrj: ;sg Aspergillus sp., Fusarium sp., )

Aspergillus sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,
C1P162 3 3 3 4 3 P SE. pergiilus sp P -
ciP163 6 3 3 2 2 /F*,Zﬁfcrlﬂ:'lﬂ‘;f SSS Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
C.1P.16-4 > 3 > 1 > égﬁ%ﬂ:ﬂ?ﬁ :Fp)) Aspergillus sp., Fusarium sp., )
C1P 165 1 3 5 3 3 ézﬁtlacrlﬂ:llr:: ssg Aspergillus sp., Fusarium sp., .
C.1.v.16-1 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.v.16-2 1 2 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.v.16-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.1.v.16-4 1 1 1 1 1  Fusarium sp. -
C.1.vV.16-5 1 2 2 2 1  Fusarium sp. -
C.2.p.16-1 - - - - - Mucoral
C.2.P.16-2 - - - - - Mucoral
C.2.P.16-3 - - - - - Mucoral
C2P.164 4 4 3 3 5 ﬁZﬁ%ﬂ:ﬂ‘ﬁ SSSI" Aspergillus sp., Fusarium sp., Bacterias
C.2.P.16-5 - - - - - Mucoral
C.2.v.16-1 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.V.16-2 1 1 2 1 1 Fusarium sp. -
C.2.V.16-3 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.vV.16-4 1 1 1 1 1 Fusarium sp. -
C.2.V.16-5 2 1 1 1 3 Fusarium sp., Penicillium sp. -
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Figura 32. Electroferograma obtenido mediante programa CHROMAS. Secuencia
“hacia delante” (forward). Aislado F30P51
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ura 33. Electroferograma obtenido mediante programa CHROMAS. Secuencia “hacia
atras” (reverse) Aislado F30P51
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Figura 35. Electroferograma obtenido mediante programa CHROMAS. Secuencia “hacia

atras” (reverse). Aislado P 5.5.1
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Figura 36. Electroferograma obtenido mediante programa CHROMAS. Secuencia “hacia
delante” (forward). Aislado P.2.V.4-4
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Secuencia “hac

. Aisldo P.2.V.4-4

Figura 37. Electroferograma obtenido mediante programa CHROMAS
atras” (reverse)



Yo vengo de montafas que se abrazan,
de selvas y montes que cantan,

de rios y quebradas que rien;

donde se disfruta bien,

lo bueno que es ser hombre, Colombia.

Gracias a Dios

Y
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