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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue establecer una metodologia para diferenciar entre las cepas:
Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum y Fusarium subglutinans. Para lograr este objetivo,
se analizaron 10 muestras de maiz provenientes de cinco diferentes estados de la Republica
Mexicana, se aislo e identificd a nivel especie la micobiota presente en cada una de las muestras,
encontrando Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum y Rhizopus como las especies mas frecuentes. Las cepas pertenecientes al
género Fusarium fueron resembradas para obtener cultivos monospoéricos y a partir de ellos realizar

la extraccion de ADN para posteriormente ser utilizado en los analisis de Biologia Molecular.

Los estudios de Biologia Molecular estuvieron enfocados en la secuenciacion de los genes TEF-1a;
gen de la calmodulina asi como en la utilizacion de primers especificos para diferenciar entre las
especies Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum y Fusarium subglutinans. Los resultados
de la secuenciacién de las cepas de estudio fueron comparados contra secuencias de cepas de
referencia, de esta manera se pudieron determinar las especies presentes. En la mayoria de las
muestras analizadas resultaron estar presentes F. verticillioides y F. subglutinans y en ocasiones
ambas especies. Fusarium proliferatum no fue detectado por ninguna de las metodologias

utilizadas.

Finalmente se logré establecer una metodologia adecuada para identificar y diferenciar
oportunamente entre las cepas de F. verticillioides, F. proliferatum y, F. subglutinans en granos de
maiz proveniente de diferentes estados de la Republica Mexicana; importante por diversas razones:
la primera debido a que cuando los hongos atacan a los granos de maiz producen diversas
enfermedades en la planta tales como la pudricién del tallo y la mazorca, provocando de esta
manera grandes pérdidas econémicas. La segunda, debido a que F. verticillioides, F. proliferatum y

F. subglutinans pueden estar produciendo micotoxinas dafiinas para la salud humana y animal.

Palabras clave: Fusarium verticillioides; Fusarium proliferatum; Fusarium subglutinans; PCR,;

gen TEF-1a; gen calmodulina.
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Abstract

The aim of this study was to establish a methodology to differentiate between strains: Fusarium
verticillioides, Fusarium proliferatum and Fusarium subglutinans. To achieve this goal, the
mycobiota of 10 corn samples from five different states of the Mexican Republic was analyzed.
Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum and Rhizopus were isolated and identified as the most common species. Strains
belonging to the genus Fusarium were replated for spore cultures and from these perform DNA
extraction for analysis through Molecular Biology.

Molecular biology studies were focused on the sequencing of the TEF-1a genes; calmodulin gene
as well as the use of specific primers reported by Mule, 2004, to differentiate between species
Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum, and Fusarium subglutinans. The results of
sequencing of the studied strains were compared against reference strains sequences and thus it was
possible to determine the species present. In most of the corn samples F. subglutinans and F.
verticillioides were found and in some samples these two species were found. Fusarium

proliferatum was not detected by any of the methodologies used.

Finally a suitable methodology was established to identify and differentiate between strains of F.
verticillioides, F. proliferatum and F. subglutinans in maize kernels from different states of the
Mexican Republic. This is important for several reasons: first because when fungi attack maize
kernels produce various plant diseases such as stalk rot and ear thereby causing great economic
losses, and second, it is because strains of F. verticillioides, F. proliferatum and F. subglutinans

may be producing harmful mycotoxins to human and animal health.

Key words: Fusarium verticillioides; Fusarium proliferatum; Fusarium subglutinans; PCR; TEF-

la gene ; calmodulin gene.
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INTRODUCCION

Las especies Fusarium verticillioides (sinbnimo F. moniliforme), Fusarium proliferatum y
Fusarium subglutinans pertenecen a la seccién Liseola de Fusarium (Nelson et al., 1981), son
ampliamente conocidos por contaminar diversos granos alrededor del mundo, especialmente el
maiz, en el cual causan pudricion del tallo y de la espiga (Nelson et al., 1981; Leslie et al., 1990;
Logrieco et al., 1993; Bottalico, 1998; Faria et al., 2012). Ademas de las pérdidas econémicas que
pueden causar en el campo y de la reduccion de la calidad de las semillas, éstos patégenos producen
micotoxinas que son acumuladas en los tejidos y pueden acarrear severas consecuencias en la salud
humana y animal (Bottalicco 1998; Diwania y Joshi, 2013). Cada una de estas especies tiene un
perfil especifico de produccidn de micotoxinas incluyendo a las fumonisinas (Nelson et al., 1993),
acido fusarico (Bacon et al., 1996), moniliformina (Marasas et al. 1984), beauvericina y
fusaproliferina (Moretti et al., 1996).

Los métodos actualmente empleados para la identificacion y diferenciaciéon de F. verticillioides, F.
proliferatum y F. subglutinans de otras especies de Fusarium estan basados principalmente en el
analisis morfolégico. Estos métodos son relativamente simples y econémicos en cuanto al material
utilizado, sin embargo, son muy laboriosos y puede que transcurran semanas antes de tener el
resultado. Ademas, estos métodos son sumamente dependientes de la experiencia del analista
debido a que estas especies suelen ser muy similares, presentando muy pocas diferencias
morfoldgicas y dificultando el diferenciar cada una de ellas. Por otro lado, técnicas como la
utilizacion de marcadores moleculares y el uso de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
suelen ser mas réapidas y especificas. Las técnicas basadas en el analisis a nivel molecular tienen
grandes perspectivas dentro del campo del andlisis de patdgenos que atacan a las semillas debido a
gue, se requiere muy poca cantidad de ADN para confirmar la presencia de uno o varios patdgenos,

segun sea el interés del estudio (Faria et al., 2012).

Existen diversos reportes en la literatura acerca del uso de la PCR para la deteccion de F.
verticillioides, F. subglutinans y F. proliferatum; de éstos estudios reportados se decidié trabajar
con la metodologia y “primers” disefiados por Mulé et al.(2004) ya que éstos “primers” han
comprobado su utilidad para detectar a éstas tres cepas patdgenas en granos provenientes de

diferentes partes del mundo; asi mismo, éstos “primers” fueron sometidos a diferentes pruebas de




especificidad en un estudio realizado por Faria et al.(2012) en la Universidad de Maranga, Brazil,
estos estudios reportados, permiten sustentar la especificidad de los “primers” en al menos 2
regiones del mundo diferentes. Por ello, se decidié trabajar con estos “primers” para el analisis de
maiz mexicano.




Objetivo General
Establecer una estrategia basada en técnicas de Biologia Molecular que permitan la

identificacion y diferenciacion especifica y rapida de tres cepas: Fusarium verticillioides, Fusarium
proliferatum y Fusarium subglutinans en granos de maiz (Zea mays L) provenientes de diferentes
estados de la Republica Méxicana.

OBJETIVO PARTICULAR 1
Cuantificar, aislar e identificar la micobiota presente en los granos de maiz a analizar

para posteriormente realizar la identificacion morfoldgica a nivel género y especie (claves

especializadas Leslie y Sumerell, 2006) de los aislados.

OBJETIVO PARTICULAR 2
Extraer ADN a partir de cultivos monospdricos de los aislados del género Fusarium

por el método de extraccion organica con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico descrito por
Sambrook 2001.

OBJETIVO PARTICULAR 3
Obtener las secuencias parciales de los genes TEF-1a y gen de la Calmodulina (CaM)

del ADN total aislado de las cepas de Fusarium mediante un equipo de secuenciacion automatica
para posteriormente analizar las secuencias obtenidas y compararlas con secuencias de cepas de
referencia y mediante un dendograma (método UPGMA) determinar la especie a la que pertenece

cada cepa.

OBJETIVO PARTICULAR 4
Realizar PCR con “primers” especificos de las especies utilizando los disefiados por

Mulé et al., 2004 para la deteccion de F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans
directamente en granos de maiz y comparar los resultados con los obtenidos por medio de la

secuenciacion de las muestras.

Hipotesis de trabajo
Si el gen TEF 1-a (factor de elongacion de la transcripcion) y el gen de la calmodulina (CaM)

presentan suficientes diferencias en sus secuencias entre las cepas F. verticillioides, F. proliferatum
y F. subglutinans y éstas diferencias se mantienen entre las especies independientemente de la zona
geografica y condiciones climatoldgicas en donde las cepas hayan crecido, sera posible identificar

dichas especies patdgenas a través del estudio y secuenciacion de éstos genes.




Capitulo 1| Antecedentes

Toda la gloria del mundo cabe en un grano de maiz...

José Marti
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Capitulo 1. Antecedentes

1.1. El maiz

1.1.1. Generalidades del maiz
Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente “lo que sustenta la vida”

(FAO, 1993). El maiz es la planta més domesticada y evolucionada del reino vegetal. El origen y la
evolucion del maiz es un misterio, porque ha llegado a nosotros altamente evolucionado, sin que se
conozcan formas intermedias. Es el cereal de los pueblos y culturas del continente Americano. Las
mas antiguas civilizaciones de América —desde los olmecas y teotihuacanos en Mesoamérica, hasta
los incas y quechuas en la region andina de Sudamérica- estuvieron acompafiadas en su desarrollo
por esta planta. ElI maiz es el cereal que méas importancia ha tenido en varios sectores de la
economia a escala mundial en el siglo XX y en los inicios del XXI. En los paises industrializados,
el maiz se utiliza principalmente como forraje, materia prima para la produccion de alimentos
procesados Y, recientemente para la produccién de etanol. Por el contrario en algunos paises de
América Latina y, cada vez mas en paises africanos, un gran porcentaje del maiz que se produce o
importa se destina al consumo humano. En este sentido, el maiz ha sido y sigue siendo un factor de
sobrevivencia para los campesinos e indigenas que habitan en la mayoria de los paises del
continente Americano. Desde el punto de vista alimentario, econémico y social, el maiz es el

cultivo mas importante en México (Serratos, 2009).

Botanicamente el maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las gramineas y es una planta anual
alta dotada de un amplio sistema radicular fibroso. Se trata de una especie que se reproduce por
polinizaciéon cruzada y la flor femenina (elote, mazorca, choclo o espiga) y la masculina
(espiguilla) se hallan en distintos lugares de la planta. Las panojas —a menudo, una por tallo- son
las estructuras donde se desarrolla el grano, en un ndmero variable de hileras (12 a 16),
produciendo de 300 a 1000 granos, que pesan entre 190 y 300 g por cada 1000 granos. El peso
depende de las distintas practicas genéticas, ambientales y de cultivo. El grano constituye
aproximadamente el 42 % del peso en seco de la planta. EI maiz es a menudo de color blanco o
amarillo, aunque también hay variedades de color negro, rojo y jaspeado. Hay varios tipos de
grano, que se distinguen por las diferencias de los compuestos quimicos depositados o almacenados
en él. Las variedades cultivadas fundamentalmente para alimentacion comprenden el maiz dulce y

el reventador, aunque también se usan en buena medida el maiz dentado, el amilacea o harinoso y




el cristalino; éste ultimo también se utiliza para pienso. EI maiz normal inmaduro en la panoja es
objeto de gran consumo, hervido o tostado. EI maiz harinoso es un grano con endospermo blando
que se emplea mucho como alimento en México, Guatemala y los paises Andinos. EI maiz de tipo
dentado tiene un endospermo calloso y vitreo a los lados y en la parte posterior del grano, en tanto
que el nucleo central es blando. El maiz de tipo cristalino posee un endospermo grueso, duro y
vitreo, que encierra un centro pequefio, granuloso y amilécea (FAO, 1993).

1.1.2. Estructura del grano de maiz
Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacion de los productos de la

fotosintesis, la absorcion a través de las raices y el metabolismo de la planta de maiz en la
inflorescencia femenina denominada espiga. Esta estructura puede contener de 300 a 1000 granos
segun el numero de hileras y el diametro de la longitud de la mazorca. El peso del grano puede
variar mucho, de aproximadamente 19 a 30 g por cada 100 granos (FAO, 1993). Estos granos de
maiz estan constituidos principalmente de tres partes: la cascarilla, el endospermo y el germen
(Figura 1.1). La cascarilla o pericarpio es la piel externa o cubierta del grano, que sirve como
elemento protector. EI endospermo, es la reserva energética del grano y ocupa hasta el 80% del
peso del grano. Contiene aproximadamente el 90% de almidén y el 9% de proteina, y pequefias
cantidades de aceites, minerales y elementos traza. EI germen contiene una pequefia planta en
miniatura, ademas de grandes cantidades de energia en forma de aceite , que tiene la funcién de
nutrir a la planta cuando comienza el periodo de crecimiento , asi como otras muchas sustancias
necesarias durante el proceso de germinacion y desarrollo de la planta ( Red por una América latina
libre de transgénicos, 2004).
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Figura 1.1. Partes de la semilla del maiz




1.1.3. Composicion quimica y valor nutritivo
Existe un numero considerable de datos sobre la composicion quimica del maiz y

maltiples estudios han sido llevados a cabo para tratar de comprender y evaluar las
repercusiones de la estructura genética de un numero relativamente elevado de variedades de
maiz existentes en su composicion quimica, asi como la influencia de los factores ambientales
y las préacticas agronémicas en los elementos constitutivos quimicos y en valor nutritivo del
grano y sus partes anatdmicas. La composicion quimica tras la elaboracion para el consumo es
un aspecto importante del valor nutritivo, y en ella influyen la estructura fisica del grano,
factores genéticos y ambientales, la elaboracion y otros eslabones de la cadena alimenticia
(FAO, 1993).

El grano maduro de maiz estd integrado por distintos tejidos que conforman: el germen
embrién (12%), responsable de formar una futura nueva planta; el endospermo (82%),
estructura de almacenamiento del grano que constituye su principal reserva energética; y el
pericarpio o cubierta del grano (5%) que protege a la semilla de la entrada de hongos y
bacterias antes y después de la siembra. El restante 1% corresponde a los restos del pedicelo en
la base del grano (FAO, 1993). Como se muestra en la Cuadro 1, las partes principales del

grano de maiz difieren considerablemente en su composicion quimica:

Cuadro 1.1.Composicion quimica proximal de las partes principales de los granos de maiz (%) (FAO,
1993)

Componente quimico  Pericarpio Endospermo  Gérmen

Proteinas 3.7 8.0 18.4
Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidén 7.3 87.6 8.3
Azucar 0.34 0.62 10.8

La importancia de los cereales en la nutricion de millones de personas de todo el
mundo es ampliamente reconocida. Debido a su ingesta relativamente elevada en los paises en
desarrollo, no se les puede considerar solo una fuente de energia, sino que ademas suministran
cantidades notables de proteinas. Los granos de cereal tienen una baja concentracion de proteinas y

la calidad de éstas se halla limitada por la deficiencia de algunos amino&cidos esenciales, sobre todo




lisina. Un hecho mucho menos conocido es que algunos cereales contienen un exceso de ciertos
aminoécidos esenciales que influye en la eficiencia de la asimilacion de proteinas, ejemplo clasico
de ello es el maiz, pues otros cereales presentan limitaciones iguales, pero menos evidentes. Segun
algunos investigadores (Hagan et al., 1995), es el triptéfano, no la lisina, el principal aminoécido
limitante de las proteinas del maiz, lo cual puede ser cierto en el caso de algunas variedades con una
concentracion elevada de lisina o para productos de maiz que hayan sido sometidos a algun tipo de
elaboracion. Todos los investigadores han coincidido, en cambio, en que la adicion simultanea de
lisina y triptéfano mejora considerablemente la calidad de las proteinas del maiz, como se ha

demostrado experimentalmente con animales (FAO 1993).

1.1.4. Utilizacién del maiz como alimento
Hasta hace algunas décadas, tradicionalmente el maiz habia sido destinado

fundamentalmente a la alimentacion humana y animal. Sin embargo, en los ultimos afios con el
avance en los conocimientos cientificos y tecnoldgicos aplicados al estudio del maiz, se pueden
obtener una variedad de productos a partir de este grano, incluidos los no alimentarios. Entre los
principales productos que se pueden obtener a partir del maiz se encuentran los siguientes: proteinas
y fibras, dextrosa, etanol, jarabe de alta fructuosa, aceites, almiddn, glucosa, colorante,
maltodextrinas, sorbitol, etc., Esta variedad de productos que actualmente se fabrican a partir del
maiz, hasta hace unos pocos afios no habian significado problema alguno para la dindmica de la
oferta mundial. Con la entrada de los biocombustibles desde hace menos de una década, se observa
gue la oferta mundial aunque reacciona a los incrementos de los precios, no lo ha podido hacer a la
misma velocidad a la que se mueve la demanda, si a lo anterior le sumamos los efectos adversos del
cambio climético en la produccién agricola de los ultimos afios, podemos explicar una buena parte
de los incrementos en los precios de los productos agricolas y su impacto en el sector alimentario
mundial. En general, puede decirse que el maiz tiene tres aplicaciones posibles: alimento, forraje y
materia prima para la industria (SAGARPA 2011).

1.1.4.1. Maiz Grano
Como alimento, se puede utilizar todo el grano, maduro o no, o bien con técnicas de

molienda en seco se pueden obtener un amplio nimero de productos intermedios, como por
ejemplo: sémola de particulas de diferentes tamafios, sémola en escamas, harina y harina fina, que a
su vez tienen un gran numero de aplicaciones en una amplia variedad de alimentos; como se
observa en la Figura 1.2 el maiz cultivado en la agricultura de subsistencia continua siendo

utilizado como cultivo alimentario béasico alrededor del mundo (FAO, 1993). México es el




principal productor de maiz blanco en el mundo. Asi mismo, este es el cultivo més importante del
pais ya que representa aproximadamente el 35% de la superficie sembrada durante un afio agricola,
tanto para cultivos ciclicos como perennes. Ademas de que se consumen alrededor de 20 millones
de toneladas de este cereal en nuestro pais. Por otro lado, la produccién de maiz amarillo representa
aproximadamente el 5% de la produccion nacional de maiz en México (Figura 1.3). Asi mismo,
contrario al superavit de maiz blanco, el mercado de maiz amarillo es deficitario. Dadas las
condiciones actuales, se estima que éste continie aumentando en el mediano y largo plazo (SFA
SAGARPA 2011)
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Figura 1.3. Situacidn de la produccién de maiz grano en México. Fuente: SAGARPA, 2012

1.1.4.2. Maiz Forrajero
En lo que respecta a la aplicacion de maiz como forraje (Ver Figuras 1.4 y 1.5), en los

paises desarrollados mas del 60% de la produccién se emplea para elaborar piensos compuestos
para aves de corral, cerdos y rumiantes; en los Gltimos afios, aln en los paises en desarrollo en
donde el maiz es un alimento fundamental, se utiliza un porcentaje méas elevado de la produccion de
piensos. Desde hace relativamente poco, el maiz “de elevada humedad” ha despertado gran interés
como alimento para animales, debido a su menor costo y a su capacidad de mejorar su eficiencia de

la transformacion de los alimentos (FAO, 1993).
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1.2. Principales hongos que atacan al maiz

Todos los productos agricolas son invadidos por diversos microorganismos durante su

desarrollo en el campo, siendo los hongos los més abundantes

y la principal causa de

enfermedades, ocasionando severas pérdidas econémicas al reducir el potencial de produccion de
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los cultivos que atacan. En particular los granos y las semillas son invadidos por diversos hongos en
el campo, entre ellos: Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium y muchos otros que
causan enfermedades a las plantas y que son transmitidos de un ciclo a otro a través de las semillas.
Por otra parte, también los granos y semillas son invadidos por hongos cuyo héabitat natural no es el
campo sino el almacén, la bodega, el silo y las trojes, siendo principalmente especies de Aspergillus
y Penicillium. De tal manera que los hongos presentes en los granos y semillas tradicionalmente han
sido divididos en tres grupos, “hongos de campo” y “hongos de granos almacenados” u “hongos de
almacén”; entendiéndose por almacén el sitio donde los granos se guardan para Su preservacion sea,
un silo, una bodega o una troje; por otra parte se incluye un tercer grupo; el cual incluye a los
hongos que colonizan granos y otros productos alimenticios que han sufrido deterioro bioldgico

previo, a los que se les ha denominado “hongos de deterioro avanzado” (Moreno, 1988).

1.2.1. Hongos de campo
Los hongos de campo requieren humedades relativas de 90% a 100%. Los dafios que

causan a los granos dependen en gran medida de la severidad del ataque y del hongo que se trate.
Si el ataque es muy severo puede practicamente destruir el grano como frecuentemente sucede con
las pudriciones de las mazorcas de maiz por especies de Fusarium; si el ataque no es severo el
hongo permanece en la semilla sin afectarla aparentemente, y ésta es la forma en que muchos

hongos son transmitidos por la semilla de un ciclo agricola a otro ver Figura 1.6.
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—— capacidad de
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Figura 1.6. Ciclo de infeccién por Fusarium en granos de maiz (Figura: Garcia B., 2014)

A continuacion se describen brevemente algunos de los hongos de campo que més comunmente

atacan a los granos:
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1.2.1.1. Alternaria
Este género incluye varias especies saprofiticas, endofiticas y patogénicas, que pueden colonizar

diversos héabitats tales como superficies de edificios, monumentos, celulosa, papel, textiles, tierra,
asi mismo, puede hallarse sobre los tejidos muertos de plantas secas (Muller y Korn, 2013; Rotem
1994). Ademas, el género Alternaria se considera un importante patégeno de las plantas y puede
causar grandes pérdidas econdmicas cuando infecta a productos agricolas y vegetales (papa,
zanahoria, cebolla), frutos (tomate, manzana, citricos), cultivos oleaginosos, cereales y plantas
ornamentales. (Bottalico y Logrieco, 1998; Logrieco et al., 2009). Los granos de cereales son
frecuentemente invadidos por especies de Alternaria, particularmente A. alternata que causa la
enfermedad conocida como “punta negra” la cual consiste en la decoloracion del gérmen y la
semilla. La infeccion por Alternaria es frecuente cuando en el campo persisten las lluvias, o la
frecuencia de riego es exagerada durante el crecimiento del grano, aunque la incidencia més alta ha
sido observada en climas relativamente secos (Logrieco et al., 2003). Algunas especies pueden

producir micotoxinas en plantas infectadas asi como en productos agricolas (Logrieco et al., 2003).

1.2.1.2. Cladosporium
Este hongo de campo, se ha encontrado en mazorcas de maiz que se almacenan con altos contenidos

de humedad. Tienen la capacidad de crecer a bajas temperaturas ain bajo 0°C, crece en carne
refrigerada. Su actividad toxigena no ha sido claramente definida. Las semillas de maiz muy
infectadas pueden tener manchas verdes oscuras 0 negras, 0 estrias que se extienden desde las
puntas del grano. A simple vista las colonias se pueden confundir con Alternaria (Moreno 1988;
CIMMYT 1997).

1.2.1.3. Diplodia maydis (Berk)
Es un patégeno importante del maiz. Las mazorcas infectadas con D. maydis pueden causar

micotoxicosis al ganado vacuno y ovino que las ingiere. Este hongo causa tizén de las plantulas,

pudricién del tallo y de la mazorca (Moreno, 1988)

1.2.1.4. Fusarium
Por otra parte, algunos hongos de campo ponen en peligro la salud de los animales domésticos y la

del hombre, entre éstos hongos se encuentran algunas especies de Fusarium; hongo que
desafortunadamente es muy comun en los cultivos agricolas, en particular en los cereales. En el
Cuadro 1.2. se muestran las especies de Fusarium con mayor incidencia alrededor del mundo asi

como las micotoxinas que producen.
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Cuadro 1.2. Especies de Fusarium, estado sexual conocido, principales hospederos agricolas, regiones
endémicas y micotoxinas que producen mayormente (Glenn, 2007)

Estado Regiones Endémicas

Especies de Fusarium

Teleomorfo

Granos

de Incidencia

Micotoxinas

F. avenaceum

Gibbberella

avenacea

Maiz y granos

pequefios

Todo el mundo

MON, BEA, FUS

F. crookwellense

Desconocido

Granos pequefios

Todo el mundo

NIV, ZEA, FUS

Maiz y granos

F. culmorum Desconocido . Todo el mundo DON, ZEA, NIV, FUS
pequefios
. . Gibberella
F. fujikuroi B . Arroz Todo el mundo GB, MON, BEA, FB
fujikoroi
F. globosum Desconocido Maiz Africa FB, BEA, FP

F. graminearum

Gibberella zeae

Maiz y granos

Todo el mundo

DON, ZEA, NIV, FUS

pequefios
F. kyushuense Desconocido Trigo Japon NIV, T2, DAS
F. langsethiiae Desconocido Granos pequefios Europa DAS, T2, HT2, BEA
F. napiforme Desconocido Mijo y sorgo Africa y Argentina FB, MON
) Gibberella o ]
F .nygamai . Sorgo Africay Argentina FB, MON, BEA
nygamai
) DAS, NIV, BEA, FUS, T2,
F. poae Desconocido Granos pequefios Todo el mundo T
) Gibberella
F. proliferatum . ] Maiz Todo el mundo FB, MON, BEA, FP
intermedia
F. pseudoanthophilum Desconocido Maiz Africa BEA
F. Gibberella Africa, Australia,
. . Granos pequefios » DON, ZEA
pseudograminearum coronicola América del Norte
F. pseudonygamai Desconocido Mijo Africa MON, FP

F. sporotrichioides

Desconocido

Granos pequefios

Todo el mundo

T2, HT2, DAS, BEA, FUS

. Gibberella .
F. subglutinans ) Maiz Todo el mundo MON, BEA, FP
suglutinans
) Gibberella
F. thapsinum . Sorgo Todo el mundo MON
thapsina
Gibberella
F. verticillioides . ] Maiz Todo el mundo FB, FUS, MON
moniliformis

BEA, beauvericina; DAS, diacetoxyscirpenol; FUS, fusarin; NIV, nivalenol; ZEA, zearalenona; DON

deoxinivalenol; GB giberelina, FB, fumonisina; FP, fusoproliferin; T2,Toxina T-2; HT2 toxina HT-2; MON

moniliformina.
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1.2.1.5. Fusarium verticillioides
Anteriormente era conocido como F. moniliforme; actualmente el nombre de F. verticillioides es

el que tiene prioridad y es aceptado en forma general, por lo cual, este es el nombre que debe de ser
usado para ésta especie. Esta ampliamente distribuido alrededor del mundo y particularmente esta
asociado al maiz donde puede causar pudricion del tallo y podredumbre de la mazorca, lo cual
puede resultar en grandes pérdidas y reduccion en la calidad del grano. Es mas comdn en climas
secos y calidos; su infeccion es particularmente dafiina si comienza antes de la floracion. F.
verticillioides puede entrar sistematicamente desde la semilla, a través de heridas en la planta o
infecciones en la espiga. De estas diferentes rutas, la infeccion del grano ocurre mas eficientemente
cuando las cepas estan en la espiga. El dafio que causa F. verticillioides se manifiesta
principalmente en granos individuales o en ciertas areas de la mazorca. Los granos infectados
desarrollan un moho algodonoso (Figura 1.7) o rayas blancas en el pericarpio y germinan estando
aun en el olote. Por lo general, las mazorcas invadidas por barrenadores del tallo son infectadas por
esta especie. Este hongo produce micotoxinas conocidas como fumonisinas, que son toxicas para
algunas especies animales.

Morfol6égicamente Fusarium verticillioides es idéntico a las cepas de F. thapsinum, también es
muy similar a F. proliferatum pero ésta Gltima se caracteriza por formar cadenas de microconidios a
partir de polifialides como se aprecia en la Figura 1.7. Las cadenas de microconidios producidas por
F. proliferatum habitualmente son mas pequefias que las producidas por F. verticillioides; F.
verticillioides y F. thapsinum. pueden ser diferenciados de manera fiable solamente utilizando
pruebas de apareamiento o marcadores moleculares. F. verticillioides es similar en algunos aspectos
a F. nygamai el cual forma cadenas cortas de microconidios o falsas cabezas en las monofialides. F.
nygamai, sin embargo, forma clamidosporas y macroconidios en esporodoquio (Leslie y Sumerell,
2006; CIMMYT, 2004).

Figura 1.7. Colonia de F. verticillioides formada en maiz (x8) microconidios en cadena (x 1000) tipicos
de F. verticillioides (Fotografias: Warham, 1997)
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1.2.1.6. Fusarium proliferatum
Es un agente causante de varias enfermedades de gran impacto econémico en algunas plantas como

el maiz, cebada, esparragos, trigo; algunos otros cultivos dafiados por este hongo son los platanos y
los arboles de pino (Fanelli et al., 2012). La distribucion en maiz de esta especie es particularmente
alta en el Sureste de Europa (Logrieco et al., 2002; Jurado et al., 2004) aunque también ha sido
reportado en Nepal (Desjardins et al., 2000) y México (De Souza y Formento, 2004). F.
proliferatum produce diferentes micotoxinas entre la cuales estan: moniliformina (Marasas et al.,
1984), acido fusérico (Bacon et al., 1996), beauvericina (Logrieco et al., 1998) fusaproliferina
(Ritieni et al., 1995) y fumonisinas (Ross et al., 1990). Morfologicamente F. proliferatum
pertenece a la seccion Liseola del género Fusarium (Nelson et al 1983) y a la fase teleomorfa
Gibberella itermedia, perteneciente al complejo G. fujikuroi estd compuesto por al menos 13
especies bioldgicas reproductivas hasta el momento aisladas (Leslie y Summerell 2006; Scauflaire
etal., 2011; Van Hove et al., 2011).

1.2.1.7. Fusarium subglutinans
Fusarium subglutinans es un patégeno encontrado principalmente en regiones frias del mundo

donde el maiz es cultivado. Es considerado una de las especies que mas infectan al maiz, causando
pudricion del tallo y la mazorca (Faria et al., 2012). Las especies de F. subglutinans por lo general,
no producen fumonisinas, y si las llegaran a producir es en niveles muy bajos, sin embargo, puede

producir otras micotoxinas como la beauvericina (Leslie y Summerell 2006).

1.2.1.8. Fusarium graminearum.
El ascomyceto filametoso F. graminearum (teleomorfo Gibberella zae) es el principal agente

patégeno que provoca pudricién del tallo y podredumbre de la mazorca (Miedaner et al., 2008), este
hongo puede causar enfermedades en trigo, cebada y otros granos por lo cual se ha convertido en un
serio problema en diversos paises alrededor del mundo, apareciendo mas comdnmente en climas
frios. En general, F. graminearum causa enfermedades en las cosechas dentro de las primeras
semanas Y resulta en grandes pérdidas econdmicas ademas de causar problemas en la salud humana
y animal por ingesta de granos contaminados (Pestka y Smolinski, 2005). Por ejemplo, en Estados
Unidos y Europa, F. graminearum reduce significativamente la produccion de la cosecha, asi
mismo, se encuentra contaminando los granos con micotoxinas del grupo de los tricotecenos, tales
como: deoxinivalenol y nivalenol. Como se aprecia en la Figura 1.8, las semillas de maiz infectadas
son de color rosado a café rojizo; microscOpicamente se caracteriza por la prevalecia de
macroconidios (Garvey y McCormick, 2008; CIMMYT, 2004).
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Figura 1.8. Colonia de F. graminearum formada en maiz (x8); macroconidios (x1000) tipicos de F.

graminearum (Fotografias: Warham, 1997)

El combate de los hongos de campo estd muy ligado al buen manejo de los cultivos
durante su desarrollo, lo cual implica empleo de variedades resistente a enfermedades y a plagas, el
uso adecuado de fertilizantes y fungicidas, la oportunidad de los riegos y todas aquellas practicas
agricolas que permitan el desarrollo de plantas sanas y vigorosas, y por Ultimo una cosecha a tiempo
y un manejo post-cosecha adecuado (CIMMY'T, 2004).

1.2.2. Hongos de almacén
Los hongos de almacén pueden crecer en humedades relativas de 65% a 90%,

condiciones de humedad muy frecuentes en el almacenamiento de granos. Estos hongos causan
diversos dafios a los granos y semillas almacenadas, siendo los méas sobresalientes la reduccién del
poder germinativo de las semillas, por el ennegrecimiento de los granos y la produccién de

micotoxinas (Moreno, 1988).

1.2.2.1. Penicillium
Causa pudricion de la mazorca del maiz asi como dafios durante el almacenamiento. La pudricion

de la mazorca del maiz causa pérdidas de poca importancia. No obstante, la pudricién del grano de
maiz y de trigo en condiciones de humedad y temperaturas elevadas puede ser importante. Se
reduce la germinacién y se produce tinzén de las plantulas; estos problemas son particularmente
importantes en la semilla del maiz dulce. ElI dafio mas frecuente es causado por Penicillium
oxalicum, aunque en ocasiones puede haber otras especies asociadas. Muchas veces la infeccion
esta asociada con el dafio causado por insectos en la mazorca. Como se muestra en la Figura 1.9, un
polvo de color azul verdoso muy conspicuo crece entre los granos y sobre la superficie del olote

(raquis). Los granos dafiados por el hongo desarrollan un color amarillento y rayas visibles en el

17

—
| —



pericarpio. Microscopicamente Penicillium presenta conidiéforos largos que se ramifican en forma
de escoba, con fiélides en forma de frasco que producen largas cadenas de abundantes conidios. Los
conidios son esféricos u ovalados y, bajo el microscopio parecen cuentas de vidrio. (CIMMYT,
1997; 2004).

e

W ey

Figura 1.9. Colonias de Penicillium en maiz (x8) y conidiéforo y conidios de Penicillium ( x1000)
(Fotografias: Warham, 1997)

1.2.2.2. Aspergillus flavus.
Causa pudricién de mazorca, esta enfermedad puede constituir un problema serio cuando se

almacenan mazorcas infectadas con alto contenido de humedad; es la principal causa de deterioro
del maiz almacenado con un contenido de humedad superior al 15%. Las semillas de maiz y trigo
severamente infectadas son incoloras y arrugadas. Las especies de Aspergillus flavus y A.
parasiticus se reconocen por su produccion de cabezas conidiales compactas, esféricas o en forma
de columnas, de un tono verde amarillento muy claro, verde amarillento intenso, café olivaceo 6
café como se observa en la Figura 2.0. Aspergillus flavus y A. parasiticus producen micotoxinas,
conocidas como aflatoxinas, las cuales afectan el buen sabor del grano, ademas de que resultan

toxicas para mamiferos, aves e incluso el hombre (CIMMYT, 1997; 2004)

Figura 2.0. Colonias de A. flavus en maiz (x32) y (x8) respectivamente (Fotografias: Warham, 1997)
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1.2.2.3. Aspergillus niger
Causa pudricion de la mazorca de maiz, forma masas pulvurentas negras de esporas gque cubren los

granos y el olote o raquis (Figura 2.1), a diferencia de A. glacus, A. flavus y A. ochraceus, cuyas
masas normalmente son amarillas-verdosas. A. niger es la principal causa de deterioro del maiz
almacenado con un contenido de humedad superior al 15%. Reduce la germinacion de las semillas.
Este hongo se reconoce por la produccion de cabezas de esporas compactas, esféricas o en forma
de columnas, en un tono negro, negro verduzco, negro parduzco, negro purpureo o negro carbon
(Figura 2.1). Las semillas de maiz y trigo severamente infectadas son incoloras y arrugadas
(CIMMYT, 1997; 2004).

9a

Figura 2.1. Colonias de A. niger en maiz (x8) ; conidios de A. niger (x1000) ; (Fotografias: Warham, 1997)

1.2.3. Hongos de deterioro avanzado
Estos hongos proliferan en productos almacenados en altas humedades relativas superiores

al 90%. Su caracteristica bioldgica principal, es la der ser excelentes degradadores de materia
organica. Este tercer grupo de hongos puede invadir a los granos y otros productos que han estado
bajo pésimas condiciones de almacenamiento, condiciones que en ocasiones se inician en el campo;
por ejemplo, cuando se dejan las mazorcas de maiz en plantas en el campo o bien en las trojes o
bodegas bajo condiciones de alta humedad, como es el casos de almacenamiento de grano forrajero
a la intemperie. Estos hongos practicamente destruyen a los granos y a los productos gque invaden
debido a su alta capacidad de degradar la materia organica y ademas algunos de ellos tienen la

capacidad de producir micotoxinas (Moreno, 1988)

1.2.3.1. Trichoderma
Causa pudricién de la mazorca de maiz. Hongo del suelo, se le ha encontrado en mazorcas de maiz

en avanzado estado de deterioro. Efectos insignificantes; a menudo es un invasor secundario

después del dafio foliar severo causado por otros hongos o por la infeccion de la mazorca de
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Bipolaris maydis. Desarrolla colonias muy caracteristicas en la semilla con grupos algodonosos o
como penachos que crecen con rapidez, con cojines de conidios blancos, verdes amarillento verdes
brillantes (Figura 2.2). Trichoderma a menudo actua como parasito y se desarrolla sobre otros
hongos presentes (Moreno, 1988; CIMMYT 1997).
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Figura 2.2. Crecimiento de Trichoderma en granos de maiz (x8); conidios y conidi6foros de
Trichoderma (1000) (Fotografias: Warham, 1997)

1.2.3.2. Rhizopus
Causa pudricion de la mazorca de maiz por Rhizopus. Es un hongo que se encuentra en el suelo en

toda clase de materia organica vegetal en descomposicién. Para su desarrollo requiere ambientes
con humedades relativas de 95-100%. Causa pérdidas menores de poca importancia. Puede ser
importante entre las pudriciones de almacenamiento en condiciones de humedad y temperaturas
elevadas. Se ha aislado de granos de maiz en avanzado estado de deterioro. La colonia en la semilla
se extiende con rapidez y por medio de estolones con abundante micelio gris suelto (Figura 2.3).
Los estolones producen numerosos esporangioforos de color café y rizoides. EI hongo es tan comdn
en las semillas de maiz que en las pruebas para detectar otros patdgenos a menudo se toman
precauciones para evitar el desarrollo de Rhizopus, por ejemplo mediante la esterilizacion

superficial de las semillas con hipoclorito de sodio. (Moreno, 1988; CIMMYT 1997).

Figura 2.3. Crecimiento de Rhizopus en granos de maiz ( x8); conidios y conidiéforos (x1000).

(Fotografias: Warham, 1997)
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1.2.3.3. Trichothecium
Este hongo es comun en el suelo y en materia organica, semillas y ensilados en avanzado estado de

deterioro. No causa enfermedades, es un sapréfito comun e invasor secundario. La colonia en la
semilla por lo general parece una corteza de color rosado salmén con la produccién de numerosos
conidios. Las colonias pueden tener forma de cojin o ser pulverulentas (Figura 2.4) (Moreno-
Martinez 1988; CIMMYT, 1997)

Figura 2.4. Crecimiento de Trichothecium en granos de maiz ( x8); conidios y conidi6foros (x400)
(Fotografias: Warham, 1997)

1.3. Micotoxinas
Las 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; en la Figura 2.5 se observan
las condiciones climatoldgicas que pueden estar favoreciendo el crecimiento de hongos, asi mismo,
se muestra la introduccion de granos contaminados dentro de la cadena alimenticia. Las
micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al principio de la fase estacionaria del
crecimiento del moho (Gémez, 2008; Gimeno, 2011). Son compuestos policetonicos resultantes de
las reacciones de condensacion que tienen lugar cuando en determinadas condiciones fisicas,
quimicas y bioldgicas se interrumpe la reduccion de los grupos cetonicos en la biosintesis de los
acidos grasos realizada por los mohos. Estos metabolitos secundarios no son necesarios para el
crecimiento o reproduccion del hongo en cuestion, a diferencia de los metabolitos primarios (los
acidos grasos son metabolitos primarios utilizados por los mohos como fuente de energia). Hasta el
momento no se conoce bien la funcién biol6gica 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 hospedante, siendo muy activas

frente a plantas (fitotoxinas), animales (micotoxinas) y microorganismos (biocidas) inhibiendo su
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crecimiento e incluso produciendo su muerte cuando compiten con éstos por los nutrientes y por el
habitat. Por lo tanto, las micotoxinas constituyen un factor de riesgo para la sanidad humana y
animal ya que pueden producir enfermedades y trastornos en el hombre y los animales,
denominados micotoxicosis (Wu, 2007; Gimeno, 2011).
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Factores Biologicos Factores Ambientales Cosecha /Recoleccion de granos
- Susceptibilidad del grano > -Temperatura > -Grado de madurez del grano
-Hongos micotoxigénicos -Humedad -Temperatura
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Figura 2.5. Muestra la relacion la entrada de micotoxinas a la cadena alimenticia (Figura: Garcia B., 2014)

1.3.1. Micotoxinas producidas por el género Fusarium
Desde una perspectiva global las tres clases mas importantes de micotoxinas

producidas por el género Fusarium son: tricotencenos, zearalenona y fumonisinas; las cuales han
sido detectadas alrededor del mundo en granos de cereales, alimento para animales y forrajes
(Placinta et al., 1999).

1.3.1.1. Tricotecenos
Los tricotencenos pueden encontrarse como contaminantes naturales en los cereales (maiz, cebada,

sorgo, avena, trigo y subproductos de arroz, centeno y mijo) henos y ensilados. A pesar de que
existen mas de 40 derivados de tricotecenos, los que se consideran, en general, mas significativos e
importantes por sus efectos toxicos en los animales son, principalmente: vomitoxina o
deoxinivalenol (DON), toxina T-2 (T-2) y diacetoxiscirpenol o (DAS). Bioquimicamente, son
altamente toxicos a nivel subcelular, celular y organico. Son citotéxicos sobre células eucariotas,
causando lisis celular e inhibicion de mitosis. Las principales propiedades toxicas estan atribuidas a
la presencia del grupo 12,13- ep6dxido que se une irreversiblemente a la subunidad ribosomal 60S en
mamiferos, originando una inhibicién de la sintesis de proteinas (Sweeny y Dobson., 1999) Los

tricotecenos son especialmente toxicos en tejidos con una alta tasa de division celular, provocando
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lesiones en células del timo, bazo, médula 6sea, ovarios, ganglios linfaticos y mucosa intestinal
(D'Mello et al. 1999; Eriksen y Petterson, 2004; Soriano, 2007). Los sintomas generales de la
intoxicacion por tricotecenos dependen de la especie animal afectada, son: vomitos, diarrea,
taquicardia, hemorragias, edemas, necrosis de los tejidos cutaneos, hemorragias de la mucosa
epitelial del estdbmago e intestino, destruccion de tejidos hematopoyéticos, disminucion de los
glébulos blancos y plaquetas circulantes, meninges hemorragicas (cerebro), alteracion del sistema
nervioso, rechazo del alimento, lesiones necroticas en diferentes partes de la boca, degeneracion
patoldgica de las células de la médula 6sea, nédulos linféticos, e intestino (Gimeno, 2011). Los
tricotecenos son especialmente tdxicos en animales monogastricos como gatos, perros, roedores,

cerdos y seres humanos (Desjardins, 2006)

1.3.1.1.1. Deoxinivalenol (DON).
Tiene una importancia especial debido a diversas razones la primera debido a que esta

presente contaminando diversos granos como el trigo, maiz y cebada; la segunda a las severas
pérdidas econdmicas provocadas por una disminucion del rendimiento de animales de granja y la
tercera debido a la posible participacion de DON en la modulacién de la respuesta inmune y la
toxicidad en el rifion. El DON es producido por diversas especies de Fusarium entre las cuales
estan F. graminearum, F. pseudograminearum y F. culmorum (Glenn, 2007). Los problemas de
rendimiento en animales de granja es una manifestacion comdn de exposicion a DON. El alimento
contaminado por DON en concentraciones relativamente altas es rechazado por diversas especies
animales como los cerdos; a bajas concentraciones (2.0 ug/g) el DON puede causar vomitos razon

por la que también se le conoce como vomitoxina (Desjardins, 2006; Njapau et al. 2008).

De acuerdo a lo publicado en el Diario Oficial de la Unién Europea, las concentraciones
méaximas de contaminacién permitidas para el DON en productos destinados a la alimentacion
animal con una humedad o agua libre del 12% (Official Journal of the European Union, 2006) son

las siguientes:

a.- En cereales y productos a base de cereales (los forrajes y forrajes groseros de cereal estan
también incluidos) excepto los subproductos de maiz, 8000 ppb.

b.- En subproductos de maiz, 12000 ppb.
c.- En piensos complementarios y completos, 500 ppb con excepcién de:

d.- En piensos complementarios y completos para cerdos, 900 ppb.
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e.- En piensos complementarios y completos para terneros, (menores de cuatro meses) corderos y
cabritos, 2000 ppb.

Dejando el criterio de la Unién Europea y a nivel de la practica y observaciones de campo, se
pueden establecer las siguientes concentraciones maximas tolerables para deoxinivalenol en el

alimento compuesto destinado a las siguientes especies animales (Gimeno, 2009):

Cuadro 1.3. Concentraciones maximas tolerables (ppb, ng/kg) para deoxinivalenol en el alimento completo y

en diferentes especies animales (Gimeno, 2009)

Animales ppb
Aves jovenes (pollos, pollitas, patos, pavos) 15000
Aves adultas (pollos, patos, pavos) 15000
Gallinas ponedoras y reproductoras 200
Cerdos jovenes (<34 kg de peso vivo) 200
Cerdos adultos (34-57 kg peso vivo) 250
Cerdos adultos (>57kg peso vivo) 250
Cerdas 250
Verracos 250
Terneros, Corderos, Cabritos 1000

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos no lecheros 1000

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos lecheros 250

Caballos adultos no reproductores 400

Conejos gazapos 10000
Conejos adultos 10000
Conejas 10000

1.3.1.1.2. Toxina T-2
La toxina T-2 (y en menor grado diacetoxiscirpenol) son también importantes, debido a

que su mecanismo de accion es el mismo que el del DON pero es mucho mas téxica y también ha
sido relacionada con afecciones graves en animales de granja y en humanos. El contacto de la
toxina T-2 con la piel puede causar necrosis dérmica. (Desjardins, 2006; Glenn, 2007; Njapau et al.
2008).

La Union Europea no tiene, de momento, recomendaciones maximas de la toxina T-2.

Sin embargo, a nivel de la practica y observaciones de campo, se pueden establecer las siguientes
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concentraciones maximas tolerables para la toxina T2 en alimento compuesto destinado a las

siguientes especies animales (Gimeno, 2009):

Cuadro 1.4. Concentraciones maximas tolerables (ppb, pug/kg) para la toxina T-2 en el alimento completo y

en diferentes especies animales (Gimeno, 2009)

Animales ppb
Aves jovenes (pollos, pollitas, patos, pavos) 150
Aves adultas (pollos, patos, pavos) 150
Gallinas ponedoras y reproductoras 150
Cerdos jovenes (<34 kg de peso vivo) 150
Cerdos adultos (34-57 kg peso vivo) 200
Cerdos adultos (>57kg peso vivo) 200
Cerdas 200
Verracos 200

Terneros, Corderos, Cabritos

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos no lecheros 100

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos lecheros 100
Caballos adultos no reproductores 50

Conejos gazapos 100
Conejos adultos 100
Conejas 100

1.3.1.3. Zearalenona (ZEN)
Es una micotoxina estrogénica producida principalmente por la especie F. graminearum,

aungue también puede ser producida por las especies F. culmorum, F. cerealis y F. semitectum las
cuales colonizan una amplia variedad de granos, incluyendo el maiz, sorgo, trigo, cebada y sus
productos alimenticios (Briones et al. 2007). La ZEN produce efectos estrogénicos tanto en
humanos como en animales Yy puede causar severos problemas de infertilidad en animales de
granja, particularmente en cerdos. La zearalenona y sus metabolitos (incluyendo el a—zearalenol) se
ligan a los receptores de estrogeno como mezclas de antagonistas e inducen un sindrome en los
animales descrito como hiperestrogenismo, el que puede observarse mediante cambios en 6rganos
reproductivos, afecta el Utero disminuyendo la hormona luteinizante y la secrecion de progesterona
(Nesic et al. 2010; Hewitt et al. 2012). Diversos estudios han demostrado una disminucién de la

fertilidad, reduccién del tamafio de la camada, disminucién del tamafio de la glandula adrenal, entre
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otras, sin embargo, no se han detectado efectos teratdgenos en ratones, ratas, cobayas y conejos. El
rasgo principal de la ZEN es que en granos y alimento animal ocurre de manera simultanea con
otras micotoxinas de Fusarium, incluyendo los tricotencenos. La zearalenona se convierte en su
mayoria en hidroximetabolitos o y - zearalenol, predominantemente por protozoos del rumen,
pero también por metabolismo hepéatico donde el o- zearalenol es mas toxico que la molécula
original e incrementa la actividad estrogénica (Placinta et al. 1999; Seeling et al. 2005). No existe
duda de que la ZEA causa problemas en el rendimiento de animales de granja. Diversos estudios
han demostrado que produce vulvovaginitis, hiperestrogenismo en cerdos adultos y estrogenismo en
lechones expuestos a la zearalenona por medio de la leche materna. Asi mismo, la zearalenona
produce severos efectos en la reproduccion de la especie porcina, incluyendo el desarrollo sexual
precoz en cerdas, la ampliacion de la vulva, reduce el tamafio de la camada y reduce la probabilidad
de supervivencia de cerdos recién nacidos; en verracos la zearalenona puede provocar una
reduccion en el tamafio de los testiculos, el cese de la espermatogénesis y disminucién de la livido
(Njapau et al. 2008; Hewitt et al. 2012). Esta micotoxina (ZEN) es relativamente de baja toxicidad,
con un valor de DLs, determinado en ratones es de 2/10 g/ kg de peso corporal (D"Mello et al.
1999).

De momento no existe legislacion para zearalenona, sin embargo, existen publicados unos
valores maximos de contaminacién orientativos en productos destinados a la alimentacion animal

con una humedad o agua libre de 12% (Official Journal of the European Union, 2006), asi pues:

a.En cereales y productos a base de cereales (lo forrajes y forrajes groseros de cereal estan también
incluidos) excepto los subproductos de maiz, 2000 ppb.

b.En subproductos de maiz, 3000 ppb.

c.En piensos complementarios y complementos para lechones y cerdas nuliparas, 100 ppb.

d.En piensos complementarios y completos para cerdas y cerdos de engorde, 250 ppb.

e.En piensos complementarios y completos para terneros, ganado lechero, ovejas (incluidos los
corderos) y cabras (incluidos los cabritos), 500 ppb.

Dejando el criterio de la Union Europea y a nivel de practica y observaciones de campo, se pueden
establecer las siguientes concentraciones maximas tolerables para zearalenona en alimento

compuesto destinado a las siguientes especies animales (Gimeno 2009 a).
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Cuadro 1.5. Concentraciones maximas tolerables (ppb, ug /kg) para zearalenona en el alimento completo y

en diferentes especies animales (Gimeno, 2009)

Animales Ppb
Aves adultas (pollos, patos, pavos) 40000
Gallinas ponedoras y reproductoras 30000
Cerdos jovenes (<34 kg de peso vivo) 100
Cerdos adultos (34-57 kg peso vivo) 200
Cerdos adultos (>57kg peso Vvivo) 200
Cerdas 50
Verracos 50
Terneros, Corderos, Cabritos 250

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos no lecheros 250

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos lecheros 250

Caballos adultos no reproductores 100
Conejos gazapos 100
Conejos adultos 100
Conejos 100

1.3.1.4. Fumonisinas
Las fumonisinas pueden encontrarse como contaminantes naturales de los cereales

particularmente maiz y subproductos del maiz (Gimeno, 2011). Se han reportado 28 diferentes
fumonisinas; sin embargo las que suelen encontrarse con mas frecuencia y las mas importantes son
la fumonisina B1 (FB1) y la fumonisina B2 (FB2). La fumonisina Bl es la mas abundante y
comprende mas del 70% de las fumonisinas totales presentes en maiz (Gallardo et al. 2006;
Andrade et al. 2012).

Hasta la fecha la interferencia con la biosintesis de esfingolipidos es la principal causa de toxicidad
en seres humanos y animales. En el ser humano esta implicado en el cancer de eséfago y cancer de
higado. En animales puede dar lugar a la leucoencefalomacia equina y edema pulmonar (Gallardo
et al. 2006; Soriano, 2007). En México, Rosiles-Martinez et al (1996,1998) encontraron un brote de
leucoencefalomacia equina (ELEM) en equinos en el cual las fumonisinas estuvieron presentes
(Gallardo et al. 2006).

27

—
| —



Las fumonisinas son agentes causantes de dos enfermedades en animales: ELEM y edema pulmonar
(PPE, por sus siglas en inglés). La leucoencefalomacia equina es una enfermedad fatal que ha sido
reportada tanto en caballos como en asnos y se relaciond por primera vez con maiz mohoso cerca
del aflo de 1930. En la etapa final de la enfermedad el animal muestra signos de falta de
coordinacién e irritabilidad. Asi mismo, el animal puede mostrar trastornos neuroldgicos que
incluyen pardlisis facial y convulsiones. Los caballos son la especie animal aparentemente mas
sensible a la ingestion de fumonisinas y la Gnica especie que desarrolla lesiones cerebrales a causa
de ésta toxina. El edema pulmonar es una enfermedad fatal que desarrollan los cerdos y esta
caracterizada por edema pulmonar, alteraciones cardiovasculares y toxicidad en el higado
(Desjardins, 2006; D"Mello et al. 1999; Njapau et al. 2008).

Ademaés de ELEM y PPE, las fumonisinas pueden producir efectos toxicos que son comunes en la
mayor parte de las especies animales. Los érganos que cominmente tienen afecciones de las

especies estudiadas son el higado y el rifion (Desjardins, 2006).

De momento, solo disponemos de unos valores maximos de contaminacion orientativos para la
suma de las fumonisinas B1 y B2 publicados en el Diario Oficial de la Union Europea (Official
Journal of the European Union, 2006), en productos destinados a la alimentacién animales con un
12% de humedad o agua libre son los siguientes:

a.En maiz y productos a base de maiz (estan incluidos los forrajes y forrajes groseros de maiz),
60000 ppb.

En piensos complementarios y completos para:

b.Cerdos, caballos, conejos y animales de compafiia, 500 ppb.

c.Peces, 10000 ppb.

d.Aves de corral, terneros (menores de 4 meses), corderos y cabritos, 20000 ppb.
e.Rumiantes mayores de 4 meses, 50000 ppb.

Dejando el criterio de la Unién Europea y a nivel de la practica y observaciones de campo, se
pueden establecer las siguientes concentraciones maximas tolerables para fumonisina B1 en el

alimento compuesto destinado a las especies animales (Gimeno 2009).
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Cuadro 1.6. Concentraciones maximas tolerables (ppb, ug /kg) para fumonisinas en el alimento completo y

en diferentes especies animales (Gimeno, 2009)

Animales Ppb
Aves adultas (pollos, patos, pavos) 8000
Gallinas ponedoras y reproductoras 4000
Cerdos jovenes (<34 kg de peso vivo) 1500
Cerdos adultos (34-57 kg peso vivo) 1500
Cerdos adultos (>57kg peso vivo) 1500
Cerdas 2000
Verracos 1500
Terneros, Corderos, Cabritos 150000

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos no lecheros 35000

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos lecheros 35000

Caballos adultos no reproductores 2000
Conejos gazapos 1000
Conejos adultos 1500
Conejos 1500

1.3.1.5. Beauvericina.
Esta micotoxina es producida principalmente por F. proliferatum y F. subglutinans, es un

inhibidor especifico de la colesterol acetiltransferasa y es tdxica para diferentes tipos de células
como las hematopoyéticas, epiteliales y fibroblastoides. En particular, la beauvericina induce a una
muerte celular programada, similar a la apotosis (Macchia et al., 1995; Ojcious et al., 1991; Fotso et
al., 2002). Ha sido detectada en maices de ltalia, Austria, Estados Unidos asi como Per( y algunas
partes de Africa. A pesar de las investigaciones previas la toxicidad de la BEA sigue estando bajo
discusion y el rol de esta micotoxina en brotes de micotoxicosis ain no es claro (Jurjevic et al.,
2002).
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Figura 2.6. Toxinas producidas por el género Fusarium (Desjardins, 2006)

1.3.2. Micotoxinas producidas por el género Aspergillus

Aspergillus es un hongo que crece estrictamente bajo condiciones de almacenamiento.

Las condiciones Optimas para su desarrollo son 25°C con una actividad de agua minima necesaria

de 0.75; comienza a producir metabolitos secundarios entre 10-12°C, pero el mas toxico es
producido a 25°C con una actividad de agua de 0.95 (Hesseltine 1976). Esos metabolitos
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secundarios llamados Aflatoxinas (AF) es un grupo de micotoxinas producidos por un gran nimero
de especies de Aspergillus; especialmente por tres secciones filogenéticamente distintas: seccion
Flavi, seccion Ochraceorosei y seccion Nidulatantes. Los principales productores son A. flavus, A.
parasiticus, A. pseudotamarii, A. parvisclerotigenus, A, bombycis, A. ochraceoroseus, A. rambellii
entre otros. Todos éstos se encuentran contaminando un gran nimero de alimentos alrededor del
mundo, incluyendo maiz, arroz, sorgo, cebada, centeno, trigo, cacahuates, soya, semilla de algodon,
chocolate, café, vino y otros productos derivados. De acuerdo con la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura (FAQO), 25% de los granos alrededor del mundo se ven afectados por este
problema. (Rizzi et al., 2003; Saleemullah et al., 2006; Strosnider et al., 2006; Masoero et al., 2007;
Caloni, 2010; Susca et al., 2010).

1.3.2.1. Aflatoxinas.
Las aflatoxinas son un problema que dia a dia se vuelve mas importante debido a que son muy

estables y persistentes, por ello son dificiles de remover y esto trae consecuencias negativas en la
produccion de granos, calidad de los alimentos asi como en la salud humana y animal (IARC 2002;
Frisvad et al., 2004). Los animales mas susceptibles son los conejos, pavos, pollos, cerdos, vacas y
cabras (Lizarraga et al., 2011). En la cuadro 1.3 se observan los principales efectos que pueden
causar las AF en diferentes animales. Las AF pueden ser transmitidas de los animales a los
humanos mediante la comida (por ejemplo: huevos, carne, productos lacteos) con el consecuente

riesgo a la salud humana (Lizarraga et al., 2011).

La Union Europea (UE) tiene legislacion (Official Journal of the European Union,
2003; Micotoxinas, 2003) para estas micotoxinas en géneros alimenticios para consumo humano y
actualmente los niveles maximos admisibles estan establecidos en 0.05 pg /kg (0.05 ppb) para FM1
en leche (leche cruda, leche para la fabricacion de productos lacteos y leche tratada térmicamente) y
varian entre 22 y 8 ug/kg para AFBl y de 4 a 15 ng/kg para AFB1+AFB2+AFG1+AFG2,
dependiendo de los diferentes géneros alimenticios (cacahuates, frutos de céscara, frutos secos y
productos derivados de su transformacion) tanto si son utilizados para consumo humano directo o

como para ingredientes de los productos alimenticos.
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Cuadro 1.7. Principales efectos que pueden causar las AF en diferentes animales

Enfermedad que causa

Sintomatologia

Referencias

Caballos  Ingerido: Dafio al higado, necrosis Ingerido: Greene y Oehme,1976;
hepatica Anorexia, ictericia, Meerdink,
hiperplasia, congestion de las vesiculas pérdida acelerada de pesoy la  2002; Basalan et al.,2004
renales muerte
y corteza suprarrenal.

Inhalada: Enfermedad pulmonar
obstructiva

conica (COPD), ictericia hemorragica,
orina café,

necrosis centrolobulillar hepética

Pollos Inmunosupresion, dafio al higado y al Baja productividad, Newberne y Butler, 1969;
rifion, hemorragias, susceptibilidad a disminucién en la gananciade  Arafa et al, 1981; Chen et al.,
agentes infecciosos oportunistas, peso, muerte. 1984; Oguz and Kutoglu,
aumento del tejido conectivo, mala 2000;0kiki et al, 2010.
respuesta a los programas de
vacunacion.

Cerdos Inmunosupresién, hemorragias, Disminucion en la ganancia Newberne y Butler, 1969;
susceptibilidad a agentes infecciosos de peso, problemas Ketterer et al, 1982; Luzi et al,
oportunistas, inflamacion del higado, gastrointestinales, anorexia y 2002; Gimeno, 2004.
congestion hepética, vesicula biliar muerte.
edematosa, necrosis hepética,
hemorragias.

Ganado Fibrosis con proliferacion biliar en Ictericia, rapida pérdida de Newberne y Butler, 1969; Vaid
higado, degeneracion de células peso y la muerte. et al 1981; Gimeno 2004.
hepéticas, proliferacion del tejido
conectivo, en general dafio al higado e
inmunosupresion

Otros Edema pulmonar, dafio al higado, Depresion, anorexia, pérdida Newberne y Butler, 1969;

animales  tiempos de coagulacion prolongados, de peso, disminucion en el Ostrowski-Meissner,

fragilidad capilar

consumo de alimento, dafio

gastrointestinal y muerte.

1983;Richard et al, 1986; Cova
et al.1990; Mckenize et al,
1998; Klein et al, 2002;
Bintvihok 2001.

Respecto a la aflatoxina B1, vemos que todas las especies animales citadas son sensibles a la accion

toxica de esta micotoxina, en especial los animales jovenes. La legislacion de la Unién Europea

(UE) (Official Journal of the European Union, 2003) establece las siguientes concentraciones
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méaximas permitidas de aflatoxina B1 en alimentos compuestos y materias primas de una valor de
humedad o agua libre del 12% (Gimeno 2009):

a.Alimentos completos para bovinos, ovinos y caprinos (excepto los destinados a ganado bovino

lechero, terneros y borregos), 20 ppb.
b.Ganado bovino lechero, 5 ppb.
c.Terneros y borregos, 10 ppb.

d.Alimentos completos para cerdos y aves de corral (excepto los destinados a animales jovenes) 20
ppb.

e.0tros alimentos completos, 10 ppb (aqui se incluyen las aves de corral, cerdos jovenes y conejos)

f.Alimentos complementarios para bovinos, ovinos y caprinos (excepto los destinados a y terneros y

borregos y ganado bovino lechero), 20 ppb.

g.Alimentos complementarios para cerdos y aves de corral (excepto los destinados a animales
jévenes), 20 ppb.

i.Todas las materias primas, 20 ppb.

Dejando el criterio de la Legislacion de la Union Europea y a nivel de la practica, se
pueden establecer las siguientes concentraciones maximas tolerables para a aflatoxina B1 en el

alimento compuesto destinado a las siguientes especies animales (Gimeno, 2009).

Para las otras aflatoxinas y en paises como Australia, Canada, Colombia, Hungria,
India, Jap6n, México, Cuba, Tailandia y USA también hay niveles maximos de tolerancia
permitidos que oscilan entre 5y 30 pg/kg para AFB1 y para la suma de las cuatro aflatoxinas,
dependiendo del pais y del alimento en cuestion (frutos de cascara y productos de éstos, cacahuetes,
todos los géneros alimenticios), destacamos a la India con el nivel de tolerancia mas alto (30
microgramos AFB1 ng/kg para todos los géneros alimenticios) y a México y USA con el nivel de
tolerancia més alto para la suma de las cuatro aflatoxinas (20 ug/kg en todos los géneros
alimenticios) (Smith et al., 1994).
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Cuadro 1.8. Concentraciones maximas tolerables (ppb, ng/kg) para aflatoxina B1 en el alimento completo y

en diferentes especies animales (Gimeno, 2009)

Animales ppb
Aves jovenes (pollos, pollitas, patos, pavos) 10
Aves adultas (pollos, patos, pavos) 20
Gallinas ponedoras y reproductoras 20
Cerdos jovenes (<34 kg de peso vivo) 20
Cerdos adultos (34-57 kg peso vivo) 50
Cerdos adultos (>57kg peso vivo) 100
Cerdas 25
Verracos 25
Terneros, Corderos, Cabritos 10

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos no lecheros 25

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos lecheros 5-25

Caballos adultos no reproductores 50
Conejos gazapos 10
Conejos adultos 10
Conejos 10

1.3.2.2. Ocratoxina A (OTA)
Son las segundas micotoxinas mas importantes producidas por Aspergillus ochraceus y por

Penicillium verrucosum, asi mismo, aislados de Aspergillus niger y A. carbonarius son capaces de
producir OTA. La ocratoxina A generalmente aparece durante el almacenamiento de productos
frescos (en cereales, café, cacao, frutas secas, especias y en carne de cerdo) y ocasionalmente en el
campo en cultivos como la uva. Ocratoxina A es una micotoxina nefrotoxica, hepatotoxica y
teratogénica producida por hongos de almacenamiento (principalmente por especies de Aspergillus
y Penicillium) sobre una gran variedad de productos. La exposicion a bajas concentraciones de esta
toxina causa cambios morfoldgicos y funcionales en higado y rifidon en diversos animales
domésticos y de experimentacion. Esta toxina ha sido encontrada en suero humano de gente que
vive en &reas donde la nefropatia endémica de Balkan ocurre y se sugiere que puede ser un factor
determinante de ésta fatal enfermedad en humanos (Heenan et al., 1998; Moss, 1996; Bennett y
Klich, 2003).
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De momento no existe legislacion dentro de la Comunidad Europea que establezca unas
concentraciones maximas permitidas de ocratoxina A en productos destinados a la alimentacion
animal, sin embargo la recomendacion de la Comision (UE) del 17 Agosto 2006 (Officiial Journal
of the Europea Union, 2006) publico en el Diario Oficial de la Comunidad Europea unas
concentraciones maximas permitidas de contaminacion con ocratoxina A en productos destinados a
la alimentacion animal con un contenido de humedad o agua libre del 12%. Estos valores

orientativos son los siguientes:

a. En los cereales y productos a base de cereales (los forrajes y forrajes groseros de cereal estan
también incluidos) 250 ppb.

b.En piensos complementarios y compuestos para cerdos y aves de corral, 50 y 100 ppb,

Dejando el criterio de la Unidn Europea y a nivel de la practica y observaciones de campo, se
pueden establecer las siguientes concentraciones maximas tolerables para ocratoxina A en el

alimento compuesto destinado a las siguientes especies animales (Gimeno, 2009).

Cuadro 1.9. Concentraciones méaximas tolerables (ppb, ug/kg /kg) para ocratoxina A en el alimento

completo y en diferentes especies animales (Gimeno, 2009).

Animales ppb
Aves adultas (pollos, patos, pavos) 100
Gallinas ponedoras y reproductoras 100
Cerdos jovenes (<34 kg de peso vivo) 50
Cerdos adultos (34-57 kg peso vivo) 50
Cerdos adultos (>57kg peso vivo) 50
Cerdas 50
Verracos 50

Terneros, Corderos, Cabritos -

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos no lecheros  ----

Bovinos, Ovinos y Caprinos adultos lecheros

Caballos adultos no reproductores

Conejos gazapos 2500
Conejos adultos 5000
Conejos 5000
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1.3.3. Micotoxinas producidas por el género Penicillium
1.3.3.1. Patulina

Es una micotoxina que se encuentra dentro del pequefio grupo de los metabolitos tdxicos
Illamados policétidos y se ha reportado que es producida por hongos pertenecientes a Aspergillus
spp., Penicillium expansum y Paecilomyces spp., and Byssoclamys spp (Murillo et al., 2009). La
patulina estd principalmente asociada con la superficie dafiada en las frutas lo que las hace mas
susceptibles a infecciones fungicas, en especial de Penicillium spp (Abramson et al., 2009).Esta
micotoxina se ha convertido en un método de monitoreo de la calidad de jugos y concentrados de
manzana. La presencia de cantidades elevadas de esta micotoxina evidencia el uso de manzanas
enmohecidas durante los procesos de produccion. La patulina esta siendo considerada como una
“posible toxina” en Europa y Nueva Zelanda y es una de las micotoxinas, mas peligrosa en las

frutas, particularmente en manzanas, peras, duraznos y sus derivados (Sewram et al., 2000)

1.3.3.2. Citrina.
Es un compuesto secundario producido por Penicillium expansum y algunas especies de

Aspergillus y Monascus spp (Meister et al, 2004). La citrina es un contaminante comin en alimento
destinado para uso humano y animal (frutas, cebada, maiz, queso, etc.). La cebada asi como otros
cereales utilizados durante la elaboracion de cerveza suelen ser un buen sustrato para el crecimiento

de diversas especies de hongos toxigénicos capaces de producir citrina (Soo Young et al., 2008).

1.3.3.3. Acido Ciclopiazénico (CPA)
Es un metabolito secundario toxico que fue originalmente aislado de Penicillium cyclopium

y después de otras especies fungicas como P. griseofulvum, Aspergillus flavus, A. versicolor y
Aspergillus tamarii. Quimicamente es un acido enol tetrdmico que ataca el higado, rifiones y el
tracto gastrointestinal en animales (Njobeh et al., 2009). Ademas de colonizar varios granos y
semillas éstos hongos puedes crecer en cualquier sustrato alimenticio, tales como quesos y
productos carnicos. Por lo tanto el &cido ciclopiazénico CPA, puede contaminar u gran nimero de
productos, asi como alimento para animales. CPA ha demostrado ser téxico en muchas especies
animales incluyendo cerdos, pollos, pavos, ratas y perros. Los efectos negativos sobre los animales,
varian segln la especie y éstos incluyen, necrosis gastrointestinal, hepatitis y lesiones en los

rifiones (Lopez-Diaz et al., 2001).

1.3.4. Micotoxinas producidas por el género Alternaria
La mayoria de las toxinas producidas por Alternaria pertenecen a tres clases estructurales: los

derivados del acido tetramico, acido tenuazénico (TA); los derivados de los dibenzopirenos,
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alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME) y altenueno (ALT), y los derivados del
perileno las alternotoxinas I, 11 'Y 1l (Muller y Korn, 2013; Bottalico y Logrieco 1998). Estas
micotoxinas han mostrado actividad citotoxica, fetotoxica y/o teratogénica, son mutagénicas,
clastogénicas, estrogénicas y tumorogénicas en ratas asi mismo han demostrado inhibir la
proliferacion celular (Brugger et al., 2006; Lehmann et al., 2006; Logrieco et al., 2009; Tiemann et
al., 2009). Algunas especies de Alternaria han sido detectadas en algunos cereales donde Fusarium
habia sido detectado previamente, asi mismo, Alternaria fue relacionada como el principal agente

causante del brote de intoxicacion de Aleukia en Rusia (Didwania y Joshi 2013).

A pesar de que, el riesgo potencial a la salud del consumidor asi como su incidencia natural en
alimentos ha sido demostrada, hasta el momento no existen regulaciones internacionales especificas
para ninguna micotoxina de Alternaria en alimento destinado para consumo humano ni animal
(Mdller y Korn, 2013).

1.3.5. Factores que influyen en la produccién de micotoxinas
1.3.5.1. Actividad de agua (aw) y contenido de humedad
La actividad de agua es la medida de la cantidad de agua disponible de un producto o
substrato, capaz de permitir el crecimiento de los microorganismos, y corresponde en cifras
decimales al valor de la humedad relativa que permite el desarrollo de un determinado
microorganismo en un alimento. Los microorganismos que invaden a los granos y sus derivados
requiere contenido de humedad minimos para su desarrollo y éstos requerimientos son iguales en
productos con alto contenido de almidon, el caso de los cereales, o con alto contenido de aceite,

como en el cacahuate y la soya (Moreno, 1988).

El agua es quizas el factor mas determinante y limitante de la colonizacién fungica de
un determinado sustrato, y alin 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 flngicas podrian 0 no germinar, la velocidad con que lo haran y su tasa respiratoria.
Desde el punto de vista microbioldgico 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 optimos de a,, para la produccién de toxinas por parte de este género oscilan entre 0.93 y
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0.98, no detectandose toxinas por debajo de un valor de 0.71. Muchos estudios efectuados han
demostrado que la produccién de micotoxinas como fumonisinas, zearalenona y tricotecenos
aumentan con la actividad del agua, siendo 6ptima a 0.97, 0.98 y 0.99, respectivamente. Teniendo
en cuenta que la expresion del contenido de humedad relativa varia de acuerdo a su contenido de
materia hidrofilica, se recomienda que en lugar de indicar los contenidos de humedad que
requieren los hongos para su desarrollo, se haga referencia a la actividad de agua que permite el
desarrollo de los microorganismos (Lacey y Magan; 1991; Moreno, 1988).

1.3.5.2. Temperatura
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 al méaximo 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 produccién de micotoxinas la
temperatura Optima es de 20-26°C, aunque el crecimiento y la esporulacion de los hongos se ven
favorecidos a u temperatura de 30°C. No obstante, muchos estudios tratan de determinar que
temperaturas favorecen la produccién 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; Jimenez et al., 2005; Llorens et al.,
2006). Otro ejemplo es la produccion de fumonisinas, favorecida en el intervalo de 15-30°C
(Marin et al., 1999; Soriano y Dragacci, 2004)

1.3.5.3. Niveles de Oxigeno (0:) y Dioxido de Carbono (COz)
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
condiciones de O,, CO, y en menor grado nitrégeno (N,). 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 atmdsfera se

suplementa con CO,, se produce un descenso, tanto en el crecimiento del hongo como en la
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produccion de micotoxinas. De igual modo, el N, también puede inhibir el crecimiento de hongos,
pero este efecto sdlo se consigue cuando préacticamente todo el O, del aire es sustituido por N,. En
general, el crecimiento fangico puede controlarse manteniendo niveles altos de CO, y baja
concentracion de O,. Sin embargo, el control méas 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 y
Dragacci, 2004)

1.3.54.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 éptimo 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 formacién de micotoxinas se ve favorecida por valores de pH que oscilen entre 3.4 y 5.5.
En ocasiones, el crecimiento de los hongos toxigénicos puede provocar una disminucién en la
acidez del medio, favoreciendo la sintesis de micotoxinas (Carrillo, 2003; Bennett y Klich, 2003;
Doohan et al., 2003; Soriano y Dragacci, 2004; Benitez et al., 2006).

1.3.5.5. Interacciones con otros microorganismos
La produccion de metabolitos secundarios se ve afectada drasticamente cuando otras

especies comparten el mismo nicho ecoldgico (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 pueden 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 produccion 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
produccion de fumonisinas por estas especies disminuye en presencia de F. graminearum, excepto a
25°C y entre 0.95-0.98 a,, donde la produccion de fumonisinas aumenta por que se estimula F.
verticillioides (Sanchis et al., 2000; Velluti et al., 2000; Soriano y Dragacci, 2004)

1.3.5.6. Insectos
Es otro 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 micobiota presente en el grano de diversas formas, ya que pueden
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causar un ambiente propicio para el crecimiento de hongos debido al calentamiento y liberacion de
agua como consecuencia de su actividad metabdlica y respiracion. Cuando la larva se desarrolla en
el interior del grano, pueden actuar como vectores, ya que pueden transportar esporas fungicas ya
sea en sus pelos, boca o intestinos, contaminando el producto (Edwards 2004; Aldred y Magan,
2004; Neethirajan et al., 2007)

1.4. Métodos de identificacion de hongos del género Fusarium

1.4.1. Identificacion morfolégica
Como se dijo anteriormente, la marcada variabilidad del género Fusarium en cuanto a sus

caracteristicas fisioldgicas 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 anamérfico dentro de los Ascomicetes (de Hoog
et al., 1998; 2000).Tradicionalmente, la identificacion de Fusarium estad basada en caracteristicas
morfol6gicas distintivas tales como tamafio, forma y septacion de los conidios formacién de
clamidosporas asi como en la evaluacion de algunas otras caracteristicas generales como la tasa de
crecimiento de micelio, color del micelio en el agar, etc. (Leslie y Sumerell, 2006). 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.

Macroconidio: Es el 6rgano principal para la caracterizacion, no solamente de la especie sino
también del género Fusarium; su forma y tamafio varia segin la especie. Este se puede formar en
una estructura especializada llamada esporodoquio, como también monofialides, polifialides y en el
micelio aéreo. La presencia de una célula basal con forma de pie en los microconidios se considera
caracteristica de Fusarium, pero varios géneros de Coelomyceres también la tienen (Nelson et al.,
1983; Seifert, 2001; Samson et al., 2004; Leslie y Summerell, 2006).

Microconidio: es un caracter primario en taxonomia del género Fusarium y se considera su
presencia o ausencia. Si el microconidio esta presente, las caracteristicas consideradas son: forma,
modo de formacidn, si esta solo, en falsas cabezas, en cabezas o en cadenas. Estos se forman en el
micelio aéreo a partir de monofialides o polifialides pero no en el esporodoquio. Se pueden ver
aislados, en masas o 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 y Summerell, 2006).
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Mesoconidios: anteriormente denominados blastoconidios, son otro tipo de conidios que tienen
forma y tamafio similar a los macroconidios pero les falta la célula basal en forma de pie, pueden
ser rectos, se forman siempre en polifidlides y son individuales (Samson et al., 2004; Leslie y
Summerell, 2006).

Conidioforos (contienen el microconidio) Es un caracter taxonémico primario y, dependiendo de
la especie, se pueden encontrar en monofialides o contener monofialides y polifidlides produciendo
microconidios (Samson et al., 2004; Leslie y Summerell, 2006). El esporodoquio es una masa de
conididforos cortos y estrechamente ramificados que nacen directamente de un conjunto de hifas.
Se producen més frecuentemente en la naturaleza que en los cultivos de laboratorio (Samson et al.,
2004; Leslie y Summerell, 2006).

La presencia o 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 y Summerell, 2006).

También encontramos los esclerocios, que son una masa de células duras e inactivas bajo
condiciones ambientales desfavorables y el estroma, que es una estructura vegetativa compacta

dentro de la que se desarrollan cuerpos de fructificacion.

El acercamiento fenotipico se ha criticado en gran parte por su carencia de terminologia
estandarizada, estable y pos su alta subjetividad. Por otra parte algunas caracteristicas fenotipicas se
han considerado inestables y dependientes de condiciones ambientales, como el crecimiento en
cultivos artificiales. Otro problema notable de la clasificacion basado en criterios morfoldgicos es el
sistema dual, sin la correlacion constante entre la taxonomia de los ascomicetes y de los
deuteromicetos. Esta es una dificultad importante para establecer las unidades taxondmicas del

hongo en su totalidad (Leslie y 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 informéticos y paquetes
estadisticos eficaces al desarrollo de las claves de identificacion, ofrecen algunas soluciones y la
posibilidad de un renacimiento de los estudios morfoldgicos. Los analizadores de imagen
automatizadas, el estudio por microscopia electronica y la geometria fractal pueden ofrecer mucho

en el analisis de la morfologia fungica (Samson et al., 2004; Leslie y Summerell, 2006). En general,
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los miembros del género Fusarium son dificiles de identificar a nivel especie teniendo en cuenta
solo las caracteristicas morfoldgicas; por ello es necesario recurrir a técnicas basadas en el analisis

de &cidos nucleicos (Nitschke et al., 2009).

Figura 2.7. Estructuras morfolégicas del género Fusarium Ay B. conidiéforos, C. Macroconidio, D.

macroconidiéforo, E: microconidio, F: clamidosporas (Fotos: E.D. Gémez, 2008).

1.4.2. Técnicas moleculares utilizadas para la identificacion de hongos
Como se menciond anteriormente, los caracteres morfoldgicos son los més utilizados en la

identificacion de hongos, ya que su estudio, por el momento, sigue siendo el mas econémico y
rapido. No obstante, la inclusion de informacion molecular en estudios de sistematica y analisis de
poblaciones esta cambiando la base para la clasificacion de éstos organismos. De hecho, este tipo de
informacion ya se esta incorporando en algunos manuales de identificacion de hongos. De estas
Gltimas, las basadas en tecnologias cada vez méas asequibles para los laboratorios como la reaccion
en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction: PCR), se estan utilizando de una forma
sistematica en un gran numero de especies, existiendo ya sistemas de identificacion comercializados
(Gimeno, 2011).
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Tradicionalmente, la identificacion del género Fusarium estd basada en las caracteristicas
morfoldgicas, incluyendo caracteristicas distintivas como forma, tamafio y septacion de los
conidios, clamidosporas: asi como, la evaluacion de caracteristicas adicionales del crecimiento de
micelio como el color, la abundancia y el color del que se torna el medio de cultivo en el cual ha
crecido. En general, los miembros del género Fusarium son dificiles de identificar a nivel especie
basandose Unicamente en las caracteristicas microscopicas. Los métodos aplicados para la
identificacion de especies de Fusarium basados en el ADN incluyen: PCR con “primers”
especificos de las especies asi como la secuenciacién y comparacion de regiones conservadas de
ADN vy el uso de PCR-RFLP. La aplicacién de PCR con “primers” especificos de las especies es
confiable en las interacciones hospedero-patdgeno previamente caracterizadas pero de uso limitado
cuando es necesario diferenciar multiples especies. En consecuencia, es necesario un método rapido

gue sea capaz de distinguir diferentes especies de Fusarium. (Nitschke et al., 2009).

1.4.3.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa
En 1985, el quimico Kary Mullis desarrollé la técnica de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR). Este método permite la amplificacion exponencial de una molécula de ADN,
generando millones de copias de un fragmento. Esto se lleva a cabo con oligonucle6tidos que
contienen un grupo extremo 3" libre, que es complementario con la cadena molde de ADN. Los dos
oligonucledtidos funcionan como punto de inicio para la adicion de nucle6tidos y para copiar la
cadena molde en el PCR. Una vez que el oligonucleétido se une a su blanco, la polimerasa de ADN
puede seguir extendiendo la hebra complementaria. En una reaccion tipica de PCR se usan dos
oligonucleétidos que flanquean la regién de ADN que se desea amplificar. EI nimero de copias del
fragmento de ADN que se encuentra entre los dos oligonucle6tidos se amplifica con varios ciclos de

la reaccion. Cada ciclo de una reaccion de PCR consta de tres pasos:

1) Desnaturalizacion de las hebras de ADN EI templado es el fragmento de ADN que se
desea amplificar, junto con la regién que reconocen los oligonucle6tidos. Para que el
oligonucleétido se pueda unir, es necesario que el templado sea de cadena sencilla. Asi que
este paso del PCR es para separar las cadenas de ADN. Ademas en este paso se deshace
cualquier tipo de estructura secundaria formada entre los segmentos complementarios de
los oligonuclettidos y que pudiera interferir con su habilidad de unirse al templado.
Tipicamente, la desnaturalizacion del ADN se hace con una incubacion breve del tubo de

reaccion a una temperatura de 94°C (Necochea y Canul., 2004).
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2) Hibridacién En esta etapa se lleva a cabo la hibridacion de una pareja de oligonucle6tidos
de cadena unica corta (cebadores) complementarios de las regiones diana que flanquean
por ambos extremos el fragmento de interés, a la temperatura de alineamiento ( Tm ) que
normalmente oscila entre 45-65°C. La temperatura de alineamiento se calcula con base en
las caracteristicas de los cebadores que seran utilizados y se define como la temperatura a
la cual la mitad de los cebadores estan unidos a su blanco. Tm se calcula tomando en
cuenta el tamafio de los cebadores y su contenido de GC (%GC). Después de
desnaturalizar las hebras de ADN, la reaccién se incuba a una temperatura cercana a la Tm
para gue los oligonucleétidos puedan encontrar su regién complementaria en el templado y
se unan a ella (FAO, 2010; Necochea y Canul., 2004).

3) Extension Este es el Gltimo paso de un ciclo de PCR y normalmente se hace a 72°C, la
temperatura 6ptima para la polimerasa de ADN. En este paso, la polimerasa extiende la
cadena complementaria del templado. La sintesis de la cadena complementaria tiene como
punto de inicio el complejo oligonucleétido/templado. EI tiempo de incubacién de este
paso depende del tamafio el segmento que se desea amplificar. Como regla general se
considera que la polimerasa puede sintetizar 1,000 bases por minuto. En la reaccion de
PCR, tipicamente, se llevan a cabo de 30 a 40 ciclos de estos tres pasos, para lograr la
amplificacion deseada (Necochea y Canul., 2004).

1.4.3.2. ADN ribosomico
La principal razén del uso del ADN ribosomal (ADNr) es que en eucariotas el ADNr

usualmente estd formado por varias cientos de copias repetidas en tdndem de una unidad de
transcripcion, mas varios espacios adyacentes no transcritos. EI nimero de copias puede variar
segun el organismo. Ademas, existen fragmentos con distinto grado de conservacion entre los
organismos, como los genes 18S, 5.8S y 28S, y regiones variables, los espacios intergénicos (IGS) y
las regiones internas que 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 clasificacion 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 Herréez,

2002). Ademas, los ribosomas estan presentes en todos los organismos, con un origen evolutivo
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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 andlisis filogenéticos las regiones comunmente secuenciadas y comparadas son las
porciones del ADNr, incluyendo los ITS1 y ITS2, IGS y el 18S y 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 taxonémicos,
aungue solamente hay un numero limitado de posiciones variables (Hernandez, 2005; Martorell,
2006).

El gen 18S, se ha utilizado totalmente o en subunidades en estudios filogenéticos a nivel de
ordenes o familias en hongos filamentosos. Bago et al., 1998 sefialan 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).

1.4.3.3. Regién especiadora transcriptora Interna (ITS) y Region Especiadora Intergénica
(IGS)
La region ITS es una pequefia region espaciadora altamente polimérfica utilizada para estudios

filogenéticos y taxondmicos, 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 reacciones 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 ITS1y ITS2 poseen un

tamafio aproximado de 300 pb y el 5.85 ADNr es pequefio (158-164pb), haciendo la region entera
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ITS de 700 pb. Aunque ITS1y 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 region ITS, esta es
amplificada facilmente por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Baldwin, 1992).

Por otra parte, esta region del ADNr experimenta una evolucion 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
homdlogas estdn de vez en cuando presentes con mutaciones puntuales y/o con accidentes de
insercioén/borrado, causando una pequefia variacion entre las copias dentro de una especie (Baldwin
etal., 1995).

Se ha comprobado que filogenéticamente, la region ITS1 posee mas informacion que la region ITS2
en promedio, por poseer alrededor del 29% mas nucle6tidos 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).

La regidn espaciadora IGS incluye dos regiones espaciadoras externas ETS1 y ETS2 que no
codifican, las cuales se pueden o no transcribir. Esta region contiene altos niveles de variabilidad de
secuencia entre especies del mismo género y permite la diferenciacion entre especies cercanas
genéticamente relacionadas, en contraste con la region ITS que no presenta suficientes
polimorfismos para permitir 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 analisis de la region 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 representadas esquematicamente en la Figura 2.8 han sido
usadas para la elaboracion de &rboles 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
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de bandas generados por medio de amplificacion de secuencias de ADNr de las regiones de los
espaciadores intragénicos transcritos ITS1y ITS2 (Yli-Mattila et al., 2004; Gonzélez-Salgado et al.,
2005; Jurado et al., 2005; FAO, 2010)
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Figura 2.8. Regidn Espaciadora Intergénica IGS y Region Transcriptora Interna ITS
(Gbémez, 2008)

1.4.3.4. Secuenciacién de nucleétidos
La secuenciacién es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es la

determinacion del orden de los nucle6tidos (A, C, G y T) que conforman una molécula de ADN. La
importancia de poseer la secuencia del genoma de un organismo estd 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 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 enzimaético, 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 nucleétidos (Woese, 2000;
Stackebrandt et al., 2002).
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El concepto de homologia sostiene que los andlisis filogenéticos, pueden ser estimados por
cambios en la secuencia del nucleétido de los genes homologos de cepas representativas (cepas
tipo) (Fitch, 2000; Baldauf, 2003). La eleccion de la macromolécula para ser secuenciada depende
del rango taxondémico en consideracion. Es asi, como los genes conservados son usados para
establecer relaciones en niveles taxondmicos mas altos, como el género, la familia y orden, mientras
gue genes menos conservados 0 sumamente variables son usados para comparar organismos a nivel
de especie y a niveles subespecificos (Versalovic et al., 1994; Gurtler y Mayall, 2001; Ludwig y
Klenk, 2001).

La técnica de PCR resultd relevante para la secuenciacion de acidos nucleicos debido a que se
adoptd el método de Sanger, de tal forma que se puede sintetizar un mayor nimero de copias de los
fragmentos con una terminacion especifica. De esta forma, la sefial de marcaje que lleva cada
fragmento aumenta, y es posible obtener lecturas mas claras de los fragmentos grandes, lo que a su
vez, permite la lectura de secuencias mas largas, una vez que se pueda superar el problema de la

resolucioén de los geles. (Necochea y Canul., 2004).

1.4.3.5. Marcadores Moleculares
Se define marcador molecular un gen o una secuencia de ADN con ubicacion definida en un

cromosoma y conectado a su vez con un particular gene o trato génico (Ciaccio, 2011). Los
marcadores de ADN son Utiles en la investigacion basica (p. ej., analisis filogenéticos y blsqueda
de genes dtiles) como en la aplicada (p.ej., seleccion asistida por marcador, pruebas de paternidad y
trazabilidad de los alimentos) FAO. A continuacion se enlistan algunas utilidades y ventajas de los

marcadores moleculares:
Ventajas del uso de marcadores genéticos:

o El perfil de marcadores genéticos podra definir un genotipo

e Este genotipo sera uniforme en todos los tejidos y a todas las edades del organismo.
e Permite la individuacién genética en estadio temprano

e Es un estudio estable a nivel de desarrollo y no es afectado por el entorno.

e Permite la individuacion de un perfil muy especifico para cada individuo
Utilidades:

e Para los estudios de biodiversidad.
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e Para elegir padres exactos para la polinizacion cruzada.
e Para crear bancos de marcadores.
e Para detectar diferencia en las variedades vegetales

o Para el control cualitativo de las plantaciones.

El andlisis de la secuencia del RNA ribosomal (r RNA), - tubulina, o del factor de elongacion de
la transcripcion (TEF-1a) permiten una identificacion mas confiable pero asi mismo implican
mayor tiempo y esfuerzo. En particular, el gen TEF-1a ha demostrado ser una region genética Util
para estudios filogenéticos y taxondémicos en Fusarium; incluso se han disefiado “primers”
especificos para la deteccion de ciertas especies de Fusarium a partir de esta zona, debido a que, es
mas variable que el gen de B tubulina (Nitschke et al., 2009; Aoki y O"Donell, 1999).
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Capitulo 2 | Metodologia Experimental

Investigar es preguntar a la Naturaleza, la calidad de la respuestadepende de
nuestra habilidad para formular la pregunta y de la capacidad de entender

dicha respuesta.

A. Ardilla
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Capitulo 2. Metodologia Experimental

2.1. Justificacién

Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum y Fusarium subglutinans son las especies mas
importantes del género Fusarium, con una alta incidencia en granos de maiz alrededor del mundo,
capaces de producir una amplia variedad de micotoxinas las cuales representan un riesgo a la salud
humana y animal. Los métodos actualmente utilizados para la identificacion y diferenciaciéon de
especies fangicas del género Fusarium estan basados en las diferencias morfolégicas. Estos
métodos son relativamente faciles y econémicos en lo relacionado con el uso de materiales; sin
embargo, son muy laboriosos y puede tomar varias semanas obtener un resultado; otra de las
desventajas que representa la identificacién de especies flngicas basandose en las caracteristicas
morfol6gicas es que la fiabilidad de la identificacion depende en gran medida de la experiencia del
analista. Debido a ésta situacion se han planteado metodologias cada dia mas novedosas entre las
cuales figuran las técnicas basadas en el analisis de &cidos nucleicos, tales como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion de marcadores moleculares, ambas utilizadas cada

vez con mas frecuencia para la deteccion e identificacion de especies del género Fusarium.

Entre las ventajas que ofrecen las técnicas de Biologia Molecular estan la rapidez y
sensibilidad ademas de ser técnicas altamente especificas. Asi mismo la identificacion oportuna y
precisa de especies patdgenas mediante el uso de este tipo de herramientas ayuda a enfocar y
delimitar el tipo de micotoxinas que deben analizarse en funcion a las cepas detectadas,
representado asi, un ahorro econémico muy importante en cuanto al analisis de micotoxinas ya que
éstos ultimos suelen ser muy costosos. Por las razones antes expuestas, es importante plantear
metodologias basadas en técnicas que utilicen acidos nucleicos para la deteccion de diversos hongos
patdgenos; en este caso se enfoco el estudio a las tres especies encontradas con mayor frecuencia en
la Republica Mexicana que son: Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum y Fusarium

subglutinans.
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2.2. Cuadro metodoladgico

! Objetivo General: Establecer una técnica basada en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa que permita la i
i identificacion y diferenciacion especifica y rapida de tres cepas de Fusarium verticillioides, Fusarium i
i proliferatumy Fusarium subglutinans en granos de maiz (Zea mays) provenientes de diferentes estdos de la i
l\‘ Republica Mexicana ¥

!

Muestras de maiz de diferentes estados de la Republica Mexicana

y }

i
i Siembra de granos de maiz en medio de cultivo Moler granos de maiz

\ v

,_____\

Extraccion de DNA (Kit:Wizard® Magnetic
DNA Purification System for Food)

Identificacion a nivel género y especie de
micobiota presente en granos de maiz

Nt

PCR con primers especificos para detectar
F. verticillioides; F. proliferatumy F.
subglutinans

r
H - . . .
i Cultivos monossporicos de especies de Fusarium

v

e

Extraccién de DNA (Fenol-cloroformo alcohol
isoamilico)

PCR con genes TEF y Calmodulina
Purificacién de productos de PCR con enzimas
Electroforesis

\

Secuenciacién

v

Anélisis de Secuenciacion en programa
bioinformatico Bionumerics

N

P

e,

J

Determinacion de especies de Fusarium presentes

v

Anélisis de Resultadoss

v

Conclusiones

S

=

Figura 2.9.Cuadro metodoldgico
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2.3. MATERIAL

2.3.1. Material biolégico

Muestras de maiz

Papa alfa

Hojas de clavel

Pareja de “primers” para el gen de la calmodulina

Pareja de “primers” para el gen TEF

Pareja de “primers” para identificacion de F. verticillioides

Pareja de “primers” para identificacion de F. proliferatum

Pareja de “primers” para identificacion de F. subglutinans

Cepas de referencia para F. verticillioides ITEM 7581*; ITEM 7583 *
Cepa de referencia para F. subglutinans ITEM 7582 *

Cepas de referencia para F. proliferatum ITEM 7595*; ITEM 7596 *

Cepa de referencia para F. graminearum ITEM 5358*

*Todas las cepas de referencia fueron proporcionadas por el Istituto di Scienze delle Produzioni
Alimentari, CNR. Bari, Italia.

2.3.2. Equipo

Balanza Sartorious Basic

Autoclave Famsa

Estufa de secado Lindberg/B UE

Purificador de Agua EASYpure Il RF/W ultrapure water system Equipar
Campana de flujo laminar

Incubadora precision Low temperature 815

Microscopio Electrénico BH2 olympus

Microscopio Estereoscopico SZ-60 OLYMPUS

Balanza Analitica electrénica ,Cole Parmer PR410 Equipar
Vortex Genie k-55-G

Microcentrifuga,Minispin plus eppendorf

Centrifuga Biofuge fresco Heraeus

Centrifuga Centrifuge 5804 eppendorf
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Termoblock, Thermomixer compact eppendorf

Termociclador GeneAmp PCR System 9700

Sistema automatico de pipeteo epMotion 5075 eppendorf

Equipo de secuenciacion ADN analyzer Applied Biosystems Hitachi

Juego de Micropipetas Ranin

2.3.3. Reactivos

Agar Bacteriolégico BD Bioxon

Dextrosa BD Bioxon

Hipoclorito de Sodio al 2%

Fosfato de Potasio Monobaésico (KH,PO,)

Nitrato de Potasio (KNO3)

Sulfato de Magnesio Heptahidratado (MgSO, 7H,0)

Cloruro de Potasio (KCI)

Glucosa

Sacarosa

Agua destilada

Medio de cultivo PDA

Azul de algoddn

Solucion de Lisis (Tris base 50 Mm; pH=8; EDTA 0.1M; SDS 0.5%)
Kit de extraccion de ADN Wizard® Magnetic ADN Purification System for food
Agua desionizada o biodestilada con pH=7

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10, 000X in DMSO Biotium

Kit de secuenciacién BygDye ® terminator v3.1Cycle

Buffer de carga 6X Orange Loading Dye Solution Fermenas

Buffer TAE 1X

Marcador de peso molecular de 1KB GelPilot Quiagent

Marcado de peso molecular de 100 pb Perfect size 5Prime

Agarosa en polvo STDE International Biotechnologies , INC
Enzima FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Thermo Scientific
Enzima Exonucleasel (EXO I) Thermo Scientific

Deoxynucleotide (ANTP’s) Mix 5Prime
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e HotMaster Tag ADN Polymerase 5 Prime
e Sephadex ® G-50 Sigma-Aldrich

2.4. METODOS

2.4.1. Siembra de las muestras de maiz
El maiz utilizado para el presente estudio procedi6 de diferentes estados de la Republica Mexicana

siendo todas las muestras de la variedad denominada maiz “Blanco” (Zea mays); las muestras
fueron proporcionadas por diversas cooperativas; En el Cuadro 2.0 se detallan las caracteristicas de

cada muestra.

Cuadro 2.0. Generalidades de las muestras de maiz analizadas

Etiqueta de . y Variedad Destinado a

la muestra Procedencia Region de maiz Consumo
1 Guanajuato Bastian Blanco Humano
2 Guanajuato Huitzarito Blanco Humano
11 Michoacan Guaracha Blanco Humano
12 Michoacan Chavinda Blanco Humano
13 Jalisco Ahualulco Blanco Humano
15 Jalisco Ixtlahuacan Blanco Humano
3 Chiapas Chicamuselo Blanco Humano
7 Chiapas Paraiso de Grijalva Blanco Humano
20 Campeche Desconocida Blanco Humano
21 Campeche Desconocida Blanco Humano

2.4.2. Homogenizacion de las muestras
Debido a que las muestras tenian algunas impurezas y eran de tamafios muy variados fue necesario

tamizarlas para esto se ocuparon tres diferentes tamafios de malla (grande, mediano y pequefio).

2.4.3. Determinacion de micobiota
Se seleccionaron 50 granos de cada muestra utilizando el método de cuarteo, al término de esto, se

separaron en frascos de vidrio debidamente etiquetados segln la muestra contenida (Figura 3.0).
Despues de la seleccion, se agregdé NaClO, al 2% a cada frasco y se mantuvieron con agitacion

durante 2 minutos con la finalidad de desinfectarlos superficialmente. Al término de la desinfeccion
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de cada muestra la solucién de hipoclorito de sodio fue desechada y los granos se enjuagaron con
agua estéril, retirando el exceso posteriormente. En seguida de la desinfeccién, fueron tomados con
pinzas estériles los granos hasta tener 10 granos de la misma muestra en una caja Petri (Figura 3.1),
se realizaron cuatro repeticiones por cada muestra. Este método nos permitira conocer la micobiota
endogena (interna) de las muestras. Siguiendo el mismo procedimiento, se realizo la siembra de
granos sin desinfectar, éste método nos permitird conocer la micobiota exdgena (superficial) de las
muestras. Al concluir la siembra de todas las muestras, las cajas Petri fueron incubadas a 25°C por

un periodo 7 dias.

‘
~ -

Figura 3.1. Siembra de granos de maiz en medio PDA

2.4.4. Micobiota obtenida de granos de maiz
Después de transcurrido el periodo de incubacion, se revisaron las muestras para aislar e identificar

a los hongos desarrollados a nivel de género y especie.

2.4.5. Cultivo de hongos pertenecientes al género Aspergillus
Los hongos pertenecientes al género Aspergillus obtenidos en cada muestra se sembraron

individualmente en placas con medio de cultivo agar Czapeck incubandose a 25°C por 7 dias hasta
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que el crecimiento de cada aislado fuera completo y asegurando que hubiera logrado un cultivo

axénico.

2.4.6. Identificacion de especies de los aislados de Aspergillus
Teniendo los cultivos puros se procedidé a sembrarlos en diferentes medios CYA (25°C); MEA

(25°C); CY20S (25°C); CZ (25°C); y CYA (37°C); una vez sembrados se incubaron por un periodo
de 7 dias, a las temperaturas indicadas. Para lograr la identificacién a nivel especie se hicieron
tinciones con azul de algodon y posteriormente se observaron las caracteristicas morfol6gicas de las
colonias al microscopio y estereoscopio Optico. Se siguid el formato propuesto en las claves
morfoloégicas de Maren A. Klich (2002), las cuales toman en cuenta caracteristicas tanto
macroscopicas como microscopicas tales como: los diametros de las colonias, color de colonias, la
apariencia del micelio, presencia de exudados, pigmentos solubles, presencia de esclerocios y/o
clesitotecios, tamafio y forma de conidios, estipite, vesicula y la seriacion presente.

2.4.7. Cultivo de hongos pertenecientes al género Penicillium
Los hongos pertenecientes al género Penicillium obtenidos en cada muestra se sembraron

individualmente en placas con medio de cultivo IPDA incubandose a 25°C por 7 dias hasta que el

crecimiento de cada aislado fuera completo y asegurando que hubiera logrado un cultivo axénico.

2.4.8. Identificacién de especies de los aislados de Penicillium
Teniendo los cultivos puros se procedido a sembrarlos en diferentes medios CYA (25°C);

CYA(5°C); CYA(37°C); EMA (25°C) Y G25n (25°c) una vez se incubaron por un periodo de 7
dias, a las temperaturas indicadas. Para lograr la identificacion a nivel especie se hicieron tinciones
con azul de algoddn y lactofenol. Posteriormente se observaron las diferentes estructuras al
microscopio. Se sigui6 el formato propuesto en las claves morfolégicas de John 1. Pitt (1979) las
cuales toman en cuenta caracteristicas tanto macroscopicas como microscépicas tales como: los
diametros de las colonias, color de colonias, la apariencia del micelio, presencia de exudados,
pigmentos solubles, tamafio y forma de conidios, estipite, conidi6foros, ramificacion presente,

métulas entre otras

2.4.9. Cultivo de hongos pertenecientes al género Fusarium
Los hongos pertenecientes al género Fusarium obtenidos en cada muestra se sembraron

individualmente en placas con medio de cultivo IPDA incubandose a 25°C por 7 dias hasta que el

crecimiento de cada aislado fuera completo y asegurando que hubiera logrado un cultivo puro.
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2.4.10. Identificacion de especies de los aislados de Fusarium
Teniendo los cultivos puros se procedié a sembrarlos nuevamente en dos diferentes medios IPDA y

Agar hojas de Clavel; una vez sembrados se sellaron las cajas Petri con Parafilm y se pusieron a
incubar 7 dias a 25°C sometiéndose a fotoperiodos de 12 horas. Para lograr la identificacion a nivel
especie se hicieron tinciones con azul de algodén y posteriormente se observaron las diferentes
estructuras al microscopio. Se siguié el formato propuesto en las claves morfoldgicas de Leslie
and Summerell 2006, las cuales toman en cuenta la presencia tamafio y forma de clamidosporas,
micro y macro conidios. Asi mismo se tienen que caracterizar el tamafio y el color de las colonias
desarrolladas en PDA.

2.4.11. Cultivos monospdricos
Después de que las cepas de Fusarium fueron identificacdas a nivel especie se realizaron cultivos

monosporicos a partir de las cepas de PDA que fueron sometidas a fotoperiodos; esto con la
finalidad de tomar estos cultivos como punto de partida para la extraccion de ADN y posterior
identificacion de las cepas a nivel especie por medio de secuenciacion y PCR con “primers”

especificos de las especies.

2.4.12. Conservacion e las cepas en silica gel y agua agar
Para conservar las cepas se partié de los cultivos monospdricos, los cuales fueron conservados en

dos medios, silica gel y agua agar; medios recomendados por Leslie and Summerell 2006.

2.4.13. Resiembra de las cepas en PDA y SNA
Con la finalidad de que la identificacién morfoldgica fuera lo mas fiable posible las cepas fueron

resembradas en dos medios: PDA'y SNA partiendo de las cepas previamente conservadas en agua-
agar; una vez selladas las cajas Petri con parafilm se incubaron durante 7 dias a 25°C pero no
fueron sometidas a fotoperiodos. ElI medio SNA fue elegido ya que favorece la formacion de

cadenas caracteristicas en algunas especies de Fusarium.

2.4.14. Extraccién de ADN de cepas de Fusarium a partir de cultivos monospdricos
Técnica: Fenol Cloroformo-Alcohol Isoamilico (Sambrook, 2001)
La extraccion de ADN se llevd a cabo siguiendo el protocolo clasico de Sambrook, con algunas

modificaciones. Para llevar a cabo el rompimiento celular se tom6 un poco de la cepa directamente
del cultivo monosporico y se adicion6 a un tubo eppendorf que contenia 1250 ul de la solucion de
lisis, se le adicionaron 7 ul de proteinasa K y perlas de vidrio; se puso en el vortex por 10 minutos.

Después se realizd la extraccion organica con fenol-cloroformo. Finalmente el ADN se precipito
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con alcohol isoamilico; después del proceso de extraccion y purificacion del ADN se procedio a

resuspenderlo en 50 ul de agua libre de nucleasas.

2.4.15. Extraccion de ADN de muestras de maiz
Técnica: Kit de extraccion de ADN Wizard® Magnetic ADN Purificaction System for food)
Para la deteccion de F. verticillioides, F. proliferatum, y F. subglutinans; directamente de las

muestras de maiz, las muestras fueron molidas previamente en un procesador de alimentos.
Posteriormente, se siguieron cada uno de los pasos que indica el proveedor, en los cuales se incluye
una lisis celular, tratamiento de la muestra con RNAsa, para posteriormente afiadir particulas

magnéticas que se uniran al ADN presente permitiendo el aislamiento de éste ultimo.

2.4.16. Cuantificacion de ADN
La cantidad y calidad de ADN fue evaluada en geles de poliacrilamida al 1% y en el nano

espectrofotometro.

2.4.17. PCR y secuenciacion para gen de la calmodulina y para el gen TEF-1a
La reaccion se llevé a cabo en 15 ul, conteniendo los reactivos en las cantidadades que se indica en

el Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1. Reactivos utilizados para la amplificacion de gen TEF-1a y gen de la calmodulina

Reactivo Cantidad pl
Primer F (10mM) 0.45
Primer R (10mM) 0.45
DNTP’s (10mM) 0.3
Buffer 15
Taq 0.075
ADN 1
H.,0 libre de nucleasas 1
H,O libre de nucleasas 11.225

Después de que la reaccion fue preparada el ADN se amplificd por medio de PCR siguiendo las
consideraciones mostradas en el Cuadro 2.2 para el gen de la calmodulina y las consideraciones
mostradas en el Cuadro 2.3 para el gen TEF-1a. La secuencia de los “primers” utilizados para la

amplificacion de ambos genes pueden observarse en el Cuadro 2.4.

Cuadro 2.2. Condiciones de la PCR para la amplificacion de gen de la calmodulina
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Etapade laPCR Temperatura °C  Tiempo (min)

Desnaturalizacion inicial 95 2:00
Desnaturalizacion 94 0:30
Hibridacién 54 0:30
Extension 72 0:50
Extension final 72 5:00
Conservacion de productos 4 o0

Cuadro 2.3. Condiciones de la PCR para la amplificacion de gen de la TEF-1a

Etapade laPCR Temperatura °C  Tiempo (min)
Desnaturalizacion inicial 5:00
Desnaturalizacion 94 0:50
Hibridacién 54 0:50
Extension 72 2:00
Extension final 72 7:00
Conservacion de productos 4 0

Cuadro 2.4. “Primers” utilizados para la amplificacion de los genes TEF-1a y calmodulina (O’ Donell et al.,

2000)
Especie Secuencia = 3’ Tamafio del amplificado
F “ATGGGTAAGGARGACAAGAC”
Gen TEF 900

R “GGARGTACCAGTSATCATGTT”

F “GARTWCAAGGAGGCCTTCTC”
Gen CL 740
R“TTTTGCATCATGAGTTGGAC”

2.4.18. Purificacion de los productos de PCR
Todos los productos de la PCR fueron tratados con dos enzimas: FastAP Thermosensitive Alkaline

Phosphatase y Exonuclease | (Exo I) ambas de Thermo Scientific®. El tratamiento se realizé con la
finalidad de quitar posibles contaminantes que pudieran intervenir de forma negativa durante la
secuenciacion. Las enzimas fueron utilizadas siguiendo las recomendaciones del proveedor; FastAP

(2 ul) y Exonuclease I (1pul).

60

—
| —



2.4.19. Secuenciacion?
La reaccion de secuenciacion de los productos de PCR se llevo a cabo en 10 pl conteniendo los

reactivos en las cantidades que se indican en el Cuadro 2.5; posteriormente se realizo la reaccion de
secuenciacion siguiendo las consideraciones del Cuadro 2.6.

Cuadro 2.5. Reactivos utilizados para la reaccion de secuenciacion

Reactivo Cantidad pl
Master mix Big Died ® 1

Buffer 2
Primer 0.16
ADN 3

H,0 libre de nucleasas  3.84

Cuadro 2.6. Programa para la reaccion de secuenciacién (25 ciclos)

Etapa de la PCR Temperatura °C  Tiempo (min)
Hibridacion 50 0:05
Extension 60 4:00
Conservacion de productos 4 o

Después de que la reaccion ha terminado, sus productos estan listos para ser secuenciados, para ello
se utilizo el equipo ADN analyzer de Applied Biosystems. Los resultados fueron analizados en el
programa Bionumerics ® utilizando el método UPGMA, en el cual se compararon las secuencias
obtenidas de las cepas problema contra las secuencias de las cepas de referencia de F. verticillioides
(ITEM 7581, ITEM 7583); F. proliferatum (ITEM 7595, ITEM 7596); F. subglutinans (ITEM
7582) y F. graminearum (5358).

2.4.20. PCR con “primers” especificos para la deteccién de F. verticillioides, F.
proliferatum y F. subglutinans
Con la finalidad de comprobar que los resultados obtenidos en la secuenciacion se realizé la PCR

con “primers” especificos de F. verticillioides, F. proliferatum, y F. subglutinans las secuencias de

1 , . .y
Ver en anexo 3 la metodologia para la secuenciacién de ADN
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“primers” utilizadas fueron retomadas del articulo de Mulé et al., 2004 y estan detalladas en el
Cuadro 2.7 y el programa de PCR que se utilizo siguié las consideraciones del Cuadro 2.8.

Cuadro 2.7. “Primers” utilizados para la amplificacion especifica de F.verticillioides, F.proliferatumy

F.subglutinans. “primers” retomados de Mulé et al., 2004.

Especie Secuencia 5= 3 Tamafio del amplificado

F “CTTCCTGCGATGTTTCTCC”
F. verticillioides 578
R “AATTGGCCATTGGTATTATATATCTA”

_ F “CTTTCCGCCAAGTTTCTTC”
F. proliferatum 585
R “TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG”

) F’CTGTCGCTAACCTCTTTATCCA”
F. subglutinans 631
R”’CAGTATGGACGTTGGTATTATATCTAA”

Cuadro 2.8. Programa de PCR para la amplificacion especifica de F. verticillioides, F. proliferatumy F.

subglutinans

Etapa de la PCR Temperatura °C  Tiempo (min)

Desnaturalizacion inicial 94 2
Desnaturalizacion 94 0:30
Hibridacién 56 0:30
Extension 72 0:50
Extension final 72 5
Conservacion de productos 4 o0
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Capitulo 3 | Resultados y Discusion

Cuantos rodeos he tenido que dar, cuantas paredes he caminado a tientas en
la obscuridad de mi ignorancia para encontrar la puerta que da a la luz de la

verdad...

Johannes Kepler
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Capitulo 3. Resultados y Discusion
El presente estudio se dividié en diferentes partes experimentales; la primera, fue la

determinacion de la micobiota end6gena y exdgena de las diez muestras de maiz analizadas, con
objeto de conocer la calidad sanitaria de las muestras analizadas. A continuacion se presentan los
resultados obtenidos en esta primera etapa.

Micobiota endégena (interna) presente en las diferentes muestras de granos de maiz *
En la Figura 3.2 se muestran los resultados obtenidos del analisis de micobiota enddgena,

como se menciond en la parte de metodologia, se analizaron 500 granos, de los cuales, 122 granos
(que corresponden al 24%) resultaron estar infectados por al menos un tipo de hongo; por otro lado,

en 378 granos (que corresponden al 76%) no se detectd la presencia de ningun tipo de hongo.

H Porcentaje de granos
infectados

i Porcentaje de granos
no infectados

Figura 3.2. Porcentaje de la micobiota endégena presente en las diferentes muestras de granos de maiz.

La Figura 3.2 resulta de utilidad para visualizar la cantidad de granos infectados; sin embargo,
se considera importante sefialar la frecuencia de aparicién de los hongos en cada una de las
muestras analizadas. EI Cuadro 2.9 muestra la frecuencia de aparicion de cada uno de los géneros
detectados durante la evaluacion de la micobiota enddgena en las diez muestras de maiz analizadas.
Puede observarse que Fusarium estuvo presente en todas las muestras analizadas siendo las mas
afectadas por este hongo aquellas provenientes de los estados de Chiapas (M; y M;) y Campeche
(Mg y M,y); por otro lado Penicillium se presentd con mayor frecuencia en las muestras de
Guanajuato (M; y M,); asi mismo estuvo presente pero en una frecuencia mas baja en una de las
muestras del estado de Michoacan (My,); Trichoderma estuvo afectando especialmente a una de las

muestras provenientes de Chiapas (M); finalmente Helminthosporum fue encontrado en las dos

%Ver en anexo 2 Cuadro de Micobiota endogena
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muestras provenientes del estado de Chiapas (M3 y M;) y en una de las muestras del estado de
Jalisco (Mys). Es importante sefialar que la mayoria de las muestras analizadas presentaron poca
frecuencia de hongos, sin embargo, los géneros encontrados tales como Fusarium, Trichoderma,
Penicillium y Helminthosporiuma son de gran importancia debido a que pueden estar causando
diferentes enfermedades en semilla y planta de maiz, por otro lado, los géneros Fusarium y
Penicillium estan relacionados con la produccién de micotoxinas dafiinas para la salud humana y

animal.

Cuadro 2.9. Frecuencia de la micobiota enddgena presente en grano de maiz procedente de cinco
estados de la Republica Mexicana

Frecuencia de Aparicién

Procedencia Muestra Fusarium Penicillium Trichoderma Helminthosporium
. M1 3 7 1 0
Guanajuato
M2 3 1 0 0
Chiapas M3 25 0 0 1
M7 10 0 8 1
Michoacan M1l L L L 0
M12 1 0 0 0
. M13 6 0 0 0
Jalisco
M15 8 0 0 1
M20 22 0 0 0
Campeche
M21 22 0 0 0

Con la finalidad de realizar un analisis general de los resultados obtenidos de la micobiota
enddgena se elabor6 un grafico pareto 80-20; con el cual podemos agrupar la frecuencia de
aparicion de cada uno de los hongos detectados en las muestras de maiz analizadas. En la Figura
3.3 podemos apreciar los géneros que fueron encontrados en el analisis de la micobiota enddgena,
el género que mas se presentd fue Fusarium siendo encontrado en 82.86% de los granos analizados,
seguido por Trichoderma, este ultimo s6lo encontrandose en el 8.13%; finalmente los géneros que
tuvieron menor presencia fueron Penicillium y Helminthosporium hallandose en 7.31% y 2.4%
respectivamente. Este tipo de gréaficos nos permite discernir entre las especies que tienen prioridad
para analizarse; en este caso y para las muestras trabajadas el género de hongo mas importante a
analizar es Fusarium ya que su frecuencia de aparicion es muy superior a los otros géneros, como
puede observarse en la Figura 3.3 més del 80% de las muestras analizadas estdn siendo

contaminadas por lo menos una especie del género Fusarium.
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Figura 3.3. Géneros de hongos presentes en la micobiota enddgena en maiz procedente de la Republica

Es importante resaltar que en el analisis de la micobiota endégena se detectd poca frecuencia
de hongos; éstos resultados eran de esperarse debido a que los granos habian sido sometidos a una
desinfeccion superficial; sin embargo, de los géneros detectados Fusarium y Penicillium tienen

mayor relevancia debido a que no sélo causan dafios en el grano o planta de maiz, también pueden

Mexicana.

estar produciendo micotoxinas patdgenas para la salud humana y animal.

Micobiota exégena (granos de maiz sin desinfectar)®
En la Figura 3.4 grafico se muestran los resultados obtenidos del andlisis de micobiota

externa; en donde se observa que el 100% de las muestras analizadas resultaron estar invadidas por
alguno de los hongos detectados, entre los cuales se encuentran Fusarium, Aspergillus, Penicillium
y Rhizopus este resultado es debido a que en este caso, no se hizo ningln tipo de desinfeccion a los

granos de maiz.

3 Ver en anexo 2 Cuadro de Micobiota exodgena
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Figura 3.4. Porcentaje de granos contaminados y no contaminados por algun tipo de hongo en las muestras

de maiz sin desinfectar

La Figura 3.4 resulta de utilidad para visualizar que todos los granos analizados estuvieron
invadidos; sin embargo, se considera importante sefialar la frecuencia de aparicion de los hongos en
cada una de las muestras analizadas. EI Cuadro 3.0 muestra la frecuencia de aparicidon de cada uno
de los géneros detectados durante la evaluacion de la micobiota exdgena en las diez muestras de
maiz analizadas. Puede observarse que al igual que en la micobiota enddgena, Fusarium estuvo
presente en todas las muestras analizadas, siendo las mas afectadas por este hongo aquellas
provenientes de los estados de Guanajuato (M; y M,) y Jalisco (M3 y Mis); las muestras
provenientes de Chiapas (M3 y M7) y Michoacan (My; y Myy) tuvieron aproximadamente la misma
frecuencia de este hongo y finalmente las muestras que tuvieron menos frecuencia de Fusarium
fueron las provenientes del estado de Campeche (My Y My;). El género Aspergillus tuvo una alta
frecuencia en las muestras provenientes de Campeche (M, y M,;) asi como en una de las muestras
del estado de Jalisco (My3) y una muestra del estado de Guanajuato (M,); las muestras en donde se
cuantifico menor presencia de Aspergillus fueron una muestra proveniente de Jalisco (M;s), una
muestra de Michoacan (My;) y una muestra de Chiapas (M-). El hongo Penicillium se present6 con
mayor frecuencia en las muestras de Guanajuato (M; y M,), Michoacan (M;; y M3,) y una muestra
de Campeche (My); las muestras de Chiapas (M3 y M), Jalisco (Myz ¥ Mys) y una muestra del
estado de Campeche (Mj;) resultaron estar invadidas por Penicillium en la misma frecuencia
aproximadamente. Finalmente, el género Rhizopus fue detectado con mayor frecuencia en las
muestras de Campeche (M), Michoacén (My; Y Ms,) y en una muestra del estado de Jalisco (Mys);

en las muestras del estado de Chiapas este hongo tuvo muy poca frecuencia al igual que en una
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muestra del estado de Guanajuato (M,) y finalmente no hubo presencia de Rhizopus en una de las
muestras de Guanajuato (M,) y tampoco en una de las muestras de Jalisco (Mgs).

Cuadro 3.0. Frecuencia de la micobiota exdgena presente en grano de maiz procedente de cinco

estados de la Republica Mexicana

Frecuencia de Aparicién

Procedencia Muestra Aspergillus ~ Fusarium  Penicillium Rhizopus
. M1 18 60 38 0
Guanajuato
M2 27 52 27 4
Chiapas M3 12 51 8 7
M7 5 49 10 1
Michoacsn M11 5 45 20 19
M12 14 47 17 24
. M13 35 58 11 15
Jalisco
M15 10 52 10 0
M20 36 36 21 35
Campeche
M21 58 17 6 7

Con la finalidad de realizar un andlisis global de los resultados obtenidos de la micobiota exdgena
se muestra en la Figura 3.5 un gréafico pareto 80-20; en el cual podemos observar que se
identificaron principalmente hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium y Rhizopus,
siendo Fusarium el que tuvo mayor frecuencia, estando presente en el 49% de los granos
analizados; Aspergillus tuvo una frecuencia de 21.87%; Penicillium 17.35% y Rhizopus 11.77%. En
este caso, el grafico pareto indica que el 80% de los granos estan infectados por los tres primeros
géneros mencionados anteriormente, por ello resulta importante caracterizar e identificar las
especies presentes de Fusarium, Aspergillus y Penicillium. Asi mismo, resulta importante recordar
que algunas especies de Aspergillus (como A. niger), y Rhizopus estan clasificados como hongos
de deterioro avanzado y estan asociados generalmente a malas condiciones de almacenamiento,;
por otro lado Fusarium, Aspergillus y Penicillium estan asociados con diferentes enfermedades en
la planta de maiz y no solo causan reduccion en las cosecha, ademas, algunas especies de Fusarium,
Aspergillus y Penicillium son productoras de micotoxinas las cuales pueden provocar enfermedades

en humanos y animales.
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Figura 3.5. Géneros de hongos presentes en la micobiota exdgena en maiz procedente de la Republica

Mexicana

Cabe mencionar que en este estudio en particular era importante realizar la evaluacién de la
micobiota sin desinfectar los granos, ya que en muchas ocasiones, el alimento es dado a los
animales y humanos sin ningun tratamiento previo, por ello, es importante conocer, el grado de

contaminacion de los granos tanto enddgena como exdgenamente.

Identificacién de aislados a nivel especie
Para este estudio era importante el conocer las especies flngicas que estaban atacando al maiz

analizado debido a que deseabamos saber si existian las cepas de nuestro interés (F. verticillioides,
F. proliferatum y F. subglutinans), ademas de esta manera, podriamos posteriormente comparar los
resultados obtenidos por esta técnica con los obtenidos en la identificacion por biologia molecular.
A continuacién se muestran las caracteristicas de la macro y micromorfologia de las colonias que se
consideraron para la identificacion a nivel especie. Del género Fusarium se identificaron las
especies: F. verticillioides, F. subglutinans, F. dimerum y F. graminearum; del género Aspergillus
se identificaron las especies: A. flavus y A. niger; finalmente del género Penicillium se identifico la

especie P. chrysogenum.
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Fusarium verticillioides
En PDA forma colonias que tienen micelio blanco y pueden desarrollar pigmentos violetas con el

paso del tiempo. La pigmentacién del agar varia pudiendo ser incoloro, anaranjado, violeta palido,
violeta obscuro y en ocasiones violeta muy intenso (casi negro). Una de las caracteristicas
principales de esta especie es la formacion de largas cadenas de microconidios, asi como la
presencia de monofialides que ocasionalmente son producidas en pareja dando la apariencia de
“oreja de conejo”. En la Figura 3.6 se observan algunas de las caracteristicas de micromorfologia
mas representativas que llevaron a la identificacion de ésta especie.

Figura 3.6. a) Colonia de F. verticillioides, crecimiento observado después de 7 dias de incubacién bajo
fotoperiodos de 12 horas de luz blanca y negra en medio IPDA.b;c)Microconidios formando cadenas largas
caracteristicas de Fusarium verticillioides x40. d) Monofiélides x40. e)Macroconidios septados,delgados y en

forma de aguja ; microconidios ovales y sin septos x40. (Fotografias:Pérez R y Garcia B, 2013).
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Fusarium subglutinans
En PDA forma colonias que tienen micelio blanco y pueden desarrollar pigmentos violetas con el

paso del tiempo. La pigmentacion del agar varia desde incoloro hasta morado obscuro (casi negro);
en ocasiones pueden desarrollarse esclerosios de tonos azules obscuros muy intensos. Esta especie
se caracteriza por la presencia de falsas cabezas, microconidios ovalados (sin septos),
macroconidios septados (generalmente 3 septos) y la ausencia de clamidosporas. En la Figura 3.7 se
observan algunas de las caracteristicas de micromorfologia méas representativas que llevaron a la
identificacion de ésta especie.

Figura 3.7. a) Colonia de F. subglutinans crecimiento observado después de 7 dias de incubacién bajo
fotoperiodos de 12 horas de luz blanca y negra en medio IPDA. b) Macroconidio septado ligeramente curvo y
microconidios ovales sin septos c¢) Polifidlides con falsas cabezas abundantes d) Monofialides con falsas
cabezas. (Fotografias:Pérez y Garcia, 2013).
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Fusarium graminearum
En PDA forma colonias que crecen rapidamente y producen una gran cantidad de micelio denso

que tiene tonos que van del blanco al anaranjado pélido o amarillo. Estas cepas forman pigmentos
rojos en el agar. Esta especie se caracteriza por presentar macroconidios septados (generalmente de
5 a 6 septos) formando esporodoquios, clamidosporas simples o agrupadas y la ausencia de
microconidios. En la Figura 3.8 se observan algunas de las caracteristicas de micromorfologia méas

representativas que llevaron a la identificacion de ésta especie

Figura 3.8. a) Colonia de F. graminearum, crecimiento observado después de 7 dias de incubacion bajo
fotoperiodos de 12 horas de luz blanca y negra en medio IPDA b) Esporodoquio formado por macroconidios
agrupados x40. c,d,e) Macroconidios grandes y septados caracteristicos de F.graminearum x40.
(Fotografias:Pérez R y Garcia B, 2013).
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Fusarium dimerum
En PDA forma colonias muy distintivas pequefias que crecen lentamente, no desarrollan micelio

aéreo, sin pigmentacién en el medio. Esta especie es de poca importancia en la produccién agricola
ya que no causa pérdidas como otras especies de Fusarium. En la Figura 3.9 se observan algunas de
las caracteristicas de micromorfologia mas representativas que llevaron a la identificacion de ésta
especie.

Figura 3.9. a) Colonia de F. dimerum crecimiento observado después de 7 dias de incubacion bajo
fotoperiodos de 12 horas de luz blanca y negra en medio IPDA. b); ¢) y d) Microconidios pequefios, elipticos

y lisos caracteristicoa de cepas de Fusarium dimerum x40. (Fotografias:Pérez R y Garcia B, 2013).
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Aspergillus niger
Las cabezas conidiales generalmente son grandes y negras, compactas al principio, esféricas o

divididas en dos 0 mas columnas. Los conidios comUnmente son esféricos en la madurez, a menudo
muy rugosos 0 espinozos ademas son muy oscuros o con espinas longitudinales muy visibles. En la
Figura 4.0 se observan algunas de las caracteristicas de micromorfologia mas representativas que
llevaron a la identificacion de ésta especie.

Figura 4.0. a) Colonia de Aspergillus niger, crecimiento observado después de 7 dias de incubacidn, en
diferentes medios y dos temperaturas. b) Conidiéforo liso e incolora unido a la vesicula globosa en MEA
10x; ¢, d) Vesicula globosa biseriada MEA 40x; e) Conidios redondos y ornamentados CYA25 40x.
(Fotografias:Pérez R y Garcia B, 2013).
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Aspergillus flavus
Las cabezas conidiales tipicamente son esféricas, hendidas en varias columnas mal definidas; los

conidios son tipicamente esféricos o subesféricos, con un didmetro de 3-6mm, a veces ovalados o
en forma de pera al principio, forma que a veces conservan. En la Figura 4.1 se observan algunas de
las caracteristicas de micromorfologia mas representativas que llevaron a la identificacion de ésta
especie.

L

Figura 4.1. a) Colonias de Aspergillus flavus, crecimiento observado después de 7 dias de incubacion en
diferentes medios de cultivo y dos temperaturas. b) Vesicula biseriada unida a estipite transparente lisa
CYAZ25 20x; c) y e) Vesiculas globosas biseriadas CYA25 20x; d) Vesicula globosa biseriada CYA25 40x.
(Fotografias:Pérez R y Garcia B, 2013).
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Penicilliumc chrysogenum
Microscopicamente Penicillium presenta conidiéforos largos que se ramifican en forma de escoba,

con fialides en forma de frasco que producen largas cadenas de abundantes conidios. Los conidios
son esféricos u ovalados y, bajo el microscopio parecen cuentas de vidrio. . En la Figura 4.2 se
observan algunas de las caracteristicas de micromorfologia méas representativas que llevaron a la

identificacion de ésta especie.

Figura 4.2. a) Colonia de Penicillum chrysogenum, crecimiento observado después de 7 dias de incubacion
en diferentes medios de cultivo y tres temperaturas. b) y c); Penicilo biverticilado de conidi6foro largo; x10 y
x40 respectivamente d) Conidios elipticos y lisos x100; e) Fialides acerosas x100. (Fotografias:Pérez R y
Garcia B, 2013).
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Trichoderma
Las mazorcas infectadas pueden presentar micelio lanudo de color verde en y entre las semillas. En

la Figura 4.3 se observan algunas de las caracteristicas de micromorfologia mas representativas que

llevaron a la identificacion de ésta especie.
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Figura 4.3. a) Cepas de Trichodermaen crecimiento observado después de 7 dias de incubacién en medio de

cultivo IPZ. b) y c) conidios y conidiéforos de Trichoderma x40. (Fotografias:Pérez R y Garcia B, 2013).
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Helminthosporum
Los conidios en su mayoria son ligeramente curvos, a veces casi cilindricos, palidos ¢ café dorados,

lisos, con una cicatriz oscura dentro del contorno de la célula basal, con 3-9 (comuUnmente 7-8)
septos. En la Figura 4.4 se observan algunas de las caracteristicas de micromorfologia mas
representativas que llevaron a la identificacion de ésta especie.

IPZ 25°C V8 25°C

Figura 4.4. a) Colonia de Helminthosporium, crecimiento observado en diferentes medios de cultivo y dos
temperaturas después de 7 dias. b), ¢) y d) Conidios y conidiéforos de Helminthosporium x40.
(Fotografias:Pérez R y Garcia B, 2013).
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Después del analisis completo dela micobiota enddgena, exdgena y de la identificacion morfoldgica
podemos comparar los resultados obtenidos en este trabajo con algunos trabajos previos.; Gallardo
et al., 2006; realiz6 un estudio para conocer la micobiota presente en granos de maiz cosechados en
Sonora, encontrando que el género detectado con mayor incidencia fue Fusarium, seguido de
Aspergillus, Penicillium y Alternaria; éstos resultados son muy similares a los obtenidos en el
presente trabajo en donde, ademas de los géneros mencionados, también fueron encontrados
algunos otros géneros tales como: Rhizopus, Trichoderma y Helminthosporum. Asi mismo,
Gallardo et al., 20086, realizé el analisis de micotoxinas producidas por el género Fusarium; en este
mismo trabajo, se reporta que, aunque no todas la muestras resultaron contaminadas con
fumonisinas; aquellas que si lo estaban presentan una concentracion de 500 mg/m, dicha
concentracion representa un riesgo potencial para la salud humana y animal. En otro estudio
realizado por Garcia et al., 2010; en granos de maiz procedentes de la region de Puebla se
identificaron las especies de Fusarium presentes encontrando: F. oxysporum, F. subglutinans, F.
verticillioides, F. graminearum como las especies de Fusarium con mayor incidencia en los granos
de maiz que analizaron; asi mismo, a excepcion de F. oxysporum las demas especies fueron
detectadas en las muestras que se analizaron en este estudio. Es importante mencionar, que a pesar
de que las zonas de muestreo fueron diferentes, los estudios anteriores demuestran que Fusarium es
un hongo ampliamente distribuido en el pais y que causa problemas independientemente de la zona
de cosecha; por lo cual el estudio y pronta deteccion de las especies que puede producir éste hongo

resulta de gran importancia en el area de la agricultura.
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Extraccion de ADN

Después de que las cepas de Fusarium se identificaron a nivel especie por medio de caracteristicas
morfologicas se realizd la extraccion de ADN total a cada una de las cepas identificadas como
pertenecientes al género Fusarium; este ADN se utilizo para los estudios de secuenciacion, de ésta
manera pudimos verificar que la identificacion a nivel especie por medio de caracteristicas
morfoldgicas y por medio de secuenciacién habia sido la misma. EI ADN total extraido fue
evaluado espectrofotométricamente para conocer la cantidad de acidos nucleicos contenidos en
cada una de las muestras, posteriormente se diluyd para que la concentracion aproximada fuera de
30ng / uL ya que en estudios previos se ha demostrado que a estas concentraciones se obtienen
mejores resultados durante la PCR. En el cuadro 3.1 se muestran los resultados obtenidos después

de que las muestras ya habian sido diluidas.

Cuadro 3.1. Calidad y cantidad de &cidos nucleicos en las muestras analizadas

Etiqueta de la Etiqueta de la Especie Identificada Relacon Concentracion de acidos
muestra cepa morfolégicamente 260/280 nucleicos (ng / uL)
*M3R4Fa, 1 F.verticillioides 1.56 33
MR, Ff; 2 F.verticillioides 1.66 31
M3R,Fbr, 3 F.verticillioides 1.73 434
M;R3Fra; 4 F.verticillioides 161 39.7
M,R3Fbr; 5 F.verticillioides 1.69 31.8
MysRsFbry 6 F.subglutinans 1.62 35.2
M3R,Fra; 7 F.graminearum 1.73 29.2
MR Fbry 8 F.verticillioides 1.69 29.6
MyR4Fp, 9 F. dimerum 1.57 36.5
MR, Ff; 10 F.verticillioides 1.62 354
MyoRFbr; 11 F.verticillioides 1.66 32.9
MyoR,Fb, 12 F.verticillioides 1.64 37.4
M-R;Fbr; 13 F.verticillioides 1.65 34

* Las muestras fueron etiquetadas para tener un mayor control de la procedencia, asi “M” es la inicial de
muestra, el subindice indica el nimero que se le asignd a cada muestra; “R” se refiere a la repeticién de
donde se tomo la cepa de hongo vy las inciales Fa, Ff, Fbr se refieren a una clasificacidon visual dependiendo
de las caracteristicas de la cepa (esta clasificacion se vuelve irrelevante cuando las cepas son identificadas
tanto morfoldgicamente como por técnicas de biologia molecular)
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Como puede observarse en el Cuadro 3.1 en general, la concentracién de ADN total quedd
alrededor de 30ng / uL, es muy dificil que la concentracion quede exacta, por ello, se decidi6 dejar
las concentraciones en esas cantidades ya que si se volvian a diluir se corria el riesgo que la
concentracion quedara muy baja y con esto se pudiera ver afectada la PCR. Asi mismo, en este
cuadro observamos que la relacién 260/280 es baja para casi todos los casos, lo cual denota que las
muestras estan contaminadas con restos proteicos y ARN.

El ADN total extraido fue también evaluado en un gel de agarosa al 1%.; en la Figura 4.5 se
muestra el gel obtenido en donde se observa la presencia de ADN como una franja intensa en la
parte superior; cabe destacar que en todos los carriles se tiene presencia de ADN y en algunos
carriles también pueden observarse barridos o amplificados en diferentes posiciones estos
amplificados indican la presencia de restos proteicos y ARN. Esto es normal ya que la extraccion
con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico es para acidos nucleicos en general, no solo para ADN;
ademas es importante sefialar que después de la extraccion las muestras no fueron tratadas con

ninguna enzima para eliminar restos de ARN.

M3R4Fbr2
M20r2Fb1
M7R1Fbr2
M2R4Fp2
M13R1Ff1
M20R1Fbr2
M1R3Fral
M2R3Fbrl
M15R3Fbrl
M3R4Fbr2
M13R2Ff1
M13R2Fral

MP
Mp

[ .

“ T f 2
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Figura 4.5. Geles de agarosa al 1% donde se evalud la presencia de ADN extraido a partir de los cultivos

monosparicos de las cepas de Fusarium. En cada uno de los pocillos esta la clave de la muestra que contiene;
los pocillos marcados como MP hacen referencia al marcador de peso molecular utilizado, para este caso fue
delkb.
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Secuenciacion parcial de los genes TEF-1ay calmodulina (Andlisis en BioNumerics)
Para realizar la secuenciacion se utilizaron dos genes como referencia: el gen TEF-1a y el gen de la

calmodulina. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante dendogramas por el método
UPGMA y posteriormente fueron comparados en la base de datos existente en el ISPA® para las
especies de Fusarium en estudio. A continuacion se muestran los dendogramas obtenidos para cada

uno de los genes secuenciados parcialmente.

Dendograma gen TEF-1«
En el dendograma del gen TEF-1a (ver Figura 4.6) podemos observar que la cepa 6 presenta una

similitud del 97% aproximadamente con respecto a la cepa de referencia de F. subglutinans ITEM
7582; por ello podemos decir que la cepa 6 corresoponde a F. subglutinans. Asi mismo, se observa
que las cepas 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11 y 13 presentan una similitud que va de un 99% a un 100%
con respecto a las cepas de referencia de F. verticillioides ITEM 7581 e ITEM 7583. La cepa 7
tiene un 99% de similitud respecto a la cepa de referencia ITEM 5358 que pertenece a F.
graminearum. Debido a que dentro de este estudio también estabamos interesados en la posible
presencia de F. proliferatum, también se incluyeron en el dendograma las cepas de referencia de F.
proliferatum ITEM 7581 e ITEM 7583 sin embargo ninguna de las cepas que analizamos resulto
pertenecer a esta especie.

Dendograma gen de la calmodulina
En el dendograma para el gen de la calmodulina (ver Figura 4.7) la muestra 6 muestra un porcentaje

de un 99.9% de similitud con respecto a la cepa de referencia ITEM 7582; esta similitud denota
gue la cepa 6 pertenece a la especie F. subglutinans y es concordante con los resultados obtenidos
en el gen TEF-1a. Por otro lado, las cepas 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 12 y 13 presentaron una similitud
del 100% con las cepas de referencia ITEM 7581, ITEM 7583, que pertenecen a F. verticillioides
igualmente estos resultados concuerdan con los obtenidos en el anlisis del gen TEF. La muestra 7
presentd una similitud del 100% con respecto a la cepa de referencia ITEM 5358 que pertenece a F.

graminearum.

Después de que las cepas problema fueron analizadas tomando como referencia los genes TEF-1a y
el gen de la Calmodulina por separado, los resultados obtenidos en cada gen fueron comparados
entre ellos. Observando que los resultados son iguales, sin embargo, es importante sefialar que en el

dendograma del gen TEF-1a se observa que las secuencias tienen mayor variabilidad con respecto

> Istituto di Scienze delle Produzioni Alimentari (Bari, Italia)
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al gen de la calmodulina. Es decir, ambos genes nos permiten la diferenciacion entre las diferentes
especies pero el gen TEF-1a en este caso resultd dar resultados un poco mas contundentes ya que la
mayor variabilidad entre las secuencias de las especies permite una identificacion mas confiable con
respecto al gen de la calmodulina (que también es muy confiable). Debido a que algunas
secuencias en ciertos genes pueden ser muy similares en ciertas zonas, como en el gen de la
calmodulina, siempre es importante trabajar con mas de un gen con la finalidad de que los

resultados obtenidos sean confirmados.

Asi mismo, es importante comparar los resultados obtenidos durante la secuenciacion con los
resultados previos obtenidos en la identificacion morfoldgica, con la finalidad de verificar que

ambos sean coherentes y conduzcan a resultados similares.

B aibghtnare mEize Mexico MARFbr
|: 75 SIbgUthars 1563 type KU @0
1 veridliodes meize Mexico M3R4F 2
0 veridliodes ITHiZE Mexico MARIFH
3 veridliodes meize Mexico MR T2
2 veridliodes ITHiZE Mexico MAFZF
M 7581 vertidlicides 1B75 tyre K3JA-148
il wvertidlioides nEize Mexico M2 1Fbr2
12 veridliodes mEize Mexico M2FRFD1
4 vertidlioides maEize Mexico MR ral
5 veridliodes mEize Mexico M2REFiT1
g wvertidlioides nEize Mexico M2R1For
H 9 vertidlicides maEize Mexico M2R4F 2
TEE3 vertidlioides 1574 type K3 %99
- 13 veridliodes Eize Mexico MTRIFIT1
756 proligraum 1543 type KU O- 4563
[ 756 prolieraum type KEL 4554
[ 7 garrineanim mEize Mexico
] Farineanm type MRRL 156

Figura 4.6. Dendograma obtenido por el método UPGMA del alineamiento multiple de una secuencia parcial

del gen TEF-1la
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Figura 4.7. Dendograma obtenido por el método UPGMA del alineamiento multiple de una secuencia parcial

del gen de la calmodulina

Las pruebas de secuenciacion resultaron ser muy Utiles para la identificacion de especies de
Fusarium; la secuenciacién parcial de genes es de gran utilidad debido a que diferenciar entre
algunas especies cercanas solo mediante la observacion de sus caracteristicas morfoldgicas puede
resultar dificil y en ocasiones ambiguo, situaciones que son evitadas con los estudios basados en
técnicas de Biologia Molecular. Sin embargo, es importante mencionar, que dificilmente las
técnicas de secuenciacién estaran remplazando completamente los estudios de caracterizacién
morfol6gica; mas bien son estudios complementarios y esto se demuestra ya que cada dia es mas
frecuente que en las claves de identificacion morfoldgica se incluya informacion sobre los genes

gue pueden estudiarse segun el género y especie de nuestro interés.

PCR con “primers” especificos de las especie
Después de llevar a cabo la identificacion de las especies presentes por medio de estudios

morfoldgicos y por medio de la secuenciacion parcial de dos genes, se pudo conocer las especies
presentes en las muestras de maiz. Sin embargo, era necesario hacer las pruebas directamente en
los granos de maiz con “primers” especificos para las especies en estudio. Como se mencioné en la
seccion de materiales y métodos, el ADN total para estas pruebas fue obtenido directamente de las
muestras de maiz previamente molidas. Para asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos se
incluy6 en la reaccion de PCR un control negativo y un control positivo. EI control negativo fue

etiquetado como blanco, el cual contiene todos los reactivos excepto ADN y el control positivo fue

84

—
| —



una cepa de referencia segun el hongo que los “primers” especificos eran capaces de identificar.;
para F. verticillioides se utiliz6 la cepa ITEM 7581; para F. subglutinans se utiliz6 la cepa ITEM
7582 y para F. proliferatum se utilizé la cepa ITEM 7595. En la Figura 4.8 podemos observar que
solo la muestra etiquetada como My; proveniente del estado de Michoacan no presenté amplificado
para la presencia de F. verticillioides, mientras que todas las demas muestras analizadas presentan
amplificados en diferentes intensidades a la altura de 578pb que es donde se esperaba la banda. En
la Figura 4.9 se observa que en ninguna de las muestras se encuentra presente F. proliferatum; la
reaccion resulta confiable ya que en la parte baja del gel puede observarse la presencia de “primers”
gue no pudieron hibridar ya que la secuencia para la que estaban disefiados no fue encontrada; por
lo tanto, puede asegurarse que en ninguna de las muestras se encontraba F. proliferatum. En la
Figura 5.0 se observa que solo las muestras etiquetadas como M,, My, My, ¥ Mys tuvieron la
presencia de F. subglutinans. Es importante resaltar que aungue en los geles mostrados no se define
de manera optima el marcador de peso molecular, los resultados son confiables debido a tres
factores muy importantes; el primero todos los geles contienen un control negativo que no amplifico
en ninguno de los casos; el segundo es que todos los geles tienen la cepa de referencia
correspondiente a la especificidad de los “primers” utilizados y se observa que en los tres casos las
cepas de referencia para F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans amplificaron muy
bien; por ultimo, los amplificados que dieron resultantes de la presencia de estos hongos se
encuentran al mismo nivel que las cepas de referencia; por estos tres motivos se puede decir que los
geles presentados en este trabajo son confiables y las reacciones de PCR se llevaron a cabo
experimentalmente de manera correcta. A continuacion se muestran los resultados obtenidos para la

deteccion especifica de F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans.
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Figura 4.8. Gel de agarosa al 1% corrido a 60V, con “primers” especificos para la deteccion de F.
verticillioides en muestras de maiz molido proveniente de diferentes partes de la Republica Mexicana. My, M,

Guanajuato; M3, M; Chiapas; My;, M1, Michoacan; Mys, Mys Jalisco; My, M,1 Campeche. MP 100pb

roliferatum

Figura 4.9. Gel de agarosa al 1% corrido a 60V, con “primers” especificos para la deteccion de F.
proliferatum en muestras de maiz molido proveniente de diferentes partes de la Republica Mexicana. M;, M,
Guanajuato; M3, M, Chiapas; My;, My, Michoacan; M3, M5 Jalisco; M,g, M,1 Campeche. MP 100pb.
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Figura 5.0. Gel de agarosa al 1% corrido a 60V, con “primers” especificos para la deteccion de F.
subglutinans en muestras de maiz molido proveniente de diferentes partes de la Republica Mexicana. My, M,
Guanajuato; M3, M; Chiapas; My, My, Michoacan; My, Mys Jalisco; Myy, M,1 Campeche. MP 100pb.

Finalmente se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos con los tres métodos
utilizados: 1) caracterizacion morfoldgica; 2) secuenciacion parcial de los genes TEF-1la y gen de
la calmodulina y 3) PCR con “primers” especificos para las especies de interés (F. verticillioides, F.
proliferatum y F. subglutinans). En el Cuadro 3.2 podemos observar que de las muestras
provenientes del estado de Guanajuato se aislaron las cepas etiquetadas como 4, 5y 9. Las cepas 4y
5 fueron identificadas como F. verticillioides por los tres métodos utilizados; sin embargo en la
muestra M, también se detecto la presencia de F. subglutinans utilizando “primers” especificos y
esta cepa no fue detectada por caracterizacion morfologica. Esto puede deberse a que posiblemente
el hongo F. subglutinans en el grano de maiz ya habia muerto, por ello al poner el grano en medio
de cultivo para determinar la micobiota, el hongo no pudo proliferar; sin embargo con la utilizacion
de “primers” especificos fue posible detectar esta especie ya que la técnica analiza el ADN
contenido en la muestra de estudio, independientemente si el microorganismo esta viable o no.
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Muestra

Origen

Carcterizacion
morfologica

Gen TEF 1-a

Secuenciacion

Gen Calmodulina

F. verticillioides

Primers especificos de las espcies

F. proliferatum

F. subglutinans

M1 4 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides - -
M2 Guanajuato 5 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - +
M2 9 F. dimerum ND ND - - -
M3 3 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - -
M7 Chiapas 13 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - -
M3 1 F.verticillioides F.verticillioides F.verticillioides + - -
M11 ] . N.D N.D N.D N.D - - +
Michoacén
M12 N.D N.D N.D N.D - - +
M13 7 F. graminearum | F. graminearum | F. graminearum - - -
M13 Jalisco 2 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - -
M15 6 F. subglutinans F.subglutinans | F.subglutinans - - +
M13 10 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - -
M20 8 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - -
M20 Campeche 11 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - -
M20 12 F. verticillioides F. verticillioides F. verticillioides + - -
M21 N.D N.D N.D N.D - - +
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La cepa etiquetada con el numero 9 fue identificada como F. dimerum aunque por medio de
secuenciacion no se tuvieron resultados concluyentes ya que no se contaba con la cepa de referencia
de esta especie. De las muestras provenientes del estado de Chiapas se aislaron las cepas 3,13 y 1,
éstas tres cepas fueron identificadas como F. verticillioides por las tres técnicas utilizadas y no
fueron detectadas ninguna de las otras dos especies de interés (F. proliferatum y F. subglutinans).
En las muestras provenientes del estado de Michoacan por medio de la caracterizacion morfologica
no se aislé ninguna cepa y debido a que la secuenciacion parcial de los genes TEF-1a y gen de la
calmodulina se realizd a partir de las cepas aisladas tampoco se tuvieron resultados por medio de
secuenciacion; sin embargo cuando se utilizaron “primers” especificos se logro detectar la presencia
de F. subglutinans en las dos muestras de este estado; esto puede deberse a que como, en el caso
anterior tal vez el hongo ya habia muerto pero su ADN si pudo ser detectado durante la PCR. De las
muestras provenientes del estado de Jalisco se aislaron cuatro diferentes cepas etiquetadas como 7,
2, 6 y 10; la cepa 7 fue identificada como F. graminearum; la cepa 2 y la cepa 10 fueron
identificadas como F. verticillioides y la cepa 6 fue identificada como F. subglutinan, los resultados
para las cepas?, 2,6 y 10 fueron iguales por medio de las tres técnicas utilizadas, asi que podemos
decir que en este caso los resultados de todas las cepas son consistentes con los tres métodos. De las
muestras provenientes del estado de Campeche se aislaron las cepas 8, 11, y 12 todas ellas fueron
identificadas como F. verticillioides asi que en este caso también los resultados fueron consistentes
con los tres métodos utilizados. Es importante mencionar que en las muestras provenientes de
Campeche con la utilizacion de “primers” especificos se identifico la presencia de F. subglutinans y
esto puede deberse al también a la falta de desarrollo del hongo durante la caracterizacion

morfolégica.

Como ya se ha mencionado a lo largo de este trabajo, la deteccion de algunas especies de
hongos productores de cepas micotoxigénicas mediante la utilizacion de diversas técnicas basadas
en las caracteristicas morfologicas y en el disefio de estrategias que incluyen a la Biologia
Molecular es un tema que ha cobrado relevancia en diversas partes del mundo debido a las pérdidas
econdmicas y problemas de salud que se pueden generar cuando un hongo esta atacando un cultivo.
En este sentido, diversos trabajos han sido desarrollados y publicados sirviendo como referencia
para realizar comparaciones entre los resultados obtenidos por otros autores y el presente trabajo.
En relacion a los resultados obtenidos por medio de las técnicas de biologia molecular, los
“primers” fueron retomados del trabajo realizado por Mulé et al., 2004; estudio en el cual se

reportan por primera vez “primers” especificos para la diferenciacion de F. verticillioides; F.

89

—
| —



proliferatum y F. subglutinans; asi mismo, éstos “primers” fueron evaluados por Faria et al., 2011
en granos cosechados en Brazil y nuevamente se confirmo la especificidad de los “primers”, por lo
cual, se decidio trabajar con ellos ya que previamente habian demostrado su efectividad por dos
grupos de trabajo diferentes; dichos “primers”, resultaron de mucha utilidad para detectar
directamente en las muestras de maiz si F. verticillioides, F. proliferatum y F .subglutinans estaban
0 no presentes. La deteccion de cepas productoras de micotoxinas, debe ser un punto muy
importante en el analisis dentro de la cadena de comercializacion y /o produccion de granos; por
ello, el uso de “primers” especificos que han demostrado previamente su efectividad es una técnica
muy poderosa gque puede dar resultados exactos en muy poco tiempo. Al conocer si una especie
toxigénica estd o no presente, pueden enfocarse de manera pronta los andlisis de micotoxinas

pertinentes y el eventual control de los productos gque las contegan.

Por otro lado, podemos afiadir que los resultados obtenidos durante la secuenciacion sirven para
soportar los resultados obtenidos con la utilizacion de “primers” especificos de las especies; ya que,
al conocer la secuencia exacta de un fragmento podemos compararla con secuencias reportadas de
cepas de referencia y conocer la especie flngica que esta presente tal y como se realiz6 en este
trabajo. Ademas de lo anterior, podemos agregar que los resultados de una secuenciacién tienen
otras utilidades, por ejemplo, la secuenciacion de un nimero importante de cepas es necesaria
cuando se desea realizar un trabajo en donde se persiga el objetivo de disefiar nuevos “primers”
especificos, o cuando no se tiene un género determinado para su estudio; sino que se busca un
analisis global de toda la micobiota que pudiera estar contaminando algin grano en estudio. A pesar
de que este estudio solo fue llevado a cabo en granos de maiz la metodologia utilizada puede
extenderse a otros granos de importancia alimentaria tales como trigo, arroz, cebada e incluso

alimentos procesados.
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Conclusiones

» Los analisis de la micobiota nos permitieron la identificacién morfoldgica de los diferentes
géneros presentes en las muestras de maiz analizadas; asi mismo nos permitieron estimar el
grado de contaminacidn de cada muestra, sin embargo, éste tipo de analisis requieren de un
tiempo largo de experimentacién (aproximadamente 2 semanas) para obtener un resultado

final.

» La extraccién de ADN total por el método de fenol-cloroformo partiendo de cultivos
monosporicos, nos permitid tener una gran cantidad de ADN para los posteriores estudios
de secuenciacion, sin embargo, el ADN presentaba restos proteicos y de ARN.

» La utilizacién del kit Wizard ® Magnetic DNA purification System for food resulté de
utilidad para la deteccion de F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans

directamente en los granos de maiz.

» El uso de “primers” especificos permitio la deteccion répida de las cepas para las cuales han
sido disefiados; sin embargo, con ellos no es posible saber si existen otros hongos
contaminando a las muestras de estudio. Debido a los puntos expuestos anteriormente, la

eleccion de una técnica u otra dependera del objetivo que se persiga.

» Los estudios de Biologia Molecular nos permitieron conocer mas rapido (en comparacion
con las técnicas de caracterizacion morfoldgica) las especies toxigénicas presentes y con
ello se pueden enfocar de manera pronta y efectiva los estudios hacia la deteccion de las

micotoxinas y el control en el manejo de los granos contaminados.

> Se logré la implementacion de una técnica de PCR punto final que permitid diferenciar las
cepas de F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans en granos de maiz mexicano

proveniente de cinco diferentes estados.
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Perspectivas

» Desarrollar una metodologia similar a la que se presenta en este trabajo para las cepas de
Fusarium para las cepas de Aspergillus y Penicillium; es decir, realizar secuenciacién e

identificacion con primers especificos para cada una de las especies detectadas.

» Realizar la cuantificacion de las micotoxinas que pudieran encontrarse en cada una de las
muestras analizadas. Con esto podriamos saber si las cepas micotoxigénicas presentes estan

0 no produciendo micotoxinas.

» Detectar por medio de PCR la presencia de los genes FUM1 y FUMS los cuales estan
relacionados con la produccion de algunas micotoxinas, por ejemplo, las fumonisinas y en
paralelo realizar PCR transcriptasa reversa con la finalidad de medir la expresién de los

genes antes mencionados.

> Proponer una metodologia con inmunoensayos que facilitara la deteccién de hongos
micotoxigénicos en el campo, ya que, aunque la PCR es una técnica que arroja resultados
adecuados, el equipo puede llegar a ser costoso lo cual complicaria su en analisis de

rutina.
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ADN aislado

Amplificar ADN con primers
pertenecientes al gen TEF-1 o
y gen de la calmodulina

Purificar ADN

Una banda a la altura esperada

Trabajar con el resto de productos
de la Reaccion de PCR

Purificacién de ADN con kit
NucleoSpin*

Presencia de multiples bandas ademas de la banda a la altura esperada

Cortar la banda de interés directamente
del gel d agarosa.

Purificacién de ADN con enzimas
FastAPY EXQ |

ADN desnaturalizado (hebra sencilla) y sin contaminantes

Reaccion de Secuenciacion [Gen TEF- 1 o/ GEN
calmodulina] (1 Tubo de reaccidn por cada primer)

Primer F

Primer R

PCR para llevar a cabo la unién de primers marcados con el ADN presente. De esta
manera se generan fragmentos de diversos tamafos.

Separacion de restos de primers mediante la utilizacion de resina SEPHADEX,
con la finalidad de dejar solo los fragmentos que seran secuenciados.

Agregar 10 ul de Agua libre de nucleasas

Meter al equipo de secuenciacién automatica
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Micobiota Enddgena

IPDA
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Micobiota Exdgena

IPDA

Numero de granos infectados

Total de granos

Total de granos no

Mue:
stra Repeticion A il
spergillus Fi il
usarium Penicilli
- - enicillium Rhi;
M1 : r ‘
m = 2 12 10 J ‘ J
z 3 : 2 - 0 10
R4 5 0 10
| . 3 : 10
) . : s 10
(@Q Totale ; - 8 0 10 1
g — s M1 18 ; : 0
Rl 60 s 10
- : = 10
Rz 9 : 10
z 9 : 50
R3 : 0 o
: 9 : 10
R4 5 : 0
- 1 : 10
= 13 : O
Totale : = 6 2 10 O
— Rls M2 27 52 3 : z 0
M3 ; : 10
R2 0 i O
: : : 50
= 10 ; 0
M3 : : 10
R4 T 0 0
. 1 : 10
Qq;, R5 6 5 . 0 z O
& Tot 0
o — ales M3 12 = : T 0
R1 o 0 O
: ; - 10
- 10 : 0
M7 : : 50
R3 . 0 0
: 2 ; 10
R4 0 : O
M7 ; : 10
RS 2 5 ; 1 z 0
Total s 0 O
— Rels M7 5 49 : ; z 0
M11 5 : 10
R2 0 1 O
M11 : : 50
R3 o 9 0
M11 ; ; 10
R4 B 0 0
S M11 R5 : : 6 0 10 O
\\o'bc Total : : ; 0 10 0
é\g — es M11 5 : T
= - 10 .
M12 : : 10
: : 19 ;
M12 ; ; 50
= 12 . 0
M12 : : 10
- R4 2 ; ; 8 z 0
12 RS 5 ; : < z 0
Totale : . O
-5 s M12 14 . z
R1 m - O
M13 : : 10
m z 24 .
M13 : : 50
R3 . 0 O
M13 : ; 10
R4 0 4 0
M13 ; : 0 10
. R5 9 0 : z 0
i Totales - 6 O
8 — = M13 35 58 ; - - 0
M15 5 . 10
R2 5 . 0
M15 . : 50
R3 o 0 0
M15 : 5 10
R4 . 0 0
M15 : 1 10
R5 3 o : 0 z O
Totale > 0 0
— s M15 10 . T
R1 > 0 O
M20 R2 . . : < 10 O
M20 : 3 50
0 z 10 5
M20 : 7 10
= R4 8 : . < z O
z&z O T : : : 10 10 5
o Totale . 3 0
S — s M20 36 > D
= 36 : O
M21 0 D 10
R2 : : 0
M21 R3 o . : : 50 O
M21 - 2 10
R4 ; : 0
M21 - : 10
R5 . ) O
Total = - : 0 10 O
es
— M21 58 17 : ; . 0
220 : -
467 : O
168 112 = :
500
0
l 110 }
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