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Resumen

Las especies del género Fusarium estan entre los patdgenos vegetales
que mas pérdidas econdmicas causan alrededor del mundo. Se trata de un grupo de
hongos que colonizan diferentes hospedadores vegetales, donde ocasionan
marchitamientos, podredumbres y chancros. Son especialmente importantes en cereales,
afectando a las industrias agroalimentarias y de procesado y transformacion de
alimentos y piensos, ya que reducen la produccion y calidad de la cosecha. Ademas, sus
especies son importantes productoras de micotoxinas, una amenaza para la salud
vegetal, animal y humana, por lo que su presencia estd legalmente regulada en

productos agroalimentarios.

Entre las toxinas mas importantes producidas por los hongos de este género
destacan las fumonisinas, micotoxinas toxicas y carcindgenas causantes de diversas
enfermedades que afectan tanto a los animales como al ser humano, principalmente
debido al consumo de cereales contaminados. Son producidas principalmente por las
especies F. verticillioides, F, proliferatum y F. fujikuroi, pertenecientes al complejo de

especies Fusarium fujikuroi (FFSC).

Estudiar el efecto que los principales factores ecofisioldgicos (temperatura y
potencial hidrico) presentan sobre el crecimiento fangico y la biosintesis de toxinas,
permite conocer la distribucién de las comunidades flungicas en las diferentes regiones
geogréficas, asi como predecir el riesgo potencial de produccion de las toxinas bajo
unas condiciones ambientales determinadas. Segun las previsiones del cambio
climatico, estas condiciones sufriran variaciones, de manera que en Espafia aumentara la
temperatura y disminuira la disponibilidad de agua. Esto podria ocasionar una alteracion
de la micobiota propia de los cultivos agricolas, de manera que ciertas especies se
desplazarian o modificarian su frecuencia de aparicion y dominancia, y en

consecuencia, el tipo y los niveles de sintesis de micotoxinas.

El objetivo central de esta Tesis fue ampliar la informacion disponible sobre tres
de las especies de Fusarium mas importantes por su capacidad de contaminar cereales a
nivel mundial: F. fujikuroi, F. verticillioides y F. proliferatum. Con este objetivo, se

realizaron una serie de estudios en cada una de ellas, poniéndolas ademas en relacion



Resumen

con las nuevas condiciones atmosféricas esperadas a consecuencia del cambio

climético. Estos estudios se describen en 4 capitulos.

En el caso de F. fujikuroi, patdgeno principal del arroz, se trata de una especie
menos estudiada que las otras dos, por lo que no se contaba con herramientas de analisis
similares a las desarrolladas para F. verticillioides y F. proliferatum. Por ello, en el
capitulo 2, se ha desarrollado, optimizado y aplicado a la caracterizacion de poblaciones
de arroz de esta especie, un protocolo de RT-PCR a tiempo real. Los resultados de este
andlisis mostraron una expresion relativa del gen FUM1 en todas las cepas productoras
de fumonisinas, ademéas de algunas cepas que no sintetizaron la toxina. Al medir la
capacidad potencial de produccion de esta toxina por parte de F. fujikuroi mediante el
método ELISA, se demostré que casi la mitad de las cepas eran productoras de
fumonisinas, algunas a niveles elevados, por lo que probablemente se subestima la
capacidad de su sintesis de esta especie. Por ultimo, se llevd a cabo un estudio
filogénetico de las cepas de F. fujikuroi junto con cepas de F. proliferatum, especie
cercana. Las cepas de las distintas especies se separaron en dos grupos bien
diferenciados, el de las cepas de F. fujikuroi que presentd una variabilidad
intraespecifica muy baja, similar a la que presenta F. verticillioides, independientemente
del hospedador o el origen geogréafico; y el de cepas de F. proliferatum, con una

variabilidad mucho mayor, sin relacion con el origen o el hospedador.

El capitulo 3 aborda diversos aspectos de las especies F. proliferatum y F.
verticillioides. En primer lugar, se completa el perfil ecofisiolégico de ambas especies,
incluyendo condiciones tipicas de escenarios de futuro cambio climéatico en Espafia, con
la determinacion de patrones de crecimiento y de biosintesis de fumonisinas, que se
estudia mediante la cuantificacién de la expresion del gen FUM1, gen clave en su
biosintesis, mediante protocolos especificos de RT-PCR a tiempo real. Ademas, se
determind la influencia de otro factor importante, el sustrato (medios de cebada, maiz y
trigo), sobre el crecimiento y la biosintesis de fumonisinas, teniendo en cuenta los
factores de temperatura y potencial hidrico. Y por dltimo en el caso de F. verticillioides
se determino la eficacia de un agente antifungico convencional (benomilo) sobre los
mismos dos parametros. El crecimiento fungico de estas dos especies se dio en un
amplio rango de condiciones permisivas, tanto en medio sintético, como en los medios
de extracto de cereales. Aungue la tasa de crecimiento de F. verticillioides fue mayor,

ambas especies fueron capaces de crecer a temperaturas entre 15 y 35°C y con un estrés
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hidrico elevado. A 40°C no se observd crecimiento en ningun caso. El sustrato resultd
también un factor significativo, siendo el medio de cebada el que reveld la mayor tasa
de crecimiento, seguido de maiz y por Ultimo trigo. En cuanto a la expresion del gen
FUML, F. verticillioides presentd expresion relativa en todos los sustratos, temperaturas
y potenciales hidricos probados, aunque esta expresion descendié en niveles altos de
estrés hidrico. En F. proliferatum sélo hubo expresion en cebada y trigo a 25°C y -2,8
MPa, condiciones dptimas para ambas especies. Los escenarios previstos de cambio
climatico permitirian la presencia de ambas especies, pero tendrian un efecto mas
limitante sobre su produccion de fumonisinas, reduciendo su riesgo potencial a

temperaturas menores de 35°C.

En el capitulo 4 se estudia el efecto del fungicida benomilo a dos
concentraciones (LDsp y LDgo: 0,93 y 3,30 ppm respectivamente) sobre el crecimiento
de F. verticillioides y la expresion de los genes FUM1 y FUM19, gen que codifica para
un transportados de fumonisinas, en distintas condiciones de estrés hidrico y
temperatura. Las dosis LDsy y LDgo aplicadas en las condiciones Optimas del
crecimiento fungico de esta especie (25-30°C y -0,7 MPa) redujeron la tasa de
crecimiento de la manera esperada, mientras que en condiciones marginales el efecto
del fungicida comenz6 a perder eficacia. EI benomilo también redujo la expresion del
gen FUM1, aunque la dosis LDsy causo una leve pero significativa induccion a 20°C y -
0,7 MPa. El gen FUM19 mostré un patron de expresion génica similar al del gen
FUM1, no observandose efectos relacionados con el fungicida. Por lo tanto, para su
aplicacion se deben tener en cuenta las condiciones ambientales y la dosis para

optimizar la eficacia del fungicida.

Por ultimo, en el capitulo 5, se analizo la distribucion de las especies toxigenas
de Fusarium y su micobiota acompafiante en trigo blando procedente de dos regiones
espanolas, Cordoba y Lleida. Para ello se utilizé una estrategia combinada de métodos
de diagnostico con convencionales y métodos moleculares. La distribucion de las
especies fungicas toxigenas mostr6é diferencias geogréaficas, que se pueden relacionar
con las caracteristicas climaticas de cada region y los perfiles ecofisioldgicos descritos
en este y otros trabajos. La especie F. graminearum destacé en Lleida, mientras que en
Cordoba fueron méas importantes F. verticillioides y F. proliferatum. También se
encontraron en ambas localidades las especies F. equiseti y F. langsethiae, ademas de

Aspergillus flavus y A. niger. Estas tres ultimas requieren un seguimiento especial en el

5



Resumen

futuro por el elevado riesgo de las toxinas que sintetizan. La estrategia de analisis
utilizada puede ser de gran ayuda en el diagnostico, prevencion y control de hongos

toxigenos en las condiciones de cambio climatico previstas.
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Abstract

CONTROL OF FUMONISIN-PRODUCING
Fusarium SPECIES:

ECOPHYSIOLOGICAL FACTORS AND
CLIMATE CHANGE

Abstract

The fungal genus Fusarium L. includes many well-known plant pathogens that
cause high economic damages in crops all over the world. Fusarium diseases include
wilts, blights, rots, and cankers of many horticultural, field, ornamental, and forest crops
in both agricultural and natural ecosystems. They are especially important
phytopathogens in cereals, causing losses to crop yield and quality and the agro-feed
industry. Fusarium species are also important mycotoxins producers causing a
significant impact in human and animal health and, accordingly, its presence in agro-
feed products is regulated. Fumonisins, a family of toxic and carcinogenic mycotoxins,
are among the most important toxins produced by Fusarium species, particularly by F.
verticillioides, F. proliferatum and F. fujikuroi, all three belonging to the Fusarium
fujikuroi species complex (FFSC). The main objective of this Thesis was to expand the
knowledge and tools available on these three Fusarium species. For this purpose,
different analyses were made, considering the scenarios for Spain predicted for a near

future caused by the global climate change.

After an introductory chapter, this Thesis describes an integrated studyof a
collection of F. fujikuroi strains isolated from rice (its main host) in the Philippines,
including genetic variability and phylogenetics, their fumonisin production profile and
the presence and expression of FUM1 gene, a key fumonisin-biosynthetic gene.
Additionally, a rapid and sensitive real time RT-PCR assay was developed for this
species. Almost 50% of the strains produced fumonisins, some of them at high levels,
indicating potential risk of rice contamination by fumonisns which should not be

disregarded. The F. fujikuroi strains in this work seemed to be genetically highly
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homogeneous, showing very low genetic variability, more similar to F. verticillioides

than to the closely related species F. proliferatum.

Temperature and water potential (y,) are main factors affecting fungal growth
and mycotoxin production, and create characteristic patterns of response depending on
the fungal species considered. In chapter 3, the analysis of the effect of the substrate in
F. verticillioides and F. proliferatum is presented using different agar media prepared
from barley, maize and wheat, the most important cereals in Spain. All these factors are
constantly interacting in field conditions, and they have been studied considering the
changing climatic conditions. The significant effect of the substrate found, affecting
differently fungal growth and FUM1 expression, indicated that evaluation of toxin risk
might differ depending on the cereal considered. Permissive growth conditions for both
species were at temperatures between 15 and 35°C, and water potentials between -0.7
and -7.0 MPa. Optimal values were between 25 and 30 °C and -0.7 MPa. Growth was
severely decreased at —7.0 MPa and no growth was observed at 40 °C. The growth rate
was higher in F. verticillioides than in F. proliferatum and both species grew better on
barley than on maize, and last on wheat. On the other hand, they showed differential
regulation of fumonisin biosynthesis in the media and environmental ocnditions tested.
FUML gene expression was present at every temperature and Ww in F. verticillioides,
being maize the medium with higher levels of FUM1 gene expression. In the case of F.
proliferatum, no induction of FUM1 gene was observed, apart from the cases of barley
and wheat at 25°C and -2.8 MPa, and maize was the medium with a higher negative
effect on FUM1 gene expression. Overall, incubation of cultures of both Fusarium
species at 35 °C and -7.0 MPa had the less favorable effect regarding FUM1 expression.
In general, this results suggest that both species will still be present in future scenarios
for Mediterranean regions, but their potential risk of fumonisin production might be

reduced particularly at marginal temperatures.

The study of the influence of environmental conditions and, in particular those al
the predicted scenarios of climate change, on the efficiency of conventional antifungal
is described in chapter 4. This study examined the interaction of the fungicide benomyl,
at EDso and EDgy concentrations (effective doses of benomyl to reduce growth by 50%
and 90%, respectively), with a range of temperatures (20-35 °C) and water potentials

(-0.7, —2.8 and —7.0 MPa) on growth and fumonisin biosynthesis of F. verticillioides in
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in vitro assays. Expression of FUM19 was also studied, a gene encoding an ABC-type

transporter which is located also in the fumonisin biosynthetic cluster.

The EDso and EDgy concentrations obtained at 25 °C were 0.93 mg/L and 3.30
mg/L, respectively. Benomyl affected growth and fumonisin gene expression
differently, but it generally reduced fungal growth and fumonisin biosynthesis and both
were significantly affected by temperature and water potential. However, the efficacy of
benomyl decreased significantly at marginal conditions. Both fumonisin biosynthetic
genes had similar expression patterns in all treatments and their correlation was positive
and significant. FUM1 gene presented induction at 20°C and -0.7 MPa, with EDs.
These results indicate that Mediterranean climatic scenarios might suffer an additional
negative impact from the climate change by compromising the efficacy of antifungals
used to control pathogens and toxigenic fungi. Additionally, more detailed and accurate
information should be provided on the optimal environmental conditions and doses for

the application of conventional benomyl tratments.

Finally, chapter 5 analyzed the occurrence of toxigenic Fusarium and other
fungal species in wheat from two different agroclimatic Spanish regions (Cérdoba and
Lleida), and compared the results. A combined strategy of traditional and DNA-based
methods was used in pre- and post-harvest samples obtained from each region. The
results showed that the distribution of the main toxigenic fungal species was different in
both regions, which could be related with differences in weather conditions
(temperature and precipitation) and the ecophysiological studies described in this
Thesis. F. verticillioides and F. proliferatum were more relevant in Cérdoba, whereas F.
graminearum was more prevalent in Lleida. Additionally, other potentially toxigenic
species were identified, such as F. equiseti, F. langsethiae, A. flavus, A. carbonarius
and A. niger. The relative importance of these species in terms of mycotoxin risk makes

a further study necessary, especially in the future climatic conditions predicted.
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Capitulo 1

Capitulo 1. Introduccién general

1.1.El género Fusarium

El género Fusarium Link comprende un grupo muy diverso de hongos
filamentosos que se encuadran en el filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden
Hypocreales, familia Nectriaceae. Es un grupo cosmopolita muy presente en el suelo y
que puede colonizar las partes aéreas y subterraneas de las plantas, asi como residuos
vegetales y otros sustratos organicos (Desjardins, 2003). Dependiendo por tanto del
contexto ecoldgico, las especies de este género pueden encontrarse como parasitas,
enddfitas o patdgenas de un gran nimero de especies vegetales, siendo por ello un
género muy conocido (Aoki et al., 2014). Se consideran de gran importancia sus efectos
sobre los cultivos, donde causan marchitamientos, podredumbres y chancros en una
gran variedad de especies, siendo especialmente importante en cereales, donde
ocasionan grandes pérdidas econdmicas en la agricultura y en las industrias de
procesado y transformacion de alimentos y piensos. Ademas, algunas de estas especies
son capaces de producir micotoxinas, metabolitos secundarios toxicos que contaminan
los alimentos y cuya ingesta, por parte de animales o seres humanos, ocasiona
enfermedades severas agudas y cronicas (Logrieco et al., 2003; Marin, 2010). Ademas,
ciertas especies de Fusarium pueden colonizar tejidos humanos, provocando
enfermedades como la queratitis (Chang et al., 2006) o diversas infecciones, ademas de
suponer una gran amenaza para personas inmunodeprimidas (Short et al., 2011; Sutton
y Brandt, 2011).

Debido a todo esto, nos encontramos ante un género muy contaminante, para el
que se hace importante desarrollar técnicas validas de control y prevencién. Para ello, es
necesario realizar un gran nimero de estudios de diferentes tipos, tanto epidemioldgicos
y filogenéticos (incluida la determinacion de la estructura poblacional y la variabilidad
inter o intra-especifica), asi como estudios destinados a conocer los factores
ecofisioldgicos que condicionan los diferentes aspectos de la biologia del hongo. Con
todos ellos se consigue una amplia informacion sobre los diferentes factores que estan
implicados entre si y que caracterizan al hongo, como son por ejemplo sus patrones de

crecimiento o de produccion de micotoxinas, las zonas geogréaficas o los hospedadores a
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los que se asocian determinadas especies flngicas, etc., y gracias a ello, se logra

desarrollar métodos adecuados y eficaces de diagndstico y prevencion.
1.1.1. Un género muy variable, una taxonomia compleja

El hecho de que las especies del género Fusarium presenten una gran
variabilidad en sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, ha sido la causa de la
gran controversia ocasionada por este género en cuanto a su taxonomia desde que fuera
descrito por primera vez por Link en 1809 (en Mag. Ges. Naturf. Freunde, Berlin 3:10).
Antes de 1997 la taxonomia de Fusarium se basaba exclusivamente en los caracteres
fenotipicos observados en cultivos aislados de plantas, animales y seres humanos que
presentaban sintomas de enfermedad, asi como de muestras de suelo y agua (Booth,
1971; Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson et al. 1983; Wollenweber y Reinking, 1935),
existiendo diversas clasificaciones basadas en ellos. Sin embargo, durante las dos
ultimas décadas, los estudios moleculares y filogenéticos sugieren que los métodos de
clasificacion de Fusarium tradicionales de diversos tratados de taxonomia (Booth, 1971,
Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson et al., 1983; Wollenweber y Reinking, 1935) eran
artificiales (O’Donnell et al., 2013). Estos nuevos estudios han revolucionado la
comprension de la diversidad especifica y las relaciones filéticas dentro de Fusarium,
dando lugar asi a nuevas clasificaciones taxondémicas que, junto con las anteriores,
suman un gran numero de ellas.

Actualmente se han secuenciado completamente los genomas de cinco especies
de Fusarium: F. graminearum, F. oxysporum f. sp. lycopersici, F. pseudograminearum,
F. solani f. sp. pisi y F. verticillioides (tabla 1). Sus genomas presentan grandes
variaciones en su tamafio, desde las 36 Mb del genoma de F. graminearum, las 42 Mb
de F. verticillioides, al genoma de F. oxysporum f. sp. lycopersici con 61 Mb, el de
mayor tamafo descrito hasta el momento (Ma et al., 2013).

Algunas especies de Fusarium son anamorfas, es decir, presentan solamente una
fase asexual o imperfecta. Asi mismo, existen dentro de este género especies
holomorfas, que presentan ademas de esta fase asexual, una forma sexual o perfecta
Ilamada teleomorfo. Estos estados teleomorfos de Fusarium se encuadraban
tradicionalmente en cuatro géneros: Haematonectria, Cosmospora, Albonectria y
Gibberella, siendo este Gltimo el que englobaba un mayor niumero de especies (Seifert y
Lévesque, 2004). Por lo tanto, se empleaban paralelamente dos nombres, empleandose
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el término Fusarium para referirse al estado anamorfo asexual de las especies de estos

géneros.

Especie N° de genes Tamafo (Mb)  N°de cromosomas NCBI
F. verticillioides 14179 42 11 AAIM

F. circinatum 15713 44 Desconocido -

F. fujikuroi 14017 44 12 -
F. oxysporum f. sp. 17735 61 15 AAXH

lycopersici

F. graminearum 13332 36 4 AACM
F. pseudograminearum 12488 37 Desconocido AFNW
F. solani f. sp. pisi 15707 51 17 ACJF

Tabla 1: Lista de genomas publicados de especies de Fusarium. Se indica de cada genoma el nimero de
genes, tamafio en Mb, nimero de cromosomas y nombre que recibe en la base de datos del NCBI
(GenBank). Adaptada de Ma et al., 2013.

Debido a los cambios producidos en el nuevo Codigo Internacional de
Nomenclatura para algas, hongos y plantas (ICNafp, Melbourne Code, 2012), a partir
del 1 de enero de 2013 s6lo se permite la asignacion de un Gnico nombre cientifico para
nuevos hongos holomorfos que producen teleomorfo, como es Fusarium, y ademas se
apuesta por la unificacién de esta doble nomenclatura preexistente (Hawksworth, 2012).
Esta propuesta ha sido ampliamente aceptada por la comunidad cientifica, que apoya el
uso del término unitario Fusarium, descartando asi los diferentes nombres de los
teleomorfos (Geiser et al., 2013). En este trabajo se adoptard la nueva forma de
nomenclatura aceptada, no obstante y debido a lo reciente del cambio, se indicara en

cada caso el nombre del teleomorfo asociado a cada especie de Fusarium.

En la tabla 2 aparecen las especies de Fusarium mas importantes desde el punto
de vista de las pérdidas econdmicas que ocasionan. En la actualidad, se considera que
existen alrededor de 300 especies dentro de este género, las cuales han sido descubiertas
gracias a las tecnicas de filogenética molecular. Méas de la mitad de estas especies no

han sido descritas formalmente hasta la fecha.
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Especie de Fusarium

Hospedador mas importante®

Regidn geografica endémica

Micotoxinas®

F. avenaceum
F. crookwellense
F. culmorum
F. fujikuroi*
F. globosum*
F. graminearum
F. kyushuense
F. langsethiae
F. napiforme
F. nygamai*
F. poae
F. proliferatum*
F. pseudoantophilum
F. pseudograminearum
F. pseudonygamai
F. sporotrichioides
F. subglutinans*
F. thapsinum™*

F. verticillioides™

Maiz, cereales de grano pequefio
Cereales de grano pequefio
Maiz, cereales de grano pequefio
Arroz
Maiz
Maiz, cereales de grano pequefio
Trigo
Cereales de grano pequefio
Mijo, sorgo
Sorgo
Cereales de grano pequefio
Maiz
Maiz
Cereales de grano pequefio
Mijo
Cereales de grano pequefio
Maiz
Sorgo
Maiz

Todo el mundo
Todo el mundo
Todo el mundo
Todo el mundo
Africa
Todo el mundo
Japon
Europa
Africa, Argentina
Africa, Australia
Todo el mundo
Todo el mundo
Africa
Africa, Australia, Norteamérica
Africa
Todo el mundo
Todo el mundo
Todo el mundo

Todo el mundo

MON, BEA, FUS
NIV, ZEA, FUS
DON, ZEA, NIV, FUS
GB, MON, BEA, FB
FB, BEA, FP
DON, ZEA, NIV, FUS
NIV, T2, DAS
DAS, T2, HT2, BEA
FB, MON
FB, MON, BEA
DAS, NIV, BEA, FUS, T2, HT2
FB, MON, BEA, FP
BEA
DON, ZEA
MON, FP
T2, HT2, DAS, BEA, FUS
MON, BEA, FP
MON
FB, FUS, MON

Tabla 2: Se detallan las 19 especies de Fusarium mas importantes por sus efectos en los hospedadores que contaminan.
#Se indican los hospedadores méas comunes. El término “cereales de grano pequefio” se refiere principalmente a trigo, cebada y avena.

® BEA: beauvericina; DAS: diacetoxiscirpenol; DON: deoxinivalenol o sus derivados; FB: fumonisinas B;, B,y Bs; FP: fusaproliferina; FUS:

HT2: toxina HT-2; MON: moniliformina; NIV: nivalenol o sus derivados; T2: toxina T-2; ZEA: zearalenona.
*Especies pertenecientes al FFSC. Tabla adaptada de Glenn, 2007.

fusarina C; GB: giberelinas;
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Actualmente, las especies de Fusarium estan clasificadas en complejos de
especies (species complex). Aunque existe un numero elevado de estos complejos, los

principales patdgenos de plantas se agrupan en cuatro de ellos (Aoki et al., 2014):

- El complejo de especies Fusarium graminearum (FGSC), que incluye las
principales especies causantes de la fusariosis de la espiga (FHB) en cebada
y trigo y que contaminan el grano con la micotoxina tricoteceno.

- El complejo de especies Fusarium oxysporum (FOSC), que contiene las
especies causantes del marchitamiento vascular de mas de 100 especies
agronémicamente importantes como el tomate, el platano, los esparragos,
etc.

- El complejo de especies Fusarium solani (FSSC), con especies causantes de
la podredumbre del pie y la raiz de diversos hospedadores econémicamente
significativos.

- El complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), que cuenta con el
mayor numero de especies, las cuales ocasionan diversas enfermedades
como la enfermedad de bakanae en arroz, podredumbre en el maiz o chancro
en el pino, ademas de contaminar diversos cultivos con la micotoxina

fumonisina.

En este Gltimo complejo de especies se centrara este trabajo.

1.1.2. Alelos de apareamiento en Fusarium

Los hongos filamentosos, como es el caso del género Fusarium, presentan dos
opciones de reproduccion: la esporulacion asexual y la esporulacion sexual. Esta Gltima
estd muy extendida en este tipo de hongos e incluye los sistemas homotalico y
heterotalico. En el sistema homotalico los cuerpos fructiferos sexuales se forman en su
gran mayoria por autofecundacién, de tal manera que el apareamiento ocurre en muy
contadas ocasiones. Sin embargo, en el sistema heterotalico, los talos son autoestériles,
y por tanto la reproduccion se lleva a cabo por la fusion de ndcleos sexualmente
compatibles de dos individuos diferentes. La compatibilidad reproductiva entre dos
cepas reside en una pequefia region del genoma, denominada locus MAT, la cual define
el tipo de apareamiento o mating type (Conde-Ferrdez, 2007; Waalwijk et al., 2006).
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En la mayoria de los ascomicetos existe un solo locus definitorio del tipo de
apareamiento, con dos formas alternativas. Estas dos formas son muy diferentes entre si,
aunque ocupan el mismo locus dentro del genoma y estan flanqueadas por regiones de
DNA casi idénticas (Waalwijk et al., 2002). Debido a estas diferencias, que sugieren un
origen evolutivo no comun, las secuencias que se encuentran dentro del locus MAT no
reciben el nombre de “alelos”, sino de “idiomorfos” (Metzenberg y Glass, 1990). Estos
dos idiomorfos son designados como MAT1-1 (también MAT-1) y MAT1-2 (también
MAT-2) (Kerenyi et al., 1999, 2004). Dos cepas seran sexualmente compatibles si
presentan diferentes idiomorfos del tipo de apareamiento.

En ascomicetos, los genes del tipo de apareamiento se encargan de regular la
expresion de los genes implicados en la reproduccion sexual por apareamiento, pero
ademéas controlan la expresion de los genes que codifican para feromonas y sus
receptores (Bobrowicz et al., 2002; Waalwijk et al., 2006). Hay que indicar que estos
genes MAT se encuentran, e incluso son funcionales, en hongos considerados asexuales,
como por ejemplo en Alternaria (Berbee et al., 2003), Aspergillus fumigatus (Dyer et
al., 2003; Paoletti et al., 2005) y muchas especies del género Fusarium (Kerenyi et al.,
2004). Esto indicaria que estos genes regulan otros procesos bioldgicos ademas de la
reproduccion sexual, o bien que la fase sexual de estas especies consideradas asexuales
no ha sido aun observada, siendo criptica o rara en la naturaleza (Conde-Ferraez, 2007;
Waalwijk et al., 2006).

Los genes MAT han demostrado ser una excelente herramienta para el estudio de
la biologia y genética de poblaciones de los hongos y son marcadores Utiles para
complementar analisis filogenéticos. Ademas, son herramientas para el estudio de los
mecanismos de interaccion entre células y fertilidad entre especies fungicas. El
conocimiento de la frecuencia y distribucion de los genes MAT en poblaciones naturales
es un indicador de la incidencia potencial de la reproduccion sexual en dichas
poblaciones, lo cual es una herramienta valiosa para el manejo adecuado de las

poblaciones y su control.
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1.1.3. El complejo de especies Fusarium fujikuroi (FFSC)

La mayoria de las especies que se agrupan en este complejo fueron identificadas
previamente como F. moniliforme Sheldon en el sistema de clasificacion de nueve
especies (Snyder y Hansen, 1940), o como miembros de la seccion Liseola segun la
clasificacion propuesta por Wollenweber y Reinking (1935). Més adelante, el desarrollo
de los estudios de tipo de apareamiento (genes MAT) permitio la identificacion de 13
especies bioldgicas heterotalicas y con reproduccién sexual incluidas en el FFSC, las
cuales son también denominadas poblaciones de apareamiento (mating populations). En
la tabla 3 se indican estas especies y la letra que designa su poblacion de apareamiento
correspondiente. Ademéas de las especies representadas en la tabla 3, estudios de
morfologia comparativa y filogenética molecular revelaron que el FFSC esta
representado por méas de 50 especies filogenéticamente diferentes (Geiser et al., 2005;
Nirenberg y O’Donnell, 1998; O’Donnell et al., 1998, 2000).

Poblacién de Especie de Fusarium Poblacion de Especie de Fusarium
apareamiento apareamiento

A F. verticillioides H F. circinatum

B F. sacchari | F. konzum

C F. fujikuroi J F. xylarioides

D F. proliferatum K F. musae

E F. subglutinans L F. temperatum

F F. thapsinum M F. tupiense

G F. nygamai

Tabla 3: Especies de Fusarium y poblaciones de apareamiento a las que pertenecen. Adaptada de Aoki et
al., 2014, Leslie et al., 2004; Waalwijk et al., 2006.

Como ya se ha indicado, las especies del FFSC contaminan una gran variedad de
cultivos con la micotoxina fumonisina y ademas ocasionan diversas enfermedades.
Entre estas especies fitopatdgenas, las mas importantes y estudiadas aparecen en la tabla

4, junto con las enfermedades que causan.
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Poblacién de Especie de Enfermedad Hospedador*
apareamiento Fusarium causada

A F. verticillioides Pudricion Zea mays — Maiz

B F. sacchari Pokkah boeng Saccharum officinarum - Cafia de azUcar

C F. fujikuroi Bakanae Oryza sativa — Arroz

] Punta negra del grano Cereales de grano pequefio
D F. proliferatum ] )
Punto morado Basella alba - Espinaca china

H F. circinatum Chancro resinoso Pinus spp - Pino

- F. fraxtiflexum Punto amarillo Cymbidium spp. - Cimbidio (orquidea)

- F. phyllophilum Punto morado Aloe spp. - Aloe

F. guttiforme Punto negro de las Odontoglossum spp. - Orquidea
hojas

Tabla 4: Principales enfermedades desde el punto de vista econémico causadas por las especies de
Fusarium pertenecientes al FFSC. Se indica poblacidn de apareamiento, especie, enfermedad causada y
principal hospedador en el que la ocasiona. El término “cereales de grano pequefio” se refiere
principalmente a trigo, cebada y avena.

*Se indica s6lo el hospedador mas afectado por dicha enfermedad. Adaptada de Waalwijk et al., 2006.

1.1.4. Identificacion de las especies del género Fusarium

Como ya hemos comentado, la clasificacion de las especies basandose en los
caracteres fenotipicos es una tarea ardua y que ofrece resultados poco precisos. Desde
las 9 especies propuestas por Snyder y Hansen (1940) a las méas de 300 aceptadas hoy e
identificadas gracias a la filogenética molecular, han existido otras clasificaciones, la
mayoria de ellas basadas en la morfologia y la ausencia o presencia de los tres tipos de
esporas asexuales que las especies de este género pueden producir: macroconidios,
microconidios y clamidosporas, completando esta informacion con otros caracteres
como la morfologia de la colonia, la pigmentacion y la presencia de peritecios, entre
otros (Leslie y Summerell, 2006; Ma et al., 2013; Nelson et al., 1983). En la figura 1 se
muestran ejemplos de la morfologia de tres especies para su clasificacion, obtenidos del

Manual de Laboratorio de Fusarium de Leslie y Summerell (2006).

Diferentes tratados como por ejemplo el atlas fotografico de Gerlach y
Nirenberg (1982) y el manual de clasificacion de Nelson et al. (1983) han sido la base
de los nuevos estudios basados en la construccion de filogenias moleculares, asi como
de la aparicion del concepto “especie filogenética”, segun el cual los limites de una
especie estarian determinados por la congruencia entre las filogenias derivadas de
diferentes genes en un grupo de organismos (concordancia genealdgica) (Taylor et al.,
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2000). Estos estudios han permitido discernir entre especies muy proximas entre si y
por tanto casi idénticas, llegando asi a la descripcion y caracterizacion formal de casi
150 especies. Sin embargo, no existe aun ningun manual completo y disponible para

abordar el tema de una manera clara y rapida.

o

Figura 1. Macroconidios, escala 25um (Al, B1 y C1); microconidios, escala 25um (A2, B2 y C2); y
microconidios in situ, escala 50um (A3, A4, B3, B4, C3 y C4) de las siguientes especies de Fusarium de
arriba abajo: F. fujikuroi (A), F. verticillioides (B) y F. proliferatum (C). Adaptado de Leslie y
Summerell, 2006.

Los métodos de diagndstico basados en PCR utilizan secuencias gendémicas
diana con niveles de variabilidad elevada para que permitan discriminar entre
poblaciones o especies genéticamente muy semejantes. La unidad de rDNA que codifica
para los RNA ribosomicos contiene regiones con diferentes niveles de variabilidad; en
particular, las regiones ITS e IGS (espaciadores intergénicos del DNA ribosémico) son
las mas variables y utilizadas (Figura 2) junto con la region parcial del gen 1« del factor
de elongacion (EF-1a) (Gonzalez-Jaén et al., 2004; O’Donnell et al., 2009).

La mayoria de los cebadores disefiados especificamente para la identificacion y
deteccidn de las especies de Fusarium se basan en secuencias de DNA ribosémico
nuclear (rDNA) (Seifert y Lévesque, 2004). En los hongos filamentosos el rDNA se

encuentra en el genoma en mdaltiples copias organizadas en tandem, lo cual aumenta la

23



Capitulo 1

sensibilidad de los ensayos de PCR (Mirete et al., 2013; Smith, 1976). Esto es
especialmente util para el diagnostico directo, sin necesidad de obtener los aislamientos
fangicos primero, en alimentos o sustratos complejos. Las secuencias mas utilizadas
para desarrollar protocolos de PCR basados en rDNA que permitan realizar con éxito el
diagnostico de cepas de Fusarium a nivel de especie han sido las de los espaciadores
intergénicos transcritos 1TS1 e ITS2, localizadas entre la subunidad 18S y la 5,8S, y
entre la subunidad 5,8S y 28S respectivamente; y las secuencias parciales de la region
espaciadora intergénica IGS, localizada entre la subunidad 28S y la 18S (figura 2)
(Jurado et al., 2005; 2006a; Konstantinova e Yli-Mattila, 2004; Kulik et al., 2004;
Patifio et al., 2004).

ITS1 ITS2 285 IGS 185

Figura 2: Representacion esquematica de los genes del rDNA de Fusarium y las regiones espaciadoras
ITSeIGS.

La region IGS es la regidn espaciadora que mas rapido evoluciona en el rDNA 'y
la que muestra una mayor variabilidad (Hillis y Dixon, 1991), por lo que permite
desarrollar métodos de diagndstico para especies 0 poblaciones muy cercanas
filogenéticamente (Gonzélez-Jaén et al., 2004; Mirete et al., 2003; 2004; 2013).

Por otro lado, el gen codificados del factor de elongacion la (EF-/a), de copia
Unica, presenta una region muy util para la identificacion a nivel de especie en el género
Fusarium. Esta region contiene un intron y los dos cebadores estan situados en los dos
exones que lo flanquean (figura 3) (Geiser et al., 2004; Seifert y Lévesque, 2004).Su
uso es muy adecuado para la identificacion de cepas previamente aisladas, realizando
una amplificacion por PCR con cebadores universales que amplifican todas las especies
del género Fusarium (Seifert y Lévesque, 2004) seguida de la secuenciacion del
fragmento amplificado y el analisis comparativo de la secuencia obtenida, utilizando las
bases de datos de secuencias parciales del gen EF-/a existentes, como FUSARIUM-ID
(Geiser et al., 2004; O’Donnell et al., 2010) o el GenBank (NCBI), base de datos

internacional de secuencias nucleotidicas.
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Ademas de las regiones ITS, IGS y la regién parcial del gen EF-1a, existen otras
secuencias que también se tienen en consideracion para este tipo de estudios, como las
secuencias codificadoras de la calmodulina, la B-tubulina o la histona H3. Sin embargo,
las dos que se han descrito en primer lugar son las mas empleadas y las que ofrecen

resultados méas completos, sensibles y precisos.

Cebador 1

# ~700 pb

Figura 3: Representacion esquematica de la secuencia parcial del gen la del factor de elongacion (EF-
1a) en Fusarium (~700 pb). Las flechas indican la localizacién de los cebadores.

1.1.5. Otros géneros fungicos asociados a cereales

Se considera que existen mas de 8000 especies de hongos que producen
enfermedades en plantas. La mayoria de las especies vegetales pueden ser atacadas por
algun tipo de hongo (o varios) y ademas un mismo hongo fitopatégeno puede infectar a
una 0 mas especies de plantas. Una amplia gama de hongos han sido caracterizados
como causantes del deterioro patoldgico en una gran variedad de productos vegetales.
Las especies fungicas mas comunes en este aspecto, ademas de Fusarium, son las
pertenecientes a los géneros Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Diplodia, Monilinia,
Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Rhizopus y Mucor (FHIA, 2007). Los hongos
constituyen un grupo de mucha importancia en la agricultura debido a su gran nimero y
su enorme capacidad de reproduccion, lo que con frecuencia dificulta su control.
Especificamente en cereales, las especies fungicas que con mayor frecuencia se
encuentran contaminando los cultivos pertenecen a los géneros Alternaria, Aspergillus y

Penicillium (Juarez-Becerra et al., 2010).
Alternaria

El género Alternaria se encuadra en el orden Pleosporales y pertenece, al igual
que Fusarium, al grupo de hongos denominados precosecha, ya que contaminan los
cultivos durante su crecimiento en el campo. Causa enfermedades en cereales y otras

especies vegetales. Entre las enfermedades mas frecuentes destacan el ennegrecimiento
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del grano producido por Alternaria alternata, o las manchas foliares causadas por

Alternaria triticina (Prescott et al., 1986).

Las especies de este género secretan cuatro clases de compuestos toxicos o
carcindgenos para las plantas o los animales, y ocasionan pérdidas econdmicas
considerables en la industria alimentaria (Zur et al., 2002). A. alternata es la especie
méas comun en cereales y produce varias toxinas de gran capacidad toxigena en seres
humanos y animales, entre ellas el &cido tenuazonico, los alternarioles y las altertoxinas
(Lacey y Magan, 1991; Medina et al., 2006; Soldevilla et al., 2005) (figura 4).

Figura 4: A: Placa de Petri con cultivo de Alternaria alternata (Muthukumar y Venkatesh, 2013). B:
Observacion al microscopio de conidio de A. alternata (Muthukumar y Venkatesh, 2013). C:
Ennegrecimiento de la espiga a causa de Alternaria spp. (CIMMYT, 2006). D: Manchas foliares
ocasionadas por Alternaria triticina (Prescott et al., 1986). E: Formula quimica del 4cido tenuazénico.

Aspergillus y Penicillium

Estos dos géneros pertenecen al orden Eurotiales y son considerados hongos
post-cosecha, ya que proliferan principalmente durante el almacenamiento. Son muy
importantes por las micotoxinas que producen, entre ellas la ocratoxina A (OTA) y las

aflatoxinas (AFLs), muy toxicas para los seres humanos.
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Existen unas 20 especies reconocidas como productoras de OTA, la mayoria de
ellas en el género Aspergillus, secciones Circumdati (A. steynii, A. ochraceus, A.
westerdijkiae) (Frisvad et al., 2004; Gil-Serna et al. 2011), Nigri (A. niger, A.
carbonarius y A. tubingensis) y de otras secciones (A. fumigatus, A. albertiensis) (Riba
et al., 2008; Varga et al., 1996), y tan sélo dos pertenecientes al género Penicillium (P.
verrucosum y P. nordicum) (Cabaries et al., 2010). Estas especies son contaminantes
habituales de cereales y otros vegetales que ademas se han detectado en sus productos
derivados, como en el pan, la cerveza, el café o el vino (Cabaries et al., 2010). La OTA
es nefrotoxica para el hombre y los animales, ademas de inmunosupresora,
hepatotoOxica, teratogénica y cancerigena (Bennet y Klich, 2003). El limite méaximo
permitido de esta toxina en cereales esta establecido desde el 2006 en 5,0 pg/kg para
cereales no elaborados y 3,0 pg/kg para productos elaborados a partir de estos cereales
(Comision Europea de Regulacion N° 1881/2006) (figura 5).

B

Figura 5: A: Placa de Petri con cultivo de Aspergillus niger (Nishimura, K.). B: Placa de Petri con
cultivo de Penicillium spp. (Mycology Online) C: Férmula quimica de la OTA. D: Observacion al
microscopio de A. niger (www.inspg.gc.ca). E: Observacion al microscopio de Penicillium spp.
(Mycology Online).

Las aflatoxinas (AFLs) han sido reconocidas por la Agencia Internacional para
la Investigacion del Cancer (IARC) como los compuestos naturales conocidos con
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mayor potencial teratogénico y cancerigeno para seres humanos. Las AFLs son toxinas
producidas por el género Aspergillus, principalmente por las especies A. flavus y A.
parasiticus (Creppy, 2002). Existen cuatro tipos naturales, conocidos como Bi, By, G1 y
G,, asi como dos derivados monohidroxilados de las aflatoxinas B; y B, conocidos
como M; y M; respectivamente. De todas ellas, la mas frecuente en cereales es la
aflatoxina B; (AFB;), siendo particularmente habitual en maiz. Las AFLs pueden
producir la muerte por intoxicaciones agudas tras su ingesta y son potentes
inmunosupresores y hepatotdxicos, asociandose principalmente al cancer hepatico
(Bennet y Klich, 2003) (figura 6).

Figura 6: A: Placa de Petri con cultivo de Aspergillus flavus (Kumal, 2015). B: Placa de Petri con cultivo
de A. parasiticus (http://fungi.myspecies.info/). C: Férmula quimica de la AFB;. D: Observacion al
microscopio de A. flavus (Hedayati et al., 2007). E: Observacion al microscopio de A. parasiticus
(http://escalera.bio.ucm.es/).

1.2. Toxinas producidas por Fusarium

Las micotoxinas son productos naturales de bajo peso molecular producidos por
los hongos filamentosos como resultado de su metabolismo secundario. Se trata de
productos toxicos, los cuales pueden causar micotoxicosis agudas o cronicas en
animales y seres humanos. Ya que los hongos contaminan vegetales de diverso tipo, las
micotoxinas pueden ser ingeridas a través de los alimentos y, dependiendo del tipo de
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toxina, afectar al sistema nervioso central, al tracto digestivo o a los sistemas
cardiovascular y pulmonar, causando enfermedades graves. Ademas son consideradas
como agentes mutagénicos, cancerigenos, teratogenos e inmunodepresores (Bennet y
Klich, 2003; Marroquin-Cardona et al., 2014).

Las micotoxinas son objeto de interés a nivel mundial por afectar a la salud
humana y animal, a la productividad y al comercio nacional e internacional. En 1999, la
OMS estimé que alrededor de un 25% de los cultivos alimentarios mundiales estan
contaminados por micotoxinas (WHO, 1999). Debido a esta preocupacion, existen
regulaciones especificas en al menos 77 paises para combatir en la mayor medida
posible el riesgo ocasionado por estos agentes contaminantes (FAO, 2004; van Egmond
etal., 2007; Wu, 2014).

La contaminacion de los cultivos no se produce s6lo en el campo, sino que
también puede ocurrir durante el almacenamiento post-cosecha. Los cereales, como el
trigo, la cebada, el maiz, el arroz, etc., presentan en muchas ocasiones contaminacion
fangica, por hongos, entre otros, del género Fusarium. Esto ocasiona grandes pérdidas
econdmicas al provocar una disminucién en la cantidad y calidad del grano obtenido,
grano que ademas acumula toxinas y por tanto, las materias primas y los productos
derivados de este (por ejemplo la cerveza o el aceite) presentaran riesgos al ser

consumidos (Rodriguez-Carrasco et al., 2015; Schollenberger et al., 2008).

Un nivel alto de micotoxinas en un producto determinado representa un riesgo
para la salud. Sin embargo, las micotoxicosis agudas se dan en raras ocasiones, excepto
en algunos paises en vias de desarrollo (Wagacha y Muthomi, 2008). De hecho, el
Comité Mixto FAO/WHO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacion/Organizacion Mundial de la Salud) de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA) considera que, tras evaluar los efectos tdxicos de diversas
micotoxinas, el riesgo de intoxicacion aguda es moderado-bajo. Sin embargo, como
admite dicho organismo, es mucho mas preocupante una ingesta en bajas dosis pero
extendida en el tiempo, en especial tratandose de alimentos que se consumen

diariamente (Galan y Rodriguez, 2003).

Las toxinas mé&s importantes ya que presentan una gran toxicidad para los

mamiferos son las producidas por los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium,
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destacando la aflatoxina B, (AFB;), la fumonisina B; (FB;), los tricotecenos tipo Ay B
y la ocratoxina A (OTA), (Reddy et al., 2010). Causan una gran variedad de efectos
toxicos entre los que se incluyen la hepatotoxicidad, teratogénesis y mutagénesis,
ocasionando enfermedades como la hepatitis toxica, hemorragias, edemas,
inmunosupresion, carcinoma hepatico, leucoencefalomalacia equina, cancer esofégico y
fallo renal (Altuntas et al., 2003; Norred, 1993; Santos et al., 2001).

En el caso de Fusarium, las micotoxinas se sintetizan principalmente durante la
infeccion de la planta y por ello se pueden acumular en las diferentes partes de esta. Las
especies de este género producen una gran variedad de micotoxinas, variando de unas
especies a otras y, en ocasiones, también entre poblaciones de una misma especie. Las
micotoxinas méas frecuentes y toxicas producidas por Fusarium son las fumonisinas y
los tricotecenos, aunque este género también sintetiza otras importantes como la

zearalenona, las eniantinas, la moniliformina y la fusaproliferina (tabla 2).

En los hongos filamentosos, los genes de la sintesis de micotoxinas se
encuentran agrupados en la misma regiébn cromosdémica, conocida como “cluster”,
aunque no todos forman parte de él. Diferentes métodos moleculares han demostrado
una correlacion positiva entre la cantidad de toxina producida y los niveles de expresion
de alguno de los genes de biosintesis de dicha toxina. Es el caso por ejemplo de los
ensayos de RT-PCR a tiempo real con el gen FUML1 de la sintesis de fumonisinas en F.
verticillioides (Lopez-Errasquin et al., 2007). Estas técnicas permitirian por tanto
cuantificar los niveles de expresion de los genes principales en la ruta de las toxinas, y
asi poder estudiar su regulacion o evaluar la capacidad potencial productora de una

especie.

El interés aplicado que despierta el conocimiento de las rutas metabdlicas de la
sintesis de toxinas viene justificado por la intencion de reducir el nivel de
contaminacion de micotoxinas en cereales. Seria muy interesante para ello estudiar la
interaccion de la regulacion de los genes de biosintesis de micotoxinas con los
diferentes factores ambientales que actGan sobre el hongo (temperatura, estrés hidrico,
hospedador...). Esta informacion es clave para conocer mejor el riesgo potencial de
contaminacion y permitir estrategias de control y prevencién sobre micotoxinas (Brul et
al., 2006). El desarrollo de técnicas de RT-PCR a tiempo real para las especies

toxigenas es un paso previo imprescindible para realizar este tipo de estudios.
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1.2.1. Fumonisinas

Las fumonisinas fueron descritas y caracterizadas por primera vez en 1988, por
su asociacion con el cancer esofégico en seres humanos debido al consumo de maiz
contaminado con F. verticillioides (Bezuidenhout et al., 1988; Gelderblom et al., 1988).
Diferentes especies de Fusarium son capaces de sintetizar fumonisinas (tabla 2), siendo
especialmente importantes F. verticillioides y F. proliferatum, considerados los
principales patdgenos del maiz y principales productores de fumonisinas (Creppy, 2002;
Logrieco et al., 2002).

Las fumonisinas son una familia de micotoxinas toxicas y carcindgenas
causantes de diversas enfermedades severas, agudas y cronicas que afectan tanto a los
animales como al ser humano (Marasas et al., 2004). Esto es debido a su parecido
estructural con la esfinganina y la esfingosina, dos esfingolipidos intermediarios
derivados del metabolismo de los &cidos grasos (Merrill et al., 2001; Riley et al., 2001)
(figura 7b). La toxicidad de las fumonisinas se atribuye a la interrupcion de la ruta de
sintesis de los esfingolipidos (Merrill et al., 2001), mediada por la inhibicion de la
enzima ceramida sintasa (Wang et al., 1991). Estéan clasificadas como carcindgenos del
grupo 2B (posibles carcindgenos humanos) por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, 2002).

Las fumonisinas son aminopolioles con una cadena lineal de 20 aomos de
carbono que presenta un amino en el carbono 2, junto con grupos metilo, hidroxilo y
acido tricarboxilico en diferentes posiciones a lo largo del esqueleto carbonado (Proctor
et al., 2003) (figura 7a). Segun los grupos quimicos presentes a lo largo de la cadena
lineal, las fumonisinas se clasifican en cuatro series: A, B, C y P (Musser y Plattner,
1997; Rheeder et al., 2002). Las de la serie B son las mas abundantes en la naturaleza y
se clasifican en fumonisina B, (FB;), B, (FB>), B3 (FB3) y B4 (FB,) segun la presencia o
ausencia de grupos hidroxilo en los carbonos 5 y 10 (Proctor et al., 2003) (figura 7a).
De ellas, la FB; es la mas importante ya que es la mas toxica y prevalente (Musser and
Plattner, 1997; Thiel et al., 1992), llegando a constituir hasta un 70% de todas las
fumonisinas presentes en los alimentos, mientras que las otras aparecen a niveles mas
bajos (10% y 20% del contenido total de fumonisinas para FB, y FBj3 respectivamente)
(EFSA, 2005; Nelson et al., 1993).
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Debido al riesgo para la salud que conlleva el consumo de alimentos
contaminados con fumonisinas, la Union Europea ha establecido mediante legislacion
los contenidos maximos permitidos para esta toxina (Comision Europea de Regulacion
N° 1126/2007; Comision Europea de Regulacion N° 420/2011). Asi por ejemplo se ha
establecido una cantidad méxima de 4 mg/kg de fumonisinas en el maiz no elaborado
(excepto el destinado a molienda por via himeda) o 1 mg/kg en alimentos a base de
maiz destinados al consumo humano directo, excepto cereales y aperitivos (0,8 mg/kg)
y alimentos infantiles y para lactantes (0,2 mg/kg). En 2002 el Comité Mixto
FAO/WHO de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) establecio los valores de
ingesta diaria maximos en 2 pg/kg de peso corporal para las fumonisinas B, B, y B3

individualmente o en combinacién (WHO, 2002).

m
OH R1 ) OH
NH; R> O OH
TXY
O

a

R1 R2 OH
Fumonisina B, OH OH
Fumonisina B, OH H
Fumonisina Bs H OH
Fumonisina B4 H H
b H
Hac/\/\/\/\/\/\/\/L'/c'ﬁOH
NH>
Esfinganina
OH
H3C/\/\/\/\/\/\/\/l\KCHZOH
NH>
Esfingosina

Figura 7:

7a: Estructura quimica de las fumonisinas de las serie B. Ry y R, indican los diferentes radicales de los
carbonos 5 y 10 que dan las cuatro fumonisinas de la serie B. Adaptado de Proctor et al., 2003.

7b: Estructura de la esfinganina y la esfingosina, similar a la de la FB;. Adaptado de Voss et al., 2007.
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Los genes involucrados en la sintesis de fumonisinas estan ligados y organizados
en un cluster de 42 kilobases (Kb) (Desjardins y Proctor, 2007; Keller, 2005; Proctor et
al., 2013) (figura 8a). Este cluster puede estar completo, o bien parcial o totalmente
delecionado en las distintas especies y cepas del género Fusarium, con lo cual especies
muy proximas filogenéticamente difieren en su capacidad para sintetizar fumonisinas.
Por tanto, la presencia del hongo en un hospedador no implica necesariamente la
presencia de la toxina (Gonzalez-Jaén et al., 2004; Plumlee y Galey., 1994; Proctor et
al., 2004).
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DH: Dehidratasa ACP: Proteina transportadora de grupos acilo
MT: Metil transferasa
Figura 8:

8a: Cluster FUM de F. oxysporum, F. proliferatum y F. verticillioides. Contiene los genes de la sintesis
de fumonisinas. Adaptado de Proctor et al., 2013.
8b: Dominios cataliticos en el gen FUM1. Adaptado de Linnemannsténs et al., 2002.
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Figura 9: Esquema de la ruta de biosintesis de fumonisinas. Adaptado de Alexander et al., 2009.
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Se conocen al menos 16 genes que codifican las actividades enzimaticas
responsables de la sintesis de las fumonisinas, cuya expresion parece estar regulada de
forma coordinada y de los cuales 11 de ellos son estrictamente necesarios para sintetizar
la toxina (Desjardins y Proctor, 2007; Proctor et al., 1999, 2003) (figura 8a). EI primer
gen de la ruta es el gen FUML1, que codifica para una poliquétido sintasa (PKS), la cual
cataliza el primer paso: la formacion de la cadena lineal desde el carbono 3 al 20 a partir
de un derivado del acetato (Proctor et al., 1999). A continuacion, actdan diferentes
genes con funciones diversas (figura 9), entre ellos FUM8 que codifica para una
aminotransferasa, FUM2 y FUM3 que hidroxilan la cadena, etc (Desjardins y Proctor,
2007; Linnemannstons et al., 2002; Proctor et al., 1999; 2006; 2013) (figura 8a). Estos
genes se han ido describiendo y demostrandose una correlacion entre su expresion y la
sintesis de fumonisinas (Proctor et al., 2003, 2006; Seo et al., 2001).

Diversos estudios realizados confirmaron que en los casos en que se interrumpio
el gen FUM1 no existia sintesis de fumonisinas. Por ello y por ser el primero, se
considera a este gen el principal en la ruta de biosintesis de estas toxinas. Se ha descrito
que el gen FUML1 tiene una regién codificadora de 7,8 Kb con seis exones y cinco
intrones, y la PKS que codifica presenta 7 dominios cataliticos que se encuentran en el
mismo polipéptido y que aparecen detallados en la figura 8b. Debido a su importancia

es el mas empleado en estudios de expresion.
1.2.2. Tricotecenos

De todas las micotoxinas de Fusarium descritas hasta la fecha, los tricotecenos
son las que mas se han asociado con toxicosis crénicas y fatales en animales y seres
humanos, incluyendo la Aleucia Alimentaria Toxica en Rusia y Asia central o la
enfermedad del moho rojo o Akakabi-byo en Japdn. Los tricotecenos forman una gran
familia de compuestos, de los cuales el diacetoxiscirpenol (DAS), la toxina T-2 (T-2), el
nivalenol (NIV) y el deoxinivalenol (DON), también Ilamado vomitoxina, son los méas
importantes en cereales (Desjardins y Proctor, 2007). Los tricotecenos son un
contaminante habitual de los alimentos y su consumo puede ocasionar vomitos y
hemorragia alimentaria. Ademas, al contacto directo con la piel ocasionan dermatitis, y
unos pocos miligramos de T-2 son potencialmente letales (Beasley, 1989; Bennet y
Klich, 2003). Por dicha sintomatologia, asi como por sus efectos inmediatos tras el

contacto, los tricotecenos fueron empleados como arma bioldgica por la Unién
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Soviética en el sudeste asiatico a principios de la década de los 80, en una mezcla que

contenia DON, NIV y T-2, al que se dio el nombre de “lluvia amarilla” (Bennet y Klich,
2003; Marshall, 1982).

Los tricotecenos fueron identificados en primer lugar como inhibidores de la

sintesis proteica en eucariotas al unirse al ribosoma e inhibir la actividad peptidil-

transferasa (Bennet y Klich, 2003; Brown et al., 2001). Sin embargo, posteriormente se

les atribuyeron multiples efectos sobre las células eucariotas, entre ellos inhibicién de la

sintesis de DNA y de RNA, interrupcion de la division celular y efectos negativos sobre

la estructura de las membranas y la integridad de la funcién mitocondrial (Rocha et al.,

2005); los diferentes tipos de tricotecenos presentan diferentes efectos toxicos (Bin-

Umer et al., 2011).
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Figura 10: Estructura quimica general de los tricotecenos tipo A (izquierda) y tipo B (derecha). Entre los
del tipo A se incluyen: las toxinas T-2 y HT-2, el 4,15-deacetoxiscirpenol (4,15 — DAS) y el neosolaniol
(NEO); entre los del tipo B se incluyen el nivalenol (NIV), el 4-acetilnivalenol (4-ANIV) y el

deoxinivalenol (DON). Adaptado de Kimura et al., 2007.
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Los tricotecenos constituyen una familia de mas de 60 metabolitos
sesquiterpenoides producidos por diferentes géneros fungicos como Fusarium,
Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma, Trichotecium y otros (Cole y
Cox, 1981; Scott, 1989; Ueno, 1987). Todos los tricotecenos comparten un nucleo
triciclico llamado tricodieno y caracterizado por un doble enlace en la posicién 9,10 y
un grupo epoxido entre los carbonos 12 y 13 (figuras 10 y 11) (Desjardins y Proctor,
2007). En el tricodieno existen cinco posiciones que pueden albergar grupos hidroxilo o
acetilo, y esto otorga una gran diversidad estructural a la molécula (figura 10) (Foroud y
Eudes, 2009).

En base a sus grupos funcionales, existen cuatro tipos de tricotecenos producidos
por especies flngicas: los tipos A, B, C y D, perteneciendo los sintetizados por
Fusarium solamente a los grupos A y B (Krska et al., 2001). Los del tipo A son mas
toxicos que los del tipo B (Visconti et al., 1991). Los primeros se caracterizan por la
ausencia de un grupo ceto en el carbono 8 (figura 10). Son producidos principalmente
por las especies F. sporotrichioides y F. poae, aunque también los sintetizan otras
especies como F. equiseti, F. sambucinum o F. acuminatum (tabla 2). Tricotecenos de
este tipo son las toxinas T-2 y HT-2 y el diacetoxiscirpenol (Barros et al., 2012;
Bottalico y Perrone, 2002; Ismail et al., 2013; Mirocha et al., 2003; Moss y Thrane,
2004). Al contrario de los del tipo A, los tricotecenos de tipo B si presentan un grupo
ceto en el carbono 8 (figura 10). Los mas importantes son el deoxinivalenol, el
nivalenol y los derivados de ambos, siendo el primero mas frecuente que el NIV,
aunque menos toxico. Los principales productores de tricotecenos tipo B son las
especies F. graminearum y F. culmorum, aunque también son sintetizados por otras
especies como F. equiseti, F. avenaceum o F. pseudograminearum (tabla 2) (Barros et
al., 2012; Bottalico y Perrone, 2002; Mirocha et al., 2003; Moss y Thrane, 2004;
Yekkour et al., 2015).

Aungue todavia no se conoce la ruta completa de biosintesis de tricotecenos,
muchos de los genes que participan en ella han sido aislados y estudiados (Brown et al.,
2001; Kimura et al., 2001; Meek et al., 2003). Esta ruta (figura 11) comienza con la
ciclacion del farnesil pirofosfato, catalizada por la enzima tricodieno sintasa, la cual esta
codificada por el gen TRI5. A continuacién, una citocromo P450 monooxigenasa
codificada por el gen TRI4 cataliza los siguientes pasos, en total 8 oxigenaciones y
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cuatro esterificaciones que dan lugar al isotricotriol, formando tras dos isomerizaciones
no enzimticas y una ciclacion el isotricodermol, esqueleto de la estructura del
tricoteceno (figura 11). Posteriormente se dan diversos cambios catalizados por diversas
enzimas que daran los diferentes tipos de tricotecenos y sus derivados (McCormick et
al., 2011). Esta ruta de sintesis hace que las cepas de Fusarium puedan producir
diferentes tipos de tricotecenos, lo cual confiere variabilidad a nivel especifico, ya que
distintas cepas de una misma especie podran sintetizar diferentes tricotecenos; por
ejemplo, en Chandler et al. (2003) se describen cepas de F. culmorum y F.
graminearum de quimiotipo NIV o DON. Existe ademés la posibilidad de que una cepa
produzca simultdneamente NIV y DON (Llorens et al., 2004).
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Figura 11: Esquema de la ruta de biosintesis de los tricotecenos. Las flechas discontinuas indican otros
pasos intermedios no reflejados en el esquema. Las letras “Fg” delante del gen indican la especie F.
graminearum. Las letras Fs delante del gen indican la especie F. sporotrichioides. Adaptado de
McCormick et al., 2011.
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En la ruta de biosintesis de tricotecenos intervienen 12 genes corregulados que
se encuentran en un cluster de 25 Kb (figura 12). ElI gen TRI5 constituye el centro
topografico del mismo. De los 12 genes que presenta el cluster, 10 de ellos son
estrictamente necesarios para la sintesis de estas micotoxinas, entre ellos TRI6, TRI10 y
TRI5, siendo este Gltimo el méas empleado en estudios de expresion, ya que se ha
descrito una correlacion positiva entre la expresion de este gen y la cantidad de DON
producida (Doohan et al., 1999; Vegi et al., 2011). Ademas, existen cuatro genes
adicionales localizados fuera del cluster: TRI1, TRI16, TRI101 y TRI15 (Desjardins y
Proctor, 2007; McCormick et al., 2006).

TRI8  TRI7 TRI3 TRI4 TRI6 TRIS TRI10 TRI9 TRI11 TRI12 TRI13

Figura 12: Cluster con los genes de la sintesis de tricotecenos de F. verticillioides. Adaptado de Mousa y
Raizada, 2015.

Las especies F. sporotrichioides y F. graminearum han sido claves a la hora de
dilucidar la ruta de biosintesis de los tricotecenos de tipo A y B respectivamente (Brown
et al., 2001; Kimura et al., 2003; McCormick et al., 2011).

1.2.3. Zearalenona

Aislada y caracterizada por primera vez por Urry et al. (1966) a partir de
Gibberella zeae (= F. graminearum), la zearalenona es una micotoxina Unica tanto a
nivel estructural como funcional (Glenn, 2007). Las Unicas especies productoras de
zearalenona son F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum, F.
pseudograminearum, F. equiseti y F. semitectum (tabla 2). Estas especies contaminan
cereales de grano pequefio por todo el mundo, variando su incidencia y niveles de
contaminacion segun los factores ambientales en los que se encuentra el hongo (Bennet
y Klich, 2003). Su estructura quimica se define como 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-

undecenil)-p-acido resorciclico lactona (figura 13).
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Figura 13: Estructura quimica de la zearalenona.

Aunque esta considerada en la literatura como una micotoxina, en realidad sus
efectos tdxicos para el ser humano son muy escasos. Presenta actividad estrogénica,
debida a su similitud con la estructura quimica de los estrégenos, en particular del 17-
B-estradiol, la principal hormona producida por el ovario humano (Kuiper-Goodman et
al., 1987). La ingestion de zearalenona no produce micotoxicosis graves y sélo a muy
altas concentraciones puede producir efectos inmunosupresores o adenocarcinomas
(Berek et al., 2001; Creppy, 2002). En animales si se han observado efectos mas
perjudiciales, de tal manera que una ingestion de solamente 1,0 mg/kg puede ocasionar
sindromes hiperestrogénicos en cerdos, mientras que un consumo mayor disminuye la
fertilidad, provoca abortos y lleva a otros problemas en diferentes especies de ganado
bovino, ovino y porcino (Bennet y Klich, 2003; EI-Nezami et al., 2002).

La legislacion europea establece unos limites maximos permitidos de
zearalenona de 0,35 mg/kg para maiz no elaborado, 0,1 mg/kg en otros cereales no
elaborados y 0,075 mg/kg para cereales destinados al consumo humano directo y harina
de cereales (Comision Europea de Regulacion N° 1126/2007).

1.2.3. Moniliformina, beauvericina, fusarina C y fusaproliferina

La moniliformina fue caracterizada en 1979 por Burmeister et al. a partir de F.
moniliforme (= F. proliferatum). Esta micotoxina la producen exclusivamente especies
de Fusarium y aunque se ha demostrado su toxicidad para las aves de corral, no se habia
asociado a ninguna enfermedad cronica o aguda en animales o seres humanos
(Burmeister et al., 1979; Leslie et al., 2005; Marasas et al., 1991). No obstante, estudios
recientes han demostrado una elevada toxicidad en ratas (Jonsson et al., 2015). Esta
micotoxina la producen las especies F. proliferatum, F. avenaceum, F. fujikuroi, F.
nygamai, F. pseudonygamai, F. subglutinans y F. thapsinum en cantidades elevadas
(tabla 2) (Desjardins et al., 1997; Leslie et al., 1996). Se trata de una sal sodica o

potasica cuya férmula quimica es 1-hidroxiciclobut-1-en-3,4-diona (Fotso et al., 2002)
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(figura 14). Se ha descrito una alta mortalidad en pollos por el consumo de piensos
contaminados con moniliformina; su toxicidad radica en la inhibicion del ciclo de Krebs
produciendo hipertrofia cardiaca y desordenes hematoldgicos (Convoka et al., 2003;
Logrieco et al., 2002).

O Na'

7\
o o

Figura 14: Estructura quimica de la moniliformina.

Las eniantinas, producidas principalmente por las especies F. proliferatum, F.
subglutinans, F. poae, F. oxysporum, F. avenaceum, F. sambucinum y F. tricinctum
(Bottalico y Perrone, 2002; Logrieco et al., 2002; Nicholson et al., 2004), son
depsipéptidos hexaciclicos no ribosomales. Se han aislado hasta 10 eniantinas
diferentes, siendo la méas importante la beauvericina (figura 15). Esta micotoxina, es un
agente quelante que presenta propiedades insecticidas y antibioticas (Glenn et al., 2007;
Logrieco et al., 1998). La beauvericina fue aislada por primera vez del hongo Beauveria
bassana, muy tdxico para ciertos insectos (Desjardins, 2006). Aunque esta micotoxina
se acumula en el maiz y el trigo contaminados por Fusarium, no se asocia a
enfermedades en animales, si bien se ha comprobado que induce la apoptosis en células
de mamiferos (Desjardins, 2006; Logrieco et al., 2002). Las especies que la producen
son F. pseudoantophilum, F. avenaceum, F. fujikuroi, F. globosum, F. nygamai, F.

poae, F. proliferatum y F. subglutinans (tabla 2).
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Figura 15: Estructura quimica de la beauvericina.
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La fusarina C es una micotoxina que resulta de gran importancia debido a su
caracter mutagénico (Desjardins, 2006; Gelderblom et al., 1984). Todas las fusarinas
presentan un poliquétido como esqueleto comdn, pero difieren en el resto de su
estructura quimica. Por ejemplo, la fusarina C presenta un epoxido entre los carbonos
13 y 14 y una cadena de etanol (figura 16) (Glenn et al., 2007). Las especies de
Fusarium productoras de fusarina C son F. avenaceum, F. crookwellense, F. culmorum,
F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides y F. verticillioides, entre otras (tabla 2)
(Desjardins, 2006). Esta toxina no esta directamente implicada en enfermedades en

seres humanos o animales.

Figura 16: Estructura quimica de la fusarina C.

Por ultimo, la fusaproliferina es un metabolito sesterterpeno (figura 17)
sintetizado por algunas especies de Fusarium pertenecientes al FFSC (tabla 2). Las mas
importantes son F. proliferatum y F. subglutinans, ya que producen niveles elevados de
esta toxina que se encuentra comdnmente en el maiz contaminado (Desjardins, 2006;
Shephard et al., 1999). Sin embargo, los elevados indices de contaminacién no suponen
un grave problema ya que la fusaproliferina no ha sido asociada a ninguna enfermedad
animal o humana, aunque estudios experimentales han demostrado que es citotdxica
para mamiferos e insectos (Fornelli et al., 2004; Logrieco et al., 1996). Ademas de las
dos especies indicadas anteriormente, F. globosum y F. pseudonygamai tambiéen
producen fusaproliferina (Fotso et al., 2002; Glenn, 2007; Shephard et al., 1999).

Figura 17: Estructura quimica de la fusaproliferina.
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1.2.4. Otras micotoxinas producidas por Fusarium

Ademas de las mencionadas anteriormente, se han descrito otras toxinas que son
sintetizadas por Fusarium como por ejemplo el butenilido, producido por F.
graminearum; la equisetina, sintetizada por F.equiseti y F. semitectum; o el &cido

fusarico, de F. proliferatum.

1.3.Factores que determinan el crecimiento fingico y la produccion

de micotoxinas

Durante su ciclo vital en cereales, las especies del género Fusarium colonizan
diferentes sustratos, como por ejemplo el suelo, diversos tejidos de sus hospedadores, y
ademas permanecen en los residuos de la cosecha donde sobreviven de una manera muy
eficaz. Las esporas se dispersan principalmente por la lluvia y el viento (figura 18), de
tal manera que unas condiciones climaticas lluviosas y templadas en la etapa de

floracién favoreceran la infeccién (Jurado et al., 2008; Marin et al., 2010a).

Ascosporas

Conidios_..

F. grammearum
F. avenaceum

F. culmorum
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En los restos de los
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peritecios y
esporodoquios que
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Infeccion de tallo,
. hojas y espiga

Figura 18: Ciclo de la enfermedad de Fusarium spp. Adaptado de Schmale y Bergstrom, 2003.
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De todos los factores ambientales que influyen en el crecimiento o la sintesis de
toxinas en el género Fusarium, los dos mas importantes son la temperatura y el estrés
hidrico, expresado este ultimo en valores de potencial hidrico (y.) 0 actividad de agua
(aw) (Munkvold, 2003). Ademas, otros factores como el sustrato, el pH o los niveles de
gases disponibles en la atmosfera pueden influir en gran medida en el hongo (Arroyo et
al., 2005; Belli et al., 2004; Mitchell et al., 2004; Skrinjar y Dimic, 1992; Valero et al.,
2006).

Conocer las condiciones ambientales que favorecen el crecimiento fangico o la
biosintesis de micotoxinas es esencial para poder predecir el riesgo potencial que tiene
un determinado cultivar de estar contaminado con un determinado hongo o su toxina. Si
bien, aunque las condiciones ambientales en el campo son dificiles de controlar, si
pueden serlo durante el almacenamiento. De cualquier manera, conocer las condiciones
Optimas de crecimiento y produccién de toxinas es esencial para poder comprender los
procesos y predecir y prevenir, con medidas de control adecuadas, la aparicion de
enfermedades y la acumulacion de micotoxinas sobre los cereales, tanto en el campo

como en su posterior almacenamiento (Charmley et al., 1994).
1.3.1. Temperatura

La temperatura es uno de los principales factores que afectan al crecimiento
fangico y a la produccién de toxinas. Cada especie fingica presenta una temperatura
minima, 6ptima y maxima para su crecimiento (Lacey, 1989) y para la sintesis de sus
toxinas. En muchas ocasiones, la temperatura 6ptima para la sintesis de micotoxinas no
coincide con la de crecimiento, lo cual supone que tras temperaturas que pueden
originar una acumulacién de masa flngica, debido a una variacion de las condiciones

ambientales, esta puede comenzar a sintetizar una elevada cantidad de micotoxinas.

En general, los hongos presentan un amplio rango de temperaturas que permiten
su crecimiento, yendo desde los 4°C hasta los 65°C en algunas especies. No obstante, la
mayoria de los hongos que crecen sobre cereales lo hacen entre 0°C y 35°C (Lacey,
1989; Marin et al., 2004; Ramirez et al., 2006). La temperatura influird ademas sobre
otros factores, como el estrés hidrico o el sustrato. Cada factor separadamente, asi como

sus interacciones, determinaran las especies que colonizan el cereal, estableciendo las
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que son mas tolerantes a segun cuales condiciones ecofisiologicas (Magan y Aldred,
2007).

1.3.2. Estrés hidrico

Ademas de la temperatura, otro de los factores fundamentales que determinan el
crecimiento y la sintesis de toxinas del hongo es la disponibilidad de agua, la cual
limitara el crecimiento fngico y la germinacion de las esporas. El estrés hidrico se
expresa en niveles de actividad de agua (aw) 0 de potencial hidrico (y.), empledndose
este Ultimo para ecosistemas terrestres. El potencial hidrico es una medida de la fraccion
del contenido total de agua disponible para el crecimiento microbiano o flngico,
expresado en megapascales (MPa). El potencial hidrico se descompone en tres factores:
el potencial osmético, el potencial matricial y el potencial de turgor (Magan y Aldred,
2007). Para relacionar el potencial hidrico con la actividad de agua se emplea la

siguiente férmula:
Yw = %lnaw +P

R = constante universal de los gases ideales T = temperatura absoluta
P = presién atmosférica V = volumen de un mol de agua

El valor de actividad de agua de 1,0 corresponde al agua destilada, e indica una
disponibilidad de agua total. La mayoria de las especies flngicas que crecen sobre
cereales presentan una a, de agua minima para el desarrollo de alrededor de 0,70,
mientras que el crecimiento de la masa fungica s6lo se da a partir de 0,90 (Marin et al.,
2004; Palmero et al., 2008; Sanchis et al., 2006). En la tabla 5 aparecen representadas

las equivalencias entre g,y a,, empleadas en esta tesis.

Potencial hidrico (g) Actividad de agua (ay)
-0,7 MPa 0,995
-2,8 MPa = 0,982
-7,0 MPa 0,955

Tabla 5: Equivalencias de los valores de w,, (expresados en MPa) con sus valores correspondientes de a,,.
Aparecen los mas empleados en este trabajo.
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Al igual que ocurre con la temperatura, los valores de potencial hidrico
permisivos para el crecimiento fingico a menudo no coinciden con los de produccion de
toxinas. Ademas, existen interacciones entre el potencial hidrico y otros factores
ecofisioldgicos, como la temperatura o el sustrato (Lacey y Magan. 1991; Mateo et al.,
2004; Ramirez et al., 2006; Schmidt-Heydt et al., 2008).

1.3.3. Sustrato

El efecto que el sustrato ejerce sobre el hongo en su crecimiento y sintesis de
toxinas es un factor que ha de tenerse muy en cuenta, ya que diferentes sustratos
presentan diferentes caracteristicas que afectaran al hongo. Parametros fisicos como la
disponibilidad de oxigeno, la actividad de agua o la conductividad térmica, y quimicos
como el contenido en minerales y grasas, la fuente de carbono disponible o la
composicion en aminoacidos, influiran en la biologia del hongo de forma positiva o
negativa (LeBars, 1982). Por ejemplo, estudios previos han revelado una inhibicién de
la sintesis de micotoxinas mediante el uso de &cido ferdlico, flavonoides (tricotecenos) o
bicarbonato sédico 0 amoénico en la composicién del sustrato (Boutigny et al., 2009;
Desjardins y Plattner, 1998; Gardiner et al., 2009b; Samapundo et al., 2007a). Especial
interés requiere la fuente de carbono disponible en el sustrato, ya que algunos hongos
toxigenos utilizan el almidén como unica fuente de carbono para su crecimiento (Bluhm
y Woloshuk, 2005; Roussos et al., 2006), por lo que sustratos con mayor cantidad de

almidon favoreceran el crecimiento de estos hongos.

Estudiar el efecto del sustrato es complicado, ya que requiere estudios en campo
sobre el medio natural dificiles de llevar a cabo. La mayoria de los estudios se realizan
sobre medios sintéticos, sin tener en cuenta el efecto de los diferentes sustratos. Sin
embargo, trabajos realizados sobre medios con componentes naturales como extractos,
harinas o granos de cereales, se consideran hasta el momento una buena aproximacion a
las condiciones que se dan en los sustratos naturales (Gil-Serna et al., 2015; Pardo et al.,
2005; Stepien et al., 2015), y han revelado la existencia de ciertas diferencias con los
estudios realizados en medio sintético (Llorens et al., 2004; Marin et al., 2004; Ramirez
et al., 2006). En el capitulo 4 de este trabajo se amplia la informacion sobre el efecto del

sustrato.
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1.3.4. pH

El pH es una de las propiedades quimicas mas importantes del suelo, debido al
significativo efecto que ejerce tanto sobre las caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas de este, como también sobre el rendimiento de los cultivos (Cepeda, 1999;
Jackson, 1970; Pereira et al., 2007). Este factor influye en gran medida en otros factores
abioticos como la fuente de carbono, los nutrientes disponibles o la solubilidad de los
metales (Aciego Pietri y Brooks, 2008; Andersson et al., 2000; Kemmitt et al., 2006,
2006; Rousk et al., 2009), por lo que puede determinar desde el punto de vista biolégico
el tipo de organismo que se desarrolle sobre un sustrato, tanto en medios naturales como
en cultivos (Baath y Anderson, 2003; Frostegard et al., 1993; Rousk et al., 2009). El
estudio del efecto del pH es una tarea complicada, ya que modificaciones en este
provocaran cambios en otros factores, siendo dificil separarlos.

Los hongos se desarrollan con facilidad en pHs acidos, siendo el pH 6ptimo para
la mayoria de especies contaminantes de vegetales de 5,6. En general, el crecimiento
fangico se da a pHs entre 3y 7, aungue ciertas especies pueden crecer a pHs mayores, y
sobre todo menores, como por ejemplo Aspergillus niger y Penicillium funiculosum,
capaces de crecer a pH 2 y menor. pHs extremos dificultan el crecimiento fangico y
activan la sintesis de metabolitos secundarios (Holmquist et al., 1983). Estudios previos
han demostrado que pHs &cidos causan un aumento de la sintesis de toxinas. Por
ejemplo, Flaherty et al. (2003) observaron un aumento en la sintesis de fumonisinas por
parte de F. verticillioides que no se producia a un pH alcalino, y Gardiner et al. (2009a)
comprobaron un aumento de la expresion del gen TRI5 y de la concentracién de DON

en F. graminearum a pH 3,5 que no se producia a pHs mayores.
1.3.5. Concentracion de gases atmosféricos

La sensibilidad que presenta cada especie fungica a los niveles
atmosféricos de oxigeno (Oy), didxido de carbono (CO,) y nitrégeno es un factor a tener
en cuenta, en especial durante el almacenaje. Tanto el crecimiento fingico como la
sintesis de micotoxinas se ven influidos por las cantidades disponibles de estos tres

gases, particularmente de los dos primeros (Pitt y Hocking, 1985).

Los hongos del género Fusarium requieren una atmdsfera aerobia para su

crecimiento. Gunner y Alexander (1964) probaron que la especie F. oxysporum era
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capaz de crecer en condiciones anaerobias mediante el enriquecimiento del medio con
diferentes iones; sin embargo, se trata de un caso extraordinario, y no existen evidencias
de que ninguna otra especie sea capaz de ello. No obstante, la cantidad de O, disponible
puede ser muy baja, habiéndose registrado crecimiento incluso en atmosferas
modificadas al 2% de O, (Samapundo et al., 2007c).

La produccion de toxinas parece ser mas sensible a los niveles de gases
atmosféricos que el crecimiento fangico. Estudios previos han comprobado que para F.
proliferatum, atmdsferas del 20% de O, provocan una reduccion en la sintesis de
toxinas; este mismo efecto se consigue en la especie F. verticillioides con atmoésferas de
70% de O, (Samapundo et al., 2007¢). En cuanto al efecto de la concentracion de CO,,
atmosferas modificadas al 10% y 30-40% de CO, produjeron inhibicion de la sintesis de
FB; en F. verticillioides y F. proliferatum respectivamente, si bien no inhibian el

crecimiento fangico (Samapundo et al., 2007b).

Por ultimo, niveles bajos de nitrdgeno son responsables de una activacién de la
ruta de sintesis de micotoxinas (Snoeijers et al., 2000). Diversos estudios han
demostrado que una concentracion baja de nitrdgeno aumenta en gran medida la sintesis
de los genes FUM1y FUMG vy la cantidad de fumonisinas en F. proliferatum (Kohut et
al., 2009), asi como la cantidad de tricotecenos sintetizados por F. graminearum
(Walkowiak y Subramaniam, 2014).

1.3.6. Interacciones microbianas

Las especies fungicas en el campo, y sobre todo durante el almacenamiento,
entran en contacto con otras especies de hongos y con el resto de la microbiota del
grano. Todos estos componentes interactuan entre si, provocando cambios en las
poblaciones de organismos, de tal manera que el crecimiento y la sintesis de
micotoxinas se pueden inhibir, estimular o no sufrir efecto alguno debido a estas
interacciones (Azcén et al., 1991; Cuero et al., 1988). Estos efectos se dan normalmente
por la competitividad que se crea por los nutrientes del medio (Wicklow et al., 1980).
Estudios realizados en los que se suplementaba el medio con aztcares 0 aminoacidos
requeridos por los hongos, reducian la competitividad entre ellos al tener disponibles

los nutrientes necesarios (Mehl y Cotty, 2013).
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Existen diferentes especies que comparten nicho ecoldgico en la naturaleza. Los
géneros Fusarium, Penicillium y Aspergillus colonizan los granos de cereales y en
particular, coexisten en el maiz. Estudios previos han demostrado la dominancia en el
crecimiento de F. verticillioides frente a otros géneros, como Aspergillus flavus, u otras
especies de Fusarium como F. graminearum (Marin et al.,, 2004). Ademas,
determinados estudios han sugerido que la produccion de toxinas se ve también influida
por esta competitividad, obteniendo resultados de inhibicion de la produccion de
fumonisinas por parte de F. verticillioides y F. proliferatum al encontrarse en presencia
de F. graminearum, mientras que la produccién de zearalenona de F. graminearum no

se veria alterada por las otras dos (Velluti et al., 2000).

De igual manera que ocurria en casos anteriores, las interacciones microbianas
se ven influenciadas en gran medida por la interaccion con otros factores, como las
condiciones ambientales. Diversos estudios han puesto de manifiesto que en
determinados escenarios de temperatura y potencial hidrico, existe una reduccion del
crecimiento por parte de F. proliferatum y F. verticillioides en presencia de F.
graminearum (Marin et al., 1998; Velluti et al., 2000). Ademas, el sustrato también
interfiere con las interacciones entre especies, ya que se ha determinado que F.
verticillioides y A. flavus ocupan realmente nichos diferentes, ya que utilizan diferentes
fuentes de carbono, y sélo ocurre una prevalencia de F. verticillioides sobre A.flavus
bajo condiciones extremas (Giorni et al., 2009). Se ha determinado que las especies que
presentan macroconidios son mas competitivas, por lo que el tipo de conidios es otro
factor importante de la competitividad, ademas de las condiciones ambientales
(Wagacha et al., 2012).

1.3.7. Insectos

Tanto los hongos fitopatdgenos como los insectos herbivoros interaccionan en
los cultivos, ocasionando importantes efectos en las poblaciones vegetales: reducen su
crecimiento y reproduccion, alteran su competitividad con otras especies y afectan a su
mortalidad. Estas interacciones pueden ser directas o indirectas. En las primeras, el
hongo y el insecto tienen efectos entre si, como por ejemplo insectos que se alimentan
de esporas fungicas, u hongos que colonizan la planta a través de heridas producidas por

los insectos. Por otro lado, las interacciones indirectas son aquellas en las que uno de los
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colonizadores provoca alteraciones en el hospedador vegetal que afectan al otro
(Hatcher, 1995).

En el caso de los cultivos, son muy importantes los efectos de los insectos sobre
el grano que causan deterioros en este durante y tras la cosecha, de manera que dafian la
parte exterior de la semilla. Esto favorece al hongo en diferentes aspectos, ya que
facilita su entrada al interior del grano, crea un ambiente propicio para el crecimiento
fangico debido a su actividad metabdlica y respiracion y ademas, los insectos pueden
actuar como vectores transportando esporas fungicas (Dunkel, 1988; Sinha y Wallace,
1966).

Diferentes estudios han puesto de manifiesto una reduccion del contenido de
micotoxinas sobre el hospedador tras el empleo de pesticidas que disminuyen las
poblaciones de insectos (Folcher et al., 2009). Ademas, el uso de “maiz Bt”, variedad
transgénica resistente a diversos insectos como el taladro del maiz (Ostrinia nubilalis),
reduce el dafio que esta especie vegetal sufre por insectos y, como consecuencia, reduce
la infeccion por parte de especies del género Fusarium y finalmente, la produccion de
toxinas (Folcher et al., 2009; Kumar et al., 2008). Esto sugeriria una relacion entre el
dafio producido por los insectos sobre la planta, y el grado de infeccion fungica de ese

mismo hospedador (Cardwell et al., 2000).

1.4. Cereales: medidas de control y prevencion de la contaminacion

por hongos toxigenos

Como ya se ha comentado, los hongos toxigenos son importantes contaminantes
que provocan efectos devastadores en productos agricolas y semillas, tanto en el campo
y durante su almacenaje, como en las etapas de procesado e incluso de venta, y reducen
su valor nutritivo (Jimoh y Kolapo, 2008). Ademas, al afectar directamente al ser
humano y los animales de interés agroalimentario, suponen también un importante
problema de salud publica. Por lo tanto, estos hongos ocasionan grandes pérdidas
econdmicas y aumentan ademas los costes de produccién, que deben incluir las medidas
de control y prevencion para tratar de reducir su impacto. Existen diferentes estrategias
que pueden ser utilizadas a la hora de controlar el crecimiento fungico y la biosintesis

de micotoxinas en semillas y productos derivados de cereales, tales como tratamientos
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quimicos, el uso de conservantes alimenticios 0 métodos fisicos o bioldgicos (Anjorin et
al., 2013).

La eleccion del método adecuado es un factor importante, ya que algunos de
ellos requieren el uso de equipos o productos quimicos que a menudo son costosos, Y
en ocasiones el uso de estos Gltimos causa contaminacion ambiental, riesgos para la
salud y afecta al balance ecolégico natural (Yassin et al., 2011). Por ello, otras medidas
como la aplicacion de tratamientos térmicos o el uso de productos naturales como
extractos de plantas o aceites esenciales ofrecen la oportunidad de evitar conservantes
quimicos y el riesgo que supone el uso de fungicidas (Juarez-Becerra et al., 2010;
Yassin et al., 2012). Sin embargo, en muchas ocasiones, se hace necesario el uso de
productos quimicos como los fungicidas para reducir la contaminacion fangica a niveles

aceptados por la legislacion.

Las medidas de prevencién se centran principalmente en las buenas préacticas
agricolas e industriales, y tienen como objetivo evitar la contaminacion y asi garantizar
la salubridad de los productos alimenticios para que lleguen en condiciones éptimas a
los seres humanos y los animales que los van a consumir. Para ello, se ha desarrollado
una herramienta de identificacion, evaluacién y control de los peligros potenciales que
afectan a la seguridad de los alimentos: la HACCP, el Andlisis de Peligros y Puntos de
Control Critico. Los Puntos de Control Critico (CCP) son las etapas del proceso en las
cuales se hace posible llevar a cabo medidas de control para prevenir, eliminar o reducir
un peligro hasta niveles considerados aceptables. En el VI Programa Marco de la Union
Europea se incluy6 el HACCP como prioridad en el campo de la seguridad y calidad

alimentaria (Comision Codex Alimentarius, 2002).

La formacion de las micotoxinas puede ocurrir durante las diferentes etapas por
las que pasan los cereales: la precosecha, la cosecha, el procesado y el almacenamiento
(Cleveland et al., 2003; Perrone et al., 2007). Entre estas, las que cobran mayor
importancia para el género Fusarium son la precosecha (especialmente durante la
floracién) y la cosecha (Marin et al., 2004; Ramirez et al., 2004). Por lo tanto, el control
de las micotoxinas producidas por estas especies se centra en dos estrategias: en primer
lugar la inhibicion o reduccién del crecimiento del hongo sobre el cereal y prevencion
asi de la contaminacion toxigena, y en segundo lugar la eliminacion de las micotoxinas

que hayan crecido sobre el cereal (Kabak et al., 2006).
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1.4.1. Medidas preventivas para las especies de Fusarium spp.

A la hora de evitar la contaminacion en el campo, lo més importante es el
empleo de buenas précticas agricolas. Estas pueden incluir la rotacion de los cultivos, el
arado en profundidad o la eleccion de cultivares poco susceptibles a la contaminacién
fangica, entre otras (Blandino et al., 2012; Chulze et al., 2015). Ademas, para reducir
este tipo de contaminacion, se emplean diversos fungicidas y otras sustancias capaces
de inhibir el crecimiento fungico (Velluti et al., 2003; Ramirez et al., 2004). Hay que
indicar que la aplicacion de fungicidas viene planteando problemas en los Gltimos afios,
ya que los consumidores demandan cada vez mas alimentos frescos o minimamente
procesados, que no hayan sido tratados con sustancias conservantes o antimicrobianas,
por lo que se trata de reducir el uso de estos aditivos quimicos (Magan, 2006); de
acuerdo con ello, la normativa sobre los limites en la plicacion de fungicidas en la UE
se va endureciendo de forma sistematica (Directiva 2009/128/EC). No obstante, la
utilizacion de fungicidas es en ocasiones la unica opcién para el control fungico. Los

fungicidas mas empleados contra el crecimiento de Fusarium son:

- Benzimidazoles (benomilo, carbendazima, metil tiofanato, tiabendazol,
fuberidazol), cuyos componentes inhiben la formacion de los microtubulos.

- Triazoles (tebuconazol, protioconazol, ciproconazol), que afectan a la
composicion de la membrana celular.

- Isoxazoles (himexazol), que inhibe la sintesis de DNA.

Aunque existen limites legales de residuo de estos productos antifngicos fijados
por la EU, el estudio del uso de los fungicidas debe ampliarse para asegurar la mayor
eficacia con el menor impacto tanto ambiental, como en la salud humana (Marin et al.,
2013). Estudios previos han demostrado que diversos compuestos antifingicos pueden
actuar en ocasiones como factores de estrés, principalmente ambientales, que pueden
llegar incluso a activar la sintesis de micotoxinas en lugar de reducir la presencia de
estos compuestos (Edwards y Godley, 2010; Haidukowski et al., 2005; loos et al., 2005;
Mateo et al., 2011; Marin et al., 2013; Ramirez et al., 2004). Por otro lado, existen
evidencias de la aparicion de resistencias frente algunos de los fungicidas mas comunes
empleados en agricultura, asi como de variabilidad en la eficacia entre las distintas
especies e inclusi a nivel intraespecifico (Scherm et al., 2013; Spolti et al., 2014; Talas

and MacDonald, 2014). Por ello, son esenciales los estudios mas detallados sobre los
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efectos que tienen los agentes antifingicos en las especies diana (patdgenos y
toxigenos).

Durante las posteriores etapas de cosecha y almacenaje, se emplean otras
medidas de control y prevencion. Realizar la cosecha cuando el grano esta seco y
controlar las condiciones de temperatura y humedad del grano almacenado asi como la
presencia de insectos, son acciones importantes para evitar la sintesis de micotoxinas,
las cuales pueden continuar sintetizandose ya que la presencia fungica continta tras la
cosecha (Aldred y Magan, 2004).

1.4.2. Eliminacién de las micotoxinas sintetizadas por las especies de

Fusarium spp. en cereales

Para la eliminacion de las micotoxinas una vez que estan ya presentes en los
cereales se emplean diferentes métodos, que pueden ser clasificados en métodos

naturales, fisicos, microbioldgicos y quimicos (Borrell y Gimeno, 2003):

- Métodos naturales: como la utilizacién de los acidos tauricolico, glucurénico o
sulfarico, los cuales se conjugan con las micotoxinas dando lugar a metabolitos
atoxicos que se eliminan por bilis y orina.

- Métodos fisicos: como las radiaciones con rayos X o los tratamientos con calor,
que rompen las moléculas de las micotoxinas.

- Métodos microbioldgicos: ya que diferentes bacterias y hongos presentan la
capacidad de modificar la estructura de las micotoxinas y asi evitar sus efectos
perjudiciales.

- Métodos quimicos: como insecticidas, solventes o agentes quimicos reactivos
como acidos, agentes oxidantes, carbon activo o silicatos de aluminio, entre

otros.

Sin embargo, todos estos tratamientos que tienen como objetivo la eliminacion
de las micotoxinas ya presentes sobre el cereal presentan normalmente inconvenientes.
Por ejemplo, los métodos térmicos resultan poco eficaces ya que las altas temperaturas
afectan a las vitaminas y proteinas del alimento, y muchos de los métodos quimicos se
considera que son poco seguros para la salud publica. De todos los métodos de
detoxificacion expuestos anteriormente, los més empleados actualmente son los

silicatos, ya que a diferencia de otros métodos no crean problemas de residuos, no
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modifican las caracteristicas organolépticas del producto, no producen reacciones
parciales ni crean metabolitos toxicos y no tienen un precio demasiado elevado (Borrell
y Gimeno, 2003).

Es especialmente aconsejable la deteccion temprana de las especies
micotoxigénicas de Fusarium. Para ello, se requieren meétodos que permitan la
identificacion del material contaminado, con el fin de tomar medidas que eviten que ese
producto contaminado pase a la cadena alimentaria 0 que pueda contaminar otros
productos o cultivos. Los métodos més utilizados en un principio para este fin eran
quimicos o inmunoldgicos, orientados a la bdsqueda de una micotoxina en particular.
Sin embargo, los métodos de diagnéstico basados en el DNA de determinadas especies
de Fusarium que se vienen desarrollando en los Gltimos afios son mucho maés eficaces y
rapidos (Patifio et al., 2004; Jurado et al., 2005; 2006; Marin, 2010). Ademas, los
estudios detallados sobre las especies de Fusarium contaminantes, que incluyan su
caracterizacion filogenética y el estudio de los factores ecofisiolégicos que determinan
su crecimiento y produccion de micotoxinas, aporta una informacion muy valiosa para
poder elaborar estrategias de prevencion y control adecuadas a estas especies durante la

fase de campo y de almacenamiento del grano.

1.5. Andlisis del cambio climatico

De acuerdo a la opinidn de un consenso general, el clima global estd cambiando.
En los Gltimos afios, este tema ha adquirido una especial relevancia, y cada vez recibe
mayor atencion tanto por parte de la comunidad cientifica y politica, como de la
poblacién en general. La Convencion de las Naciones Unidas por el Cambio Climatico
lo define como un “cambio en las condiciones climatologicas atribuido directa o
indirectamente a la actividad humana, que altera la composicion global de la atmosfera
y cuyos efectos se observan en el tiempo”. Ademas, esta Convencion definio los efectos
adversos del cambio climatico como “cambios que presentan efectos negativos en los
ecosistemas, en los sistemas socio-econdmicos y en el bienestar humano y animal”
(Naciones Unidas, 1994). El Cuarto Informe del Panel Internacional de las Naciones
Unidas por el Cambio Climatico (UN International Panel on Climate Change (IPCC)),

publicado en noviembre de 2007 (Bernstein et al., 2007; Solomon et al., 2007), resalta
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que el clima global estd cambiando mas rapidamente en los Gltimos afios, y destaca
algunos efectos inminentes como el aumento global de las temperaturas y del nivel del
mar, o cambios en la frecuencia y distribucion de las precipitaciones (Miraglia et al.,
2009).

En 2007, la Comision Europea publico su libro verde sobre el cambio climatico
en Europa. En su anexo, aparecen las condiciones esperadas debidas al cambio
climatico en este continente, en un escenario en el que no se lleva a cabo ninguna accion
para reducir los efectos de los gases invernadero. Esta prediccion resulté en un aumento
global de la temperatura media de aproximadamente 3,4°C, previsto para el final del
presente siglo. Méas concretamente, en el sur y sureste de Europa (areas de Espafia,
Portugal, sur de Francia, Italia, Eslovenia, Grecia, Malta, Chipre, Bulgaria y el sur de
Rumania), se prevé un aumento de la temperatura media anual de 4-5°C. Ademas, la
disponibilidad de agua en estas zonas sera menor, particularmente en verano. Estos dos
efectos podrian conllevar una disminucion en el nimero de campos de cultivo (del 10-
30% en muchas regiones del sur), sequias, olas de calor, degradacion del suelo y los
ecosistemas, y finalmente, la desertizacion de ciertas zonas. Ademas, el aumento de
precipitaciones violentas podria aumentar la erosion y ocasionar la pérdida de materia

organica del suelo (Comision Europea, 2007).

Bajo estos escenarios previstos, se pronostica que mas de la mitad de las
especies vegetales estaran bajo algun tipo de riesgo. El sistema agricola sera de los mas
afectados, junto con el sistema maritimo y la produccion ganadera. Los cambios en el
clima llevardn consigo una probable modificacién de la distribucion de plantas
cultivadas: mientras que el area disponible para el cultivo crecera en el norte de Europa,
en el sur ocurrira lo contrario, debido a la falta de agua y los episodios frecuentes de
temperaturas extremas (Maracchi et al., 2005; Messerli et al., 2000; Olesen y Bindi,
2002). Ademas de los problemas que esto conllevaria a nivel econémico, la FAO
también ha expresado su preocupacion por el impacto del cambio climético sobre la
seguridad alimentaria (FAO, 2008). En dicho informe se afirma la incertidumbre sobre
estas posibles implicaciones, y se expone la necesidad de dirigir la atencion al tema de
la seguridad alimentaria para reaccionar de una manera adecuada en caso necesario. En

este contexto, paises tales como Italia han llevado a cabo estudios en estos campos en

55



Capitulo 1

colaboracion con la OMS (WHO, 2007). Estos estudios reconocen la influencia directa

e indirecta del cambio climatico sobre la distribucién de hongos y sus toxinas.

Los hongos toxigenos son cosmopolitas en la naturaleza y, como ya se ha
comentado, aparecen frecuentemente contaminando diversos productos agricolas, entre
ellos los cereales (Murphy et al., 2006). La habilidad de estos hongos para crecer y
producir micotoxinas esta profundamente relacionada con la influencia de los factores
ambientales, especialmente de la temperatura y el estrés hidrico. Cambios en estas
condiciones ambientales pueden provocar un aumento en la presencia de estos hongos:
por ejemplo, lluvia intensa durante el periodo de floracion de los cereales puede
provocar una mayor dispersion de los indculos fungicos hacia otras partes de la planta u

otras plantas (Jenkinson y Parry, 1994).

Més concretamente hablando de las especies de Fusarium, algunas de ellas se
ven favorecidas por temperaturas méas calidas. En general, las especies de Fusarium
presentan gran resistencia a condiciones de elevado estrés hidrico y elevada
temperatura, y por tanto son altamente competitivas en el marco del cambio climatico
global. Sin embargo, cuando en un hospedador coexisten dos 0 mas especies de
Fusarium, la dominancia de una de ellas estd determinada por las condiciones
ambientales (Bunyavanich et al., 2003). De esta manera, un cambio en estas
condiciones puede desplazar ciertas especies o cambiar su frecuencia de aparicion o
dominancia, alterando cualitativa y cuantitativamente la micobiota presente en los
cultivos agricolas y, en consecuencia, sus interacciones, afectando asi al tipo y niveles

de micotoxinas presentes en los productos cosechados.

En este marco, se han planteado nuevos retos en seguridad y calidad alimentaria
relacionados con hongos y micotoxinas en alimentos. Recientemente, las instituciones
europeas competentes (EFSA,OMS) han alertado a la comunidad cientifica sobre la
necesidad de nuevas investigaciones para conocer la identidad, incidencia, distribucion,
prevencion y control sostenible de los hongos y micotoxinas mas frecuentes en cereales.
Estudios predictivos relacionados con el cambio climatico sitGan a Espafia como zona
de riesgo en materia de hongos y micotoxinas en estos cultivos. Muchos de los
conocimientos que se tenian hasta la fecha han quedado obsoletos, por lo que estudios

que puedan actualizar estas informaciones son importantes a nivel europeo y mundial.
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Partiendo de este marco, este trabajo se centra en el estudio y caracterizacion de
tres de las especies de Fusarium mas importantes por su capacidad de contaminacion de
cereales a nivel mundial: F. fujikuroi, F. verticillioides y F. proliferatum, importantes
patdgenos de vegetales y productoras de fumonisinas. Para ello, se emplearon diferentes
técnicas, entre ellas la PCR convencional, el analisis filogenético, o la RT-PCR a
tiempo real. Todas estas técnicas permitieron ahondar en el conocimiento de estas tres
especies y, en el caso de F. verticillioides y F. proliferatum, ponerlo en relacion con los
factores ecofisioldgicos que mas afectan al crecimiento y sintesis de micotoxinas: la
temperatura, el estrés hidrico y el sustrato de crecimiento. Ademas, se ha realizado un
estudio en el que se analizd el efecto del tebuconazol, fungicida muy empleado en
cultivos de cereales contra la contaminacion por Fusarium. Los resultados se
conocieron durante la realizacion de esta tesis. Estos sefialaban la diferente respuesta de
las especies fungicas consideradas frente a dicho fungicida, asi como la influencia de las
condiciones ambientales sobre su eficacia y, en particular, en el contexto del cambio
climatico previsto. En este trabajo se incluye un trabajo similar con otro importante

fungicida, el benomilo.

Todos los aspectos descritos en esta Introduccidn en relacion a las principales
especies productoras de fumonisinas del género Fusarium pueden considerarse clave
para comprender su ecologia su distribucion geografica y sus hospedadores, y la
biosintesis de sus toxinas, asi como para el disefio de estrategias de reduccion del riesgo
que suponen para la salud humana y animal. En ese contexto se describen a

continuacion los objetivos concretos de esta tesis.
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1.6.Objetivos

1. Identificar, caracterizar y realizar un analisis filogenético de poblaciones de
Fusarium fujikuroi de arroz cultivado en Filipinas.

2. Obtener un protocolo de RT-PCR a tiempo real para el analisis cuantitativo de
la expresion del gen FUML1 de la biosintesis de fumonisinas para F. fujikuroi.

3. Estudiar la expresion relativa del gen FUM1 vy su relacion con la capacidad
productora de fumonisinas en cepas de F. fujikuroi.

4. Estudiar la distribucion de especies de Fusarium y otros hongos asociados a
trigo blando primavera de dos regiones espafiolas (Coérdoba y Lérida)
combinando métodos microbiolégicos tradicionales con métodos moleculares.

5. Evaluar el efecto de la temperatura y el estrés hidrico, a valores previstos en
los escenarios de cambio climético para Espafia, sobre el crecimiento flngico
y la biosintesis de fumonisinas para las especies F. verticillioides y F.
proliferatum.

6. Evaluar la influencia de sustratos de distintos cereales (cebada, maiz y trigo)
sobre el crecimiento y la biosintesis de fumonisinas de F. verticillioides y F.
proliferatum y su interaccion con los factores de temperatura y potencial
hidrico.

7. Evaluar la eficacia del fungicida benomilo sobre el crecimiento y la
biosintesis de fumonisinas de F. verticillioides y el efecto de su interaccion

con los factores temperatura y potencial hidrico.
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Capitulo 2. Analisis filogenético, de produccion de fumonisinas y de la
expresion del gen FUML1 de cepas de Fusarium fujikuroi aisladas en
plantaciones de arroz en Filipinas

2.1. Introduccién

F. fujikuroi, Nirenberg (teleomorfo Gibberella fujikuroi) pertenece al complejo
de especies Gibberella fujikuroi (O’Donnell et al., 1998) y es un importante patégeno
del arroz (Oryza sativa L.) en Asia, Africa, Europa y los Estados Unidos, aunque
presenta también otros hospedadores como la pifia o diferentes especies herbaceas e
incluso se ha encontrado en piel, ufia o cérnea humanas (Busman et al., 2012; Chang et
al., 2006; Leslie et al., 2004; O’Donnell et al., 2007; Stepien et al., 2013). Este
patégeno produce diferentes toxinas, entre ellas moniliformina, beauvericina vy
fumonisinas. F. fujikuroi causa en el arroz la enfermedad de bakanae, cuyo resultado
son plantas de color amarillo palido, hojas mas delgadas y alargadas y raices atrofiadas
(figura 1). Todo esto lleva a la muerte de la planta o a la disminucion de la produccion
de grano en un alto porcentaje, lo cual supone, en ambos casos, pérdidas econémicas
muy elevadas (Aoki et al., 2014; Carter et al., 2008; Cumagun, 2007).

Figura 1: Plantas de arroz afectadas por la enfermedad de bakanae.

la: Comparacion entre las partes aéreas de una planta enferma (izquierda) y sana (derecha)
(http://www.knowledgebank-brri.org/).

1b: Parte inferior del tallo y raices de planta enferma (derecha) y sana (izquierda) (Espino,
2012).
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F. fujikuroi y F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg (teleomorfo: Gibberella
intermedia) son dos especies muy proximas genéticamente. Esta Ultima presenta un
rango de hospedadores mas amplio, como por ejemplo el platano, el esparrago, el
mango, el maiz, el tabaco, el pino, el sorgo, el trigo, etc., aunque uno de sus
hospedadores principales es el maiz. F. proliferatum esta considerado altamente
toxigeno, produciendo diferentes micotoxinas entre ellas beauvericina o fumonisinas.
F. proliferatum y F. fujikuroi son practicamente indistinguibles a nivel morfoldgico, por
lo que se hace necesario aplicar estudios moleculares, filogenéticos o de cariotipo para
poder identificarlas como dos especies diferentes (Leslie y Summerell, 2006).
Ocasionalmente, se da el apareamiento entre ellas en el medio natural, habiéndose

encontrado en campo hibridos entre las dos especies (Leslie et al., 2004).

La presencia de las especies de Fusarium, asi como la incidencia y gravedad de
las enfermedades causadas por ellas, pueden variar de un afio a otro en la misma regién
0 en regiones diferentes en el mismo afio, dependiendo en gran medida de las
condiciones climéticas, las practicas agricolas o la especie hospedadora. La
identificacion correcta de las especies que causan la contaminacién, asi como el
conocimiento de su estructura poblacional y su variacion intraespecifica, son aspectos
clave para poder predecir las toxinas que podrian estar presentes y para desarrollar
estrategias de control y prevencion de estos hongos. Ademas, la regulacién de la
biosintesis de las toxinas y los factores principales implicados, fundamentalmente
ambientales, contribuyen de manera importante en la determinacion del riesgo potencial
de una especie. Todos estos factores se encontraban poco estudiados en el caso de F.
fujikuroi, y se disponia de pocas herramientas ya desarrolladas al comienzo de este
trabajo, contando solamente con determinadas publicaciones (Amatulli et al., 2010;
Wulff et al.,, 2010) hasta la publicacion mas reciente del analisis de su genoma
(Wiemann et al., 2013).

Teniendo en cuenta que el principal hospedador de esta especie fungica es el
arroz, alimento basico de la dieta de una gran parte del mundo, urge desarrollar
estrategias combinadas de analisis que permitan disponer de un maximo de informacion
en situaciones concretas. En este estudio se aplica una estrategia combinada a diferentes

aislamientos de Fusarium de arroz cultivado en dos regiones situadas en Filipinas.
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Los objetivos de este capitulo fueron:

(1) Identificar, caracterizar y determinar 42 cepas de Fusarium
procedentes de arroz y maiz de distintas localizaciones de Filipinas.
Para ello se emplearon técnicas de PCR convencional y secuenciacion
parcial del gen EF-/a.

(2) Realizar el analisis filogenético de las cepas aisladas de arroz que
resultaron pertenecientes a la especie F. fujikuroi, determinar su
estructura poblacional y el idiomorfo de apareamiento de las mismas.

(3) Estudiar la produccion de fumosinas y la cuantificacion de la
expresion relativa del gen FUML1 de las cepas de F. fujikuroi aisladas

de arroz.

2.2. Material y Métodos

2.2.1. Material bioldgico

Para el trabajo realizado en este capitulo se estudiaron 42 cepas de Fusarium
procedentes de tres regiones de Filipinas: Mufioz (Nueva Ecija), Victoria (Laguna) e
Isabela (Figura 2). 31 cepas fueron aisladas de campos de arroz de Nueva Ecija y 8 de
campos de arroz de Victoria; las muestras de maiz fueron aisladas de cultivos en
Victoria (2) e Isabela (1). Las muestras fueron recogidas y aisladas por el Dr. Christian
J. Cumagun (Escuela de Agricultura, Universidad de Los Baiios, Los Bafios, Laguna,

Filipinas).

Tras su aislamiento, las cepas fueron enviadas al Departamento de Genética de
la UCM, donde se sembraron en medio agar dextrosa patata (PDA, Scharlau Chemie,
Barcelona, Espafia) suplementado con cloranfenicol al 0,5%. Las placas se incubaron a
una temperatura de 25°C durante 5-7 dias hasta obtener un cultivo de Fusarium de cada
muestra. Los cultivos se conservan en papel de filtro a 4°C en la Universidad de Los
Bafos (Filipinas) y a -80°C como suspension de esporas en glicerol al 15% en el
Departamento de Genética de la Facultad de Biologia de la UCM. El conjunto de las

cepas estudiadas aparecen posteriormente en la tabla 4.
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Figura 2: Localizacion geografica de Filipinas. Se indican las regiones de muestreo para este estudio.

2.2.2. Extraccion de DNA. Identificacion de género y tipo de apareamiento por

PCR convencional

Para la extraccion del DNA gendmico de las 42 cepas cultivadas se utilizo el kit
de extraccion DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para ello, se tomaron cuatro discos de micelio de los
cultivos previamente incubados durante 5 dias. La cuantificacion del DNA extraido se
realizd utilizando un espectrofotémetro Nanodrop® ND1000 (Nanodrop Technologies,
Wilmington, Delaware, EEUU).

En primer lugar se llevo a cabo una PCR convencional con el objetivo de
comprobar que todas las cepas pertenecian al genero Fusarium. Para ello se amplifico la
secuencia parcial de la region intergénica espaciadora del rDNA (IGS), que presenta un
tamafno de alrededor de 200 pb. Los cebadores utilizados fueron Fps-F y FUS-R,

descritos previamente en Jurado et al., 2006 (tabla 1). ElI programa de amplificacion
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consta de un paso previo de desnaturalizacion a 94°C durante 85 segundos, seguido de
25 ciclos de amplificacion, siendo cada ciclo de 35 segundos a 95°C, 30 segundos a
67°C y 30 segundos a 72°C. Por ltimo, tras los 25 ciclos, un ciclo final de extension de

5 minutos a 72°C y parada a 4°C.

Una vez confirmada la pertenencia de todas las cepas al género Fusarium, se
Ilevé a cabo la identificacion de los tipos de apareamiento de cada cepa, clasificandolas
asi por su tipo de apareamiento en MAT-1 y/o MAT-2. Esto se realiz6 mediante el
método propuesto por Kerényi et al., (2002), empleando los cebadores GFMAT1-F y
GfMAT1-R (tabla 1) para el idiomorfo MAT-1 (300 pb) y GFMAT2-F y GFMAT2-R
(tabla 1) para el idiomorfo MAT-2 (200 pb). En este caso, el programa de amplificacion
consistié en 85 segundos a 94°C para una desnaturalizacién previa seguida de 30 ciclos
de amplificacién, consistente cada uno en: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 66°C y

45 segundos a 72°C. Para finalizar, 5 minutos a 72°C y parada a 4°C.

PCR Cebador Secuencia (5°-3°)
Fps-F CGCACGTATAGATGGACAAG
Género Fusarium
FUS-R GGCGAAGGACGGCTTAC
GfMAT1-F GACCAACTCAAACCTCGTGGCG
Idiomorfo MAT-1
GfMAT1-R TCATCAAAGGGCAAGCGATACC
GfMAT2-F ACCGTAAGGAGCGTCACCATT
Idiomorfo MAT-2
GfMAT2-R GGGGTACTGTCGGCGATGTT
Gen del factor de EF1T ATGGGTAAGGAGGACAAGAC
elongacion EF-1a EF2T GGAAGTACCAGTGATCATGTT

Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de PCR convencional del presente
capitulo.

En todos los casos en que se empled la técnica de PCR convencional en este
trabajo, las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen de 25 ul, que
contenia 3 ul de DNA problema a una concentracion de 35 ng/ul y 22 ul de la mezcla
compuesta de 15,55 pl de agua miliQ, 1,25 ul de cada cebador (20 uM), 0,2 ul de la
enzima Taq polimerasa (5 U/ul), 2,5 ul de tampon de PCR 10x, 1 ul de MgCl, (50mM)
y 0,25 ul de dNTPs (100 mM) (Ecogen, Barcelona, Espafia). Los productos
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amplificados se detectaron mediante electroforesis en gel de agarosa de concentracion
variable segun el tamafio del fragmento amplificado. Para su visualizacion se afiadid

bromuro de etidio y se utilizdé un tampdn 1x de 40mM tris-acetato y EDTA 1 mM.
2.2.3. Amplificacion del gen EF-1a y secuenciacion

Para identificar las cepas del género Fusarium a nivel de especie se llevé a cabo
la amplificacion y secuenciacion parcial del gen del factor de elongacion EF-/a, que
cuenta con un tamafio aproximado de 673 pb. Para ello se utilizaron los cebadores EF1T
y EF2T (O’Donnell et al., 1998) (tabla 1). EI programa de amplificacion en este caso
fue de un paso previo de desnaturalizacion a 95°C durante 85 segundos, seguido de 35
ciclos de amplificacién, consistiendo cada uno en 35 segundos a 95°C, 55 segundos a
53°C y 60 segundos a 72°C. Por ultimo, un paso final de 10 minutos a 72°C y parada a
8°C.

Los productos de PCR generados de esta amplificacion se purificaron
empleando el kit de limpieza UltraClean™ PCR Clean-Up™ (MoBio Laboratories Inc.,
Estados Unidos). Tras la purificacion, se visualizaron los fragmentos en geles de
agarosa al 1% y se llevé a cabo su secuenciacion con ambos cebadores (EF1T y EF2T)
en la Unidad de Genomica de la UCM utilizando el secuenciador ABI 3730 DNA
Analyzer y el kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la
correccion y limpieza de las secuencias una vez obtenidas en formato digital se emple6
el programa Chromas Pro (Technelysium Pty. Ltd., Tewantin, Queensland, Australia).
Para el analisis, edicion y alineamiento de las secuencias por el método Clustal W, se
utilizo el programa BioEdit Sequence Alignment Edition (Ibis Therapeutics, Carlsbad,
California, Estados Unidos). Una vez editadas las secuencias, éstas se compararon con
las disponibles en la base de datos del GenBank (NCBI), una base de datos
internacional de secuencias nucleotidicas. Mediante esta comparacion se pudo discernir
la especie a la que pertenecia cada una de las cepas analizadas. Ademas, las secuencias
fueron afiadidas a la base de datos GenBank bajo diferentes nimeros de acceso

(accession numbers), los cuales aparecen en la tabla 4.
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2.2.4. Andlisis filogenético

Utilizando la secuencia parcial del gen EF-/a del factor de elongacion, se

realizaron los estudios filogenéticos. Las cepas de Fusarium empleadas para este

andlisis se indican en las tablas 2 y 4. Ademas de 28 de las cepas procedentes de

Filipinas (tabla 4), se incluyeron en el andlisis 16 cepas de Fusarium relacionadas

filogenéticamente con F. fujikuroi: dos cepas de F. fujikuroi de distinto origen

geogréfico y 14 cepas representativas de F. proliferatum (tabla 2). Ademas, se utilizo

como elemento fuera de grupo (outgroup) una cepa de F. graminearum (tabla 2).

Cepa Especie Hospedador Procedencia MAT  Numero

de acceso

NRRL 13566 F. fujikuroi Oryza sativa Taiwan (Japon) N.D.  AF160279
NRRL43470° F. fujikuroi Cébrnea humana EEUU N.D. DQ790494
MPD 4853° F. proliferatum - - 1 AM397476
ITEM4291° F. proliferatum Phoenix reclinata Alicante (Espafia) N.D. AMA404134
Fp10° F. proliferatum Triticum aestivum Norte de Francia 1 AM397460
ITEM4306° F. proliferatum Washingtonia Tarragona (Espafia) 2 AM404128
FpB15° F. proliferatum Hordeum vulgare Burgos (Esparfia) 2 AM397471
FpB21° F. proliferatum Hordeum vulgare Burgos (Espafia) 1 AM397470
ITEM 1682° F. proliferatum Zea mays Canada N.D. AM404121
ITEM 2343° F. proliferatum  Phoenyx dactilifera Arabia Saudi N.D. AMA404133
Gf37° F. proliferatum Musa sapientum Ecuador 1 AM404115
Gf33° F. proliferatum Pinus sp. Madrid (Espafia) 2 AM397477
FpC3° F. proliferatum Zea mays Sevilla (Espafia) 1 AM397474
ITEM 4293° F. proliferatum  Chamaerops humilis Alicante (Espafia) N.D. AMA404122
ITEM 1451° F. proliferatum  Asparagus officinalis Montescaglioso (lItalia) 1 AM404131
ITEM 1456° F. proliferatum  Asparagus officinalis Potenza (ltalia) 2 AMA404129
NRRL29169° F.graminearum  Triticum aestivum Kansas (EEUU) N.D. AF212461

Tabla 2. Cepas de Fusarium no procedentes de Filipinas empleadas en el anlisis filogenético de este capitulo.
Se indica especie, hospedador, procedencia, idiomorfo de apareamiento (MAT) y ndmero de acceso de cada

una de ellas.

N.D. No disponible.
 Datos obtenidos de O’Donnell et al., 1998.
® Datos obtenidos de Chang et al., 2006.

¢ Datos obtenidos de Jurado et al., 2010.

¢ Datos obtenido de O’Donnell et al., 2000.

El anélisis filogenético y los estudios de divergencia nucleotidica se llevaron a

cabo utilizando el programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) v. 4.0 b10

(Swofford, 2003). Los espacios se trataron como datos desconocidos y fueron excluidos

de los analisis. Se utilizd la opcion de busqueda heuristica de PAUP con 1.000 réplicas

aleatorias de secuencia aditiva (random addition sequence replicates), utilizando la
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permutacion de ramas tipo TBR (tree bisection and reconection, biseccién y reconexion
de arboles) para identificar todos los &rboles con la misma parsimonia, realizando
finalmente un arbol consenso. La estabilidad de cada nodo se aseguré mediante analisis
heuristicos de bootstrap, los cuales se llevaron a cabo con 1.000 réplicas (Hillis y Bull,
1993).

2.2.5. Analisis de produccion de fumonisinas

En la tabla 4 aparecen, identificadas con el nimero 2, las cepas en las cuales se
determind la capacidad para producir fumonisina B; mediante un método basado en el
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas). Las cepas utilizadas se cultivaron por duplicado en matraces Erlenmeyer de
250 ml que contenian 50 ml de medio de cultivo liquido inductor de fumonisinas
(Lépez-Errasquin et al., 2007). Ademas, el aislamiento 17b se cultivo también en medio
liguido Sabouraud (Scharlau Chemie, Espafia) para ser empleada como control, un

medio no inductor de fumonisinas, en las mismas condiciones que el resto de las cepas.

Cada matraz se inoculé con 1 ml de solucién a una concentracién de 10°
esporas/ml en agua destilada, obtenidas a partir de placas cultivadas en PDA durante 7
dias. Los cultivos se incubaron a 20°C durante 7 dias, tras los cuales se recogio el
micelio mediante filtracion al vacio con papel Whatman n°1 (Whatman International
Ltd, Maidstone, Reino Unido). EI micelio obtenido tras la filtracion se congel6 en
nitrégeno liquido y se guardd a -80°C para la posterior extraccion de RNA (ver apartado
2.2.6). El liguido resultante de la filtracion se recogio y se empled para analizar el
contenido de FB; por ELISA, utilizando el método comercial RIDASCREEN®
(RIDASCREEN® Fumonisin, R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemania) siguiendo el
protocolo propuesto por el fabricante. De acuerdo con éste, los limites de deteccién del
analisis estan comprendidos entre 0,025 y 2 ppm, siendo el nivel de recuperacién de
aproximadamente el 60%, con una media del coeficiente de variacion de

aproximadamente el 8%.
2.2.6. Extraccion del RNA total

Para medir la expresion del gen FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real, se llevd
a cabo la extraccion del RNA a partir del micelio resultante tras el filtrado de los

cultivos en medio liquido inductor o en medio Sabouraud (Scharlau Chemie, Espafia) y
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que se hallaba en conservacion a -80°C (ver apartado anterior 2.2.5). Para la extraccion,
se triturd el micelio enfridndolo con nitrégeno liquido, y una vez obtenido un fino polvo
se utilizd como punto de partida para el kit Total Quick RNA Cells and Tissues
(Talento, Trieste, Italia), de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. Una vez
extraido el RNA se conservd a -80°C. La concentracion de RNA fue medida utilizando
el espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
Delaware, Estados Unidos) y su integridad fue comprobada mediante electroforesis en
geles horizontales de agarosa de alta temperatura de gelificacion (Bio-Rad, Estados
Unidos) al 1% en tampdn TAE (Tris-acetato 40mM y EDTA 1mM) y bromuro de etidio
(1pg/ml) a una concentracion de 1ul/20ml. Toda el agua utilizada para elaborar los
tampones se traté con DEPC durante 24 horas a 37°C, a una concentracion de 1ml/L de
agua destilada y se esterilizo en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Las muestras se
disolvieron en tampodn de carga (glicerol 50%, EDTA 1mM pH 8, cianol xilano 0,25% y
azul de bromofenol 0,25%). Se aplicd 1 pug de muestra. La electroforesis se llevé a cabo
en tampon TAE a voltaje constante y, una vez finalizada, las muestras fueron
visualizadas mediante irradiacion con luz UV (Sambrook y Russell, 2006). EI marcador

de peso molecular empleado fue el Ladder Plus de 100 pb (Fermentas, Lituania).

Para eliminar la posible contaminacion por DNA gendmico de las muestras, el
RNA total se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente con la DNasa
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen, Gran Bretafia) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
2.2.7. Sintesis de cDNA

Las reacciones de transcripcion inversa se llevaron a cabo utilizando el kit
GenAmp Gold RNA PCR reagent kit (Applied Byosistems, Estados Unidos) a partir de
500 ng de RNA total libre de DNA gendmico. Cada mezcla de reaccion contenia 10 pl
del tampon de reaccion de RT-PCR 5x, 0,5 pl de oligo(dT)1 (50 pM), 2 pl de MgCl;
(25 mM), 2ul de la solucion de deoxinucleotidos trifosfato (ANTP) (10 mM), 2 ul de
ditiotreitol (DTT) (100 mM), 0,5 pl (10U) de inhibidor de la RNasa (20 U/ul), 0,3 ul
(15 V) de la transcriptasa inversa Multiscribe (50 U/ul) y agua DEPC en un volumen
final de reaccién de 20 pl. La sintesis de cDNA se llevé a cabo en un termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) y el programa de la transcripcion inversa

consistio en un primer ciclo de 10 minutos a 25°C (hibridacion), un ciclo de 12 minutos
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a 42°C (trascripcion inversa) y parada a 4°C. Tras el proceso de sintesis del cDNA, éste
se guardd a -80°C. Se realizaron también controles negativos a los que no se afiadié la

enzima transcriptasa inversa.
2.2.8. RT-PCR a tiempo real

El método de RT-PCR a tiempo real se utiliz para amplificar el gen FUM1, asi
como el gen constitutivo TUB2 de la B-tubulina, gen de control enddgeno de expresion
constitutiva empleado para normalizar los resultados, ambos a la vez en la misma placa
de reaccion. Se realizaron amplificaciones de estos dos genes en cada muestra de cDNA
obtenida de las distintas cepas de F. fujikuroi. Ademas, para asegurar que las
amplificaciones provenian del cDNA y no de restos de DNA gendémico no eliminado
por el tratamiento con DNasa I, se llevaron a cabo reacciones de PCR control en las que
se amplificaron las mezclas de reaccion utilizadas para la extraccion de cDNA a las que

no se le habia afiadido la enzima transcriptasa inversa.

Para la amplificacion de los genes seleccionados se emplearon dos parejas de
cebadores especificos descritas previamente por Jurado et al. (2010): PQTUBF-2 y
PQTUBR-2 para la amplificacion del gen TUB2, y FUM1P2-F y FUM1P2-R para la
amplificacion del gen FUML1 (tabla 3).

Gen Amplificado  Nombre del cebador Secuencia (5°-3°)
FUM1P2-F CCCCCATCATCCCGAGTAT
FUML FUM1P2-R TGGGTCCGATAGTGATTTGTCA
PQTUB-F2 ACATCCAGACAGCCCTTTGTG
TuBe PQTUB-R2 AGTTTCCGATGAAGGTCGAAGA

Tabla 3: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion de RT-PCR a tiempo
real en F. fujikuroi.

Los cebadores FUMI1P2-F y FUMI1P2-R (tabla 3), empleados para la
amplificacion del gen FUML, fueron disefiados por Jurado et al. (2010) para la especie
Fusarium proliferatum. Por tanto, para su uso con las cepas de F. fujikuroi, se confirmé
previamente mediante PCR convencional su amplificacion positiva del fragmento
correcto de la secuencia parcial del gen FUM1 en cada una de las cepas de esta especie,
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la cual confirma la validez de los cebadores para su uso en F. fujikuroi (figura 3). El
programa de amplificacion de esta PCR convencional consistié en un paso previo de
desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion, cada
uno de 35 segundos a 94°C, 30 segundos a 64°C y 30 segundos a 72°C, seguidos de un
paso final de 10 minutos a 72°C y parada a 4°C.

Aunque el uso de estos cebadores en PCR convencional puede ser de utilidad a
la hora de detectar la presencia de este gen de la biosintesis de fumonisinas en cepas de
esta especie, la RT-PCR a tiempo real permite también la confirmacion de la
funcionalidad de este gen, siendo ademas un método mucho mas sensible que la PCR

convencional.

Figura 3: Amplificacion por PCR convencional de diferentes cepas de Fusarium, utilizando los
cebadores FUM1P2-F y FUM1P2-R.

1: F. verticillioides (ITEM 0999); 2: F. sacchari (ITEM 3852); 3: F. fujikuroi (ITEM 1993); 4: F.
subglutinans (ITEM 2192); 5: F. thapsinum (ITEM 4094); 6: F. nygamai (ITEM 05112); 7: F.
circinatum; 8: F. verticillioides (cepa Gf15, no productora de fumonisinas); 9: F. globosum (ITEM
6013); 10: F. proliferatum (ITEM 4853); 11: control negativo sin DNA; M: marcador molecular.

Tanto el protocolo como las condiciones para la RT-PCR a tiempo real fueron
descritas previamente en Jurado et al. (2008, 2010) y Marin et al. (2010b). Se empleo la
mezcla “SYBR® Green PCR Master Mix” de Applied Biosystems (Estados Unidos), la
cual incluye, en las cantidades adecuadas, la enzima “AmpliTaq Gold ® DNA
Polymerase”, dNTPs, MgCl, y tamp6n de PCR, e incorpora el colorante SYBR Green |
(Wittwer et al., 1997). Este colorante detecta DNA de doble hélice, se intercala en éste
y genera una sefial fluorescente cuando la muestra es excitada por una fuente de luz. Las
muestras se amplificaron por duplicado en una placa para reacciones oOpticas de 96
pocillos (Applied Biosystems, Estados Unidos). Cada reaccion se llevd a cabo en un
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volumen de 10 pl que contenia 5 pl de la mezcla maestra SYBR® Green PCR Master
Mix, 1,3 pl de agua Mili-Q estéril, 0,6 pl de cada cebador a 5 pM (siendo su
concentracion final de 300nM) y 2,5 pl de cDNA. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un termociclador a tiempo real ABIPRISM 7700 HT (Applied Biosystems,
Estados Unidos) en la Unidad de Genomica de la UCM, siendo las condiciones térmicas
utilizadas para la amplificacion de los dos genes de un ciclo inicial de 10 minutos a
95°C seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Para todas las
muestras se incluyeron controles negativos sin cDNA, con el fin de descartar posibles
contaminaciones por DNA gendmico. Estos controles se procesaron de la misma

manera que el resto de las muestras.

Para determinar si existia amplificacion o no del gen FUML, se utilizé en este
estudio el método de cuantificacion relativa de los niveles de expresion del gen
problema (FUML1) respecto del gen de control enddgeno o constitutivo (TUB2), también
[lamado método del AACt (Ginzinger, 2002; User Bulletin N°2), método descrito
previamente por Lopez-Errasquin (2005). . En el analisis de resultados de la RT-PCR a
tiempo real, la cuantificacion se basa en la determinacion del ciclo umbral (treshold
cycle, Ct) de cada muestra, que se define como el primer ciclo de amplificacion donde
la sefial de fluorescencia es mayor que el limite de deteccidon minimo establecido
previamente mediante la linea base o umbral, indicando que los productos de PCR son
detectables. Los valores de Cydel gen TUB2 obtenidos para cada muestra se restan de la
media de los valores Ct del gen problema FUM1 de cada muestra, obteniendo asi los
valores ACrt, uno para cada muestra. Al restar a estos valores ACt el valor de un
calibrador (en este caso la cepa 17b en medio Sabouraud (Scharlau Chemie, Espafia)),
se obtienen los valores AACt correspondientes, siendo estos los niveles relativos de

expresion, que son expresados como 2" 24T,

Si bien en este capitulo de la memoria los valores se interpretaron solamente
como expresion/no expresion del gen FUM1 (considerandose expresién cuando los
valores fueron mayores a los del control 17b en medio Sabouraud), en los apartados
3.2.6 y 3.2.7 del siguiente capitulo se analiza més detalladamente este método de
andlisis de la RT-PCR a tiempo real.
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2.3. Resultados

2.3.1. Identificacion de especies e idiomorfos de apareamiento

En la tabla 4 aparecen los resultados de la caracterizacion especifica de las 42
cepas estudiadas en este capitulo, obtenidos mediante la amplificacion y secuenciacion
parcial del gen del factor de elongacion EF-/a (~673pb). Como puede observarse, 32 de
las 39 cepas procedentes de arroz pertenecian a la especie F. fujikuroi, encontrandose
ademaés dos cepas de F. proliferatum, tres de F. equiseti, una de F. subglutinans y una
de F. oxysporum. En la figura 4a aparecen representados los porcentajes de las
diferentes especies de Fusarium encontradas en las muestras de arroz de Filipinas.
Ademas se observaron diferencias a nivel geografico, representadas en la figura 4b, ya
que la presencia de F. fujikuroi en las muestras procedentes de la provincia de Nueva
Ecija fue mucho mayor que la presencia de esta especie en las muestras procedentes de
la provincia de Laguna (93,4% y 33,3% respectivamente). Respecto a las cepas aisladas

de maiz, todas ellas fueron identificadas como F. verticillioides.

También en la tabla 1 aparecen reflejados los resultados del analisis del tipo de
apareamiento de cada una de las cepas, realizados por PCR convencional mediante la
identificacion de los idiomorfos MAT-1 6 MAT-2. En las cepas de la especie F. fujikuroi
aparecen representados los dos tipos de apareamiento, siendo mas frecuente el
idiomorfo MAT-2 con una proporcion MAT-1:MAT-2 de 10:21 (una de las cepas
presento los dos idiomorfos de apareamiento). También en las cepas de F. proliferatum
y F. verticillioides encontramos estas diferencias en la frecuencia, siendo sus
proporciones MAT-1:MAT-2 de 0:2 y 0:3 respectivamente. Las cepas de F.
subglutinans, F. oxysporum y F. equiseti determinadas también presentaron el
idiomorfo MAT-2.
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Cepa Especie Hospedador Procedencia MAT  NuUmero
de Acceso
2a'? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
2b*? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
3a’ F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
3b F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 -
4a F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699612
4b’ F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
5a’ F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699613
5b'? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699623
6a’? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
6b"? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
7a’ F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699611
7b? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699617
8a'? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699618
8b' F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1+2  JF699616
9a' F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
ob* F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699615
10a*? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
10b* F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699611
11a*? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699624
13a’ F. proliferatum Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 -
13b F. proliferatum Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 -
14a° F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699614
14b* F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
17a*? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
17b*? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699624
19a*? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699624
19b*? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 1 JF699624
20a’ F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
200" F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
21a’ F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699621
21b? F. fujikuroi Arroz Mufioz, Nueva Ecija 2 JF699624
Val! F. fujikuroi Arroz Victoria, Laguna 2 JF699620
Va2 F. fujikuroi Arroz Victoria, Laguna 1 JF699619
Va3'? F. fujikuroi Arroz Victoria, Laguna 1 JF699624
Vbl F. subglutinans Arroz Victoria, Laguna 2 -
Vb3 F. oxysporum Arroz Victoria, Laguna 2 -
Lal F. equiseti Arroz Victoria, Laguna N.D. -
Lb2 F. equiseti Arroz Victoria, Laguna 2 -
Lb4 F. equiseti Arroz Victoria, Laguna N.D. -
8.3 F. verticillioides Maiz Victoria, Laguna 2 -
IC6-Cat F. verticillioides Maiz Isabela 2 -
IRR1-Lag F. verticillioides Maiz Victoria, Laguna 2 -

Tabla 4. Cepas de Fusarium procedentes de Filipinas estudiadas en este capitulo. Se indica especie, hospedador,
procedencia e idiomorfo de apareamiento (MAT) de cada una de ellas. Tanto la especie como el idiomorfo MAT
han sido determinados en este trabajo. Ademas aparece el nimero de acceso de la base de datos GenBank de

cada cepa (Cruz et al.,

2013).

! Cepas empleadas en el posterior analisis filogenético.
2 Cepas empleadas para el posterior analisis de expresion del gen FUML.

N.D. No determinado.
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Figura 4: Presencia y distribucion de las especies de Fusarium en las muestras de arroz procedentes de
Filipinas.

4a: Gréfico de porcentajes de presencia de las diferentes especies de Fusarium en el total de las muestras.
4b: Se expresa en porcentajes la presencia de F. fujikuroi frente al resto de especies de Fusarium
encontradas en las dos localizaciones mayoritariamente analizadas.

2.3.2. Analisis filogenético

En la figura 5 aparece el dendrograma obtenido mediante el analisis filogenético
de las secuencias parciales del gen EF-/a realizado con los criterios de méaxima
parsimonia. La secuencia tiene un total de 673 pb. Dicho dendrograma presenta dos
grupos principales. El primero, representado en la parte superior del arbol, incluye todas
las cepas de F. fujikuroi, tanto las procedentes de Filipinas, agrupadas en un subgrupo,
asi como las de distinto origen y hospedador, aunque éstas dos un poco méas alejadas
(tablas 1 y 3, figura 5). Las 27 cepas procedentes de Filipinas presentan muy baja
variabilidad, aunque no podemos asegurar que no sean individuos diferentes, ya que

muchas de ellas presentan diferencias en sus secuencias y tipos de apareamiento.

El segundo grupo, representado en la parte inferior del dendrograma, lo
componen las cepas de las especie F. proliferatum, las cuales presentan mayor
variabilidad dentro del grupo. En este grupo de cepas también existe mayor variabilidad
de origenes geogréaficos y hospedadores de procedencia. La cepa 13a, procedente de

arroz de Filipinas se encuentra entre ellas.
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Figura 5: Dendrograma que muestra el arbol consenso obtenido por el método de méaxima parsimonia del
gen EF-/a para 45 cepas (tablas 2 y 4), utilizando el programa PAUP. S6lo se representan los valores de
bootstrap mayores del 50%.

2.3.3. Analisis de la produccion de fumonisinas de cepas de F. fujikuroi y

deteccion de la expresion del gen FUM1 por RT-PCR a tiempo real

Los datos obtenidos de los ensayos de ELISA realizados para detectar
produccion de fumonisina B; a partir del fluido extracelular de cultivos de todas las
cepas de la especie F. fujikuroi procedentes de Filipinas incubados durante 7 dias
aparecen en la tabla 5. 13 de las 32 cepas de F. fujikuroi resultaron ser productoras de
FB;, lo cual supone un porcentaje de cepas productoras del 40,62%. Los valores de

produccién obtenidos varian desde 0,386 ppm a 223,83 ppm.

76



Capitulo 2

Cepa  Presencia del gen FUM1'  Produccién de FB;  Expresion del gen FUM1?

(ppm)
2a + 223,830 +
2b + N.D. +
3a + N.D. N.A.
3b + N.D. N.A.
4a + N.D. N.A.
4b + N.D. N.A.
ba + 0,599 4
5b + 10,700 +
6a + 0,757 +
6b + N.D. +
Ta + N.D. N.A.
7b + 18,740 +
8a + N.D. +
8b + N.D. N.A.
9a + N.D. N.A.
9% + N.D. N.A.
10a + 186,390 +
10b + N.D. N.A.
1la + 0,670 +
1l4a + 0,386 +
14b + N.D. N.A.
17a + N.D. +
17b + 21,515 +
19a + 2,780 +
19b + 17,220 3
20a + N.D. N.A.
20b + N.D. N.A.
2la + N.D. N.A.
21b + 0,476 +
Val + N.D. N.A.
Va2 + N.D. N.A.
Va3 + 17,82 +

Tabla 5: Resultados de los analisis de presencia del gen FUM1, produccion de FB; y expresion relativa
del gen FUML de las cepas de F. fujikuroi procedentes de Filipinas.

Presencia (+)/ausencia (-)

2FUML se expresa en cada caso comparado con la cepa de F. fujikuroi 17b cultivada en medio Sabouraud
(no inductor de fumonisinas), a la cual se dio valor 1,00.

N.A.- No analizado; N.D.- No detectado

Una vez analizada la produccion de FB; de todas las cepas de F. fujikuroi,
aquellas que presentaron produccion positiva se emplearon para el analisis de expresion
relativa del gen FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real. Ademas se realizé este mismo
analisis en 4 cepas con produccion de fumonisinas negativa (2b, 6b, 8a y 17a), las
cuales se emplearon como controles. En todas las cepas analizadas (con produccion de
fumonisinas) la expresion relativa del gen FUM1 fue mayor que 1,00, siendo este el

valor dado a la cepa control (cepa 17b cultivada en medio Sabouraud, que present6 una
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expresion basal de fumonisinas de 0,015 ppm) (tabla 5). Todos los valores de C+fueron

menores al valor Cydel control negativo sin cDNA.

2.4. Discusion

Como podemos observar en la tabla 4, al identificar a nivel de especie las cepas
procedentes de las muestras de arroz, se vio una presencia mayoritaria de F. fujikuroi,
alcanzando un 82,05% frente a otras especies del género Fusarium. Como ya se ha
comentado, el arroz es el hospedador habitual de esta especie fungica. En la figura 4a se
observan los porcentajes de cada una de las especies de Fusarium encontradas, mientras
que en la figura 4b aparecen representadas las especies segun su origen geografico,
siendo mayor la presencia de F. fujikuroi en las muestras de Nueva Ecija que en las

procedentes de la provincia de Laguna (93,4% y 33,3% respectivamente).

Todas las cepas aisladas de maiz fueron identificadas como F. verticillioides.
Como se comentara en capitulos posteriores, esta especie estd mundialmente asociada a
enfermedades en el maiz, en todas las fases del desarrollo de la planta, colonizando
raices, tallos, hojas y semillas, tanto sintomatica como asintomaticamente (Leslie y
Summerell, 2006). Si bien las cepas procedentes de maiz y arroz de Filipinas estudiadas
en este capitulo comparten localizacion geogréfica, no se ha encontrado F.
verticillioides en las muestras de arroz. Aunque la presencia de F. verticillioides se ha
descrito en otros hospedadores aparte del maiz, este es su hospedador principal y no hay
muestras de que el arroz sea una especie muy favorable a su colonizacion. La
preferencia por un hospedador u otro es algo muy comun en hongos fitopatdgenos, ya
que los mecanismos que funcionan con una especie pueden no ser validos para otra, 0
las condiciones en las que se produce la interaccién con una especie vegetal y que
permiten su crecimiento y desarrollo seran diferentes entre los distintos hospedadores
(van der Does y Rep, 2007).

Tras su caracterizacion, se encontraron cepas de los tipos de apareamiento 1y 2,
lo cual, como recogen Kerényi et al. (2002), sugiere la existencia de reproduccion
sexual. Aunque los ratios 1:1 de los dos idiomorfos son frecuentes en hongos con
sistemas de reproduccion sexual bien establecidos, también se encuentran otros ratios en

especies sexuales, como en este caso un ratio MAT1:MAT2 de aproximadamente 1:2,
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aunque también podria deberse a un tamafio muestral estudiado pequefio (Conde-
Ferrdez, 2007; Waalwijk et al., 2006).

El andlisis filogenético reveld la existencia de dos grupos bien diferenciados, que
separan las dos especies analizadas. Todas las cepas de F. fujikuroi aparecen en un
unico grupo, independientemente de su procedencia u hospedador de origen,
presentando una variabilidad intraespecifica muy baja. Las cepas de F. proliferatum
aparecen también agrupadas, aunque divididas a su vez en varios subgrupos, mostrando
una variabilidad mucho mayor. La forma de agruparse de las cepas de F. proliferatum
tampoco parece presentar relacion alguna con la region geogréafica o el hospedador de
procedencia de estas cepas, lo cual ya se habia descrito en estudios filogenéticos previos
Ilevados a cabo con esta especie (Jurado et al., 2010). La separacién de las dos especies
cercanas en dos grupos bien diferenciados y presentando valores altos de bootstrap fue
también descrita previamente (Amatulli et al., 2010; Wulff et al., 2010). La descripcién
y el estudio del grado de variabilidad genética y de la estructura poblacional son muy
importantes, ya que estos factores influyen de manera enorme en la respuesta que tendré
una especie frente a tratamientos de control (Jurado et al., 2010). Sera necesario por
tanto tenerlos en cuenta a la hora de disefiar nuevas estrategias de control de especies
toxigenas, como F. fujikuroi en este caso, asi como para aumentar la eficacia de las ya

establecidas.

El protocolo de deteccion y cuantificacion de la expresion relativa del gen
FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real utilizado se basa en el desarrollado
originalmente para F. proliferatum (Jurado et al., 2010). Con la puesta a punto de este
método para la especie F. fujikuroi llevada a cabo en este trabajo, se obtiene una
herramienta Gtil e importante a la hora de estudiar el gen FUML1 en esta especie. Como
se ha demostrado en estudios previos, la especie F. fujikuroi presenta los genes de
biosintesis de fumonisinas (Gonzalez-Jaén et al., 2004), y de acuerdo con esto todas las
cepas estudiadas revelaron la presencia del primer gen de la ruta, el gen FUM1, como
observamos en la tabla 4. Todas aquellas cepas en las que se detectd produccion de FB;
mostraron posteriormente la expresion relativa del gen FUM1. Ademéas de ellas,
presentaron expresion relativa de este gen otras cuatro cepas para las que no se detectd
produccion de fumonisinas. La expresion del primer gen de la ruta de biosintesis de
fumonisinas se opondria en un principio a la posterior ausencia de produccion de FB;

detectada. Sin embargo, esto puede ser debido a diferentes causas, como por ejemplo
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falta de funcionalidad de otros genes de la ruta; una produccion de fumonisinas muy
baja, a niveles no detectables por el analisis; eficiencia baja en el transporte de la FB;
hacia el exterior de la célula; o bien por la existencia de intermediarios de la ruta de
sintesis de esta toxina que pudieran estar interviniendo en la sintesis de otras toxinas u
otros metabolitos secundarios producidos también por esta especie. Esto ultimo
sugeriria una interconexion de rutas metabdlicas secundarias (de biosintesis de otras
toxinas u otros metabolitos secundarios), muchas de las cuales ain no han sido
elucidadas (Wiemann et al., 2013). Por tanto, deteccion positiva de la expresion del gen
FUML1 en F. fujikuroi podria ser una buena aproximacion de la potencialidad de una
determinada cepa para producir fumonisinas. Serian de gran utilidad nuevos estudios
que ampliaran la informacién sobre la regulacion de la biosintesis de fumonisinas en
esta especie para poder evaluar con mejor precision el riesgo potencial de F. fujikuroi e
identificar los factores implicados mas importantes. EI protocolo de cuantificacién de la
expresion del gen FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real desarrollado en este trabajo
contribuiré a facilitar futuros estudios de regulacion y comparacion con las otras dos

especies proximas y productoras de fumonisinas.

La produccién de fumonisinas a niveles detectables e incluso elevados (niveles
entre 0,386 y 223,83 ppm) de las cepas de F. fujikuroi observada en este trabajo es
similar a la observada en otros estudios realizados con F. verticillioides y F.
proliferatum en condiciones similares a las utilizadas en este capitulo (Jurado et al.,
2010). Esto sugiere que la capacidad potencial de produccion de estas micotoxinas por
parte de F. fujikuroi estd probablemente subestimada. Por tanto, el impacto que supone
la produccién de fumonisinas por parte de esta especie deberia ser estudiado mas en
profundidad, con el objetivo de obtener mas resultados que seran interesantes tanto para
el campo de la agricultura, como para el de la salud humana y animal. La colonizacion
por parte de F. fujikuroi de diferentes especies confirmaria el caracter oportunista de
este hongo, hecho que ya sefialaron diferentes autores (Leslie et al.,2004; 2006) y por
tanto, su presencia en distintos productos y materias primas indicaria una contaminacion
potencial por fumonisinas, la cual seria particularmente relevante en determinados
cultivos que hasta ahora no han sido considerados de presentar riesgo por

contaminacion de estas toxinas, como puede ser el arroz, entre otros.

Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre en otras especies del género

Fusarium, en el caso de F. fujikuroi no se ha considerado que las fumonisinas pudiesen
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afectar a la patogénesis de este hongo (Desjardins et al., 2000). Como ya se ha
comentado, el problema mas importante que supone la presencia de F. fujikuroi en el
arroz es la enfermedad de Bakanae. Las fumonisinas no son las causantes de esta
enfermedad, sin embargo, proporcionarian una ayuda al hongo a la hora de colonizar el
tejido de los hospedadores, asi como para competir contra otras especies fungicas
durante la colonizacion, como se ha sugerido para especies proximas (Jurado et al.,
2008; Marin et al., 2010b). La deteccion de cepas de F. fujikuroi productoras de
fumonisinas indica que la habilidad para producir esta toxina puede considerarse como
una capacidad ampliamente distribuida en esta especie, de manera similar a lo que
ocurre con F. verticillioides o F. proliferatum, y refuerza el interés del estudio de esta

especie.
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Capitulo 3. Influencia del sustrato sobre el crecimiento y la expresion
del gen FUML1 en Fusarium verticillioides y Fusarium proliferatum

3.1. Introduccién

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg, (teleomorfo: Gibberella
moliniformis) y Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg (teleomorfo:
Gibberella intermedia) son dos de los principales hongos patégenos del maiz, que en
muchas ocasiones se dan a la vez en un mismo hospedador. Ambas especies estan muy
préximas filogenéticamente, pertenecen al complejo de especies Gibberella fujikuroi y
muestran perfiles ecofisioldgicos bastante semejantes (Marin et al., 2010b). Ademas,
estdn ampliamente distribuidas en las regiones templadas (Aliakbari et al., 2007;
Cavaglieri et al., 2009; Desjardins et al., 2000; De Souza y Formento, 2004; Marin et
al., 2013).

Las cepas de F. verticillioides productoras de fumonisinas contaminan
esencialmente el maiz, causando diversas enfermedades tales como la pudricién rosada
del tallo o la pudricion de la mazorca (Figura 1). Estudios recientes han demostrado
también su presencia en otros cultivos como el trigo o la cebada (Chehri et al., 2010;
Tanci¢ et al., 2012).

Por otra parte, F. proliferatum coloniza un gran nimero de hospedadores ademas
del maiz, tan diversos como el pino, la palmera, los esparragos o la pifia, pero es
especialmente importante en cereales, por ejemplo el trigo, ya que causa la enfermedad
de la punta negra del grano (Figura 1) (Conner et al., 1996; Desjardins et al., 2007).
Estas diferencias en su rango de hospedadores podrian estar causadas por diferencias en
su capacidad de colonizacion e infeccion de las distintas especies vegetales. La
composicion de los tejidos del hospedador, asi como los mecanismos y cambios
metabolicos y genéticos producidos en el curso de la interaccion huésped-patdgeno,
podrian jugar un papel importante, aunque en este momento la informacion disponible

para estas dos especies fungicas es aun escasa, sobre todo en el caso de F. proliferatum.
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Figura 1:

la. Efectos de la pudricion rosada del tallo y de la mazorca, ambas en maiz, causada por F. verticillioides.
1b. Efectos de la enfermedad de la punta negra del grano en trigo, causada por F. proliferatum.

Ambas especies son productoras de micotoxinas, siendo las fumonisinas las mas
relevantes desde el punto de vista de la seguridad alimentaria. El porcentaje de cepas
productoras de esta toxina es muy elevado en las dos especies, pero la regulacion de su
sintesis en respuesta a los factores ambientales criticos presenta diferencias que podrian
ser relevantes en su medio natural (Marin et al., 2010b).

El crecimiento fungico y la produccion de fumonisinas estan en gran medida
influidos por una compleja interaccion entre diferentes factores, tanto bidticos como
abioticos. El elevado numero de estos factores dificulta en gran medida el estudio en
condiciones naturales del metabolismo de estos patdgenos (Stepien et al., 2015). El
potencial hidrico (W) y la temperatura son los més relevantes (Charmley et al., 1994;
Magan et al., 2007), aunque también debe tenerse muy en cuenta el efecto del sustrato
sobre el que crece el hongo. Todos estos factores estan interactuando en el medio

natural.

Como vimos en el capitulo anterior, las condiciones Optimas para el crecimiento
fangico normalmente difieren de las consideradas Optimas para produccion de
micotoxinas (D’Mello y MacDonald, 1997; Khalesi y Khatib, 2011; Marin et al., 2013),
y estas condiciones dependen en gran medida del sustrato en el que crece el hongo.
Dado que la mayoria de los estudios previos se han realizado sobre medios sintéticos, es
probable que algunas de las toxinas estudiadas se produzcan sobre el hospedador en
condiciones y cantidades diferentes a las halladas en estos estudios. Por lo tanto, los
estudios realizados con medios de cultivo preparados con extracto de diferentes

productos alimentarios se consideran, hasta el momento, una buena aproximacion a las
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condiciones que se dan en los sustratos naturales (Gil-Serna et al., 2015; Pardo et al.,
2005; Stepien et al., 2015).

Considerando todo ello, una mas amplia informacion sobre el sustrato de
crecimiento (en definitiva, el hospedador), podria ayudar a entender o explicar los
diferentes resultados obtenidos en ambas especies en relacion a las especies vegetales
que coloniza y su interaccion con las condiciones ambientales (temperatura y potencial
hidrico). La dificultad de diseccionar los distintos factores en condiciones de campo
obliga a disefiar experimentos que lo permitan. Numerosos trabajos en este sentido
indican la idoneidad de los sistemas in vitro en condiciones controladas (Gil-Serna et
al., 2015; Pardo et al., 2005; Stepien et al., 2015; etc.). En este capitulo se estudia el
efecto combinado de los factores ambientales criticos y el sustrato sobre el crecimiento

y la biosintesis de fumonisinas en F. verticillioides y F. proliferatum.
En particular, los objetivos de este capitulo fueron:

4) Evaluar el efecto de los sustratos maiz, trigo y cebada en combinacién
con la temperatura y el estrés hidrico, sobre el crecimiento fangico de
F. verticillioides y F. proliferatum.

(5) Analizar el efecto de estos mismos factores sobre la expresién del gen
de biosintesis de fumonisinas FUM1 en F. verticillioides y F.

proliferatum.

3.2. Material y Métodos

3.2.1. Material biologico

Para la realizacion de este trabajo se emplearon las cepas FVA (FYMM7-3) y
FpA (FpMML1-2) de F.verticillioides y F. proliferatum respectivamente, ambas aisladas
en un campo de maiz en la provincia de Madrid (Espafa), en septiembre de 2003. Las
dos cepas se encuentran muy bien caracterizadas y se ha visto en distintos estudios
previos que se trata de cepas productoras de fumonisinas (Jurado et al., 2008, 2010;
Marin et al., 2010b). Los cultivos se mantuvieron en medio PDA (medio agar patata
dextrosa, Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia) a 4°C y se conservaron como
suspension de esporas en glicerol al 15% a -80°C en el Departamento de Genética de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM).
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3.2.2. Medios de cultivo. Obtencidén de las distintas condiciones ambientales

Los medios utilizados en este capitulo se elaboraron empleando extractos de
distintos cereales: cebada (Hordeum vulgare), maiz (Zea mays) y trigo (Triticum
durum). Se trata de extractos al 3% (p/v) de cada matriz con agar bacterioldgico
europeo (Pronadisa, Espafia) (20g/L). Para su preparacion se hirvieron 30 g de grano de
cada uno de los cereales por separado, cada uno en 1 L de agua destilada durante 30
minutos. Seguidamente se filtr6 el liquido resultante a través de una doble capa de tela

de muselina y se ajust6 el volumena 1 L.

El potencial hidrico de cada medio se modificé con glicerol, soluto no iénico, y
las temperaturas de incubacion elegidas fueron 15, 20, 25, 30, 35 y 40°C. Los
potenciales hidricos empleados fueron -0,7 (medio control), -2,8 y -7,0 MPa, que
corresponden a actividades de agua de 0,995, 0,982 y 0,955 respectivamente. Como se
ha explicado en el anterior capitulo, al medio control no se le afiadié glicerol. Todos los
tratamientos y sus réplicas (3 por cada condicidn) se cubrieron con ldminas estériles de
celofan (P400, Cannings, Ltd., Bristol, Reino Unido) antes de la inoculacién, para

facilitar la posterior recogida de la biomasa fungica.
3.2.3. Inoculacion, incubacion y medicion del crecimiento fungico

En cada una de las placas (tratamientos y sus réplicas) se inoculé un disco de
agar de 3 mm de diametro procedente de otra placa, de F. verticillioides o F.
proliferatum segun el caso, incubada para su crecimiento durante 5-7 dias a 25°C. En
total se realizaron 54 tratamientos diferentes para cada una de las dos especies: tres
sustratos (cebada, maiz y trigo), tres potenciales hidricos (-0,7, -2,8 y -7,0 MPa) y 6
temperaturas distintas (15, 20, 25, 30, 35y 40°C).

La incubacion se realizo durante 10 dias, evaluando diariamente el crecimiento
fangico. Para ello se midieron dos didmetros perpendiculares de las colonias en
crecimiento hasta que la colonia alcanzo el borde de la placa o se cumplieron los 10 dias
del experimento. La tasa de crecimiento (mm/dia) fue calculada mediante una regresion
lineal y definida como la pendiente de la recta que se obtiene al enfrentar el radio de

cada colonia en milimetros frente al tiempo en dias.
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3.2.4. Extraccion del RNA total y sintesis de cDNA

Para llevar a cabo la amplificacion del gen FUML1 se seleccionaron determinadas
condiciones de temperatura y potencial hidrico para cada especie. Las condiciones
elegidas fueron: 20 y 25°C para los potenciales hidricos de -0,7 y -2,8 MPa; y 35°C para
el potencial hidrico de -7,0 MPa. De esta manera quedaron representadas las
condiciones Optimas de expresion (20-25°C y -2,8 MPa), permisivas (20-25°C y -0,7
MPA) y marginales (35°C y -7,0 MPa) para la expresion del gen FUM1, como se ha
comprobado en estudios previos (Jurado et al., 2008; Marin et al., 2010, 2013).

Por tanto, al finalizar el periodo de incubacion, se retird el celofan de los
tratamientos seleccionados para el estudio de la amplificacion del gen FUML, y se
extrajo el RNA total de la biomasa fangica utilizando el kit de extraccion RNeasy®
Plant Mini Kit (Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez

extraido, el RNA se conservé a -80°C hasta su utilizacion.

Como ya se ha explicado en el capitulo 2, apartado 2.2.6, la concentracion de
RNA fue medida con el espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, Estados Unidos) y su integridad fue comprobada mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa de alta temperatura de gelificacion (Bio-
Rad, Estados Unidos) al 1% en tampon TAE (Tris-acetato 40mM y EDTA 1mM) y
bromuro de etidio (1pg/ml) a una concentracion de 1pl/20ml. Toda el agua utilizada
para elaborar los tampones se trat6 con DEPC durante 24 horas a 37°C a una
concentracion de 1ml/L de agua destilada y se esterilizo en autoclave a 121°C durante
20 minutos. Las muestras se disolvieron en tampon de carga (glicerol 50%, EDTA 1mM
pH 8, cianol xilano 0,25% y azul de bromofenol 0,25%). Se aplicd 1 pg de muestra.

El RNA total se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente con la
DNasa Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen, Gran Bretafia) siguiendo
las instrucciones del fabricante para eliminar la posible contaminacion con DNA

gendmico.

La transcripcién inversa, como se ha indicado en el capitulo 2, apartado 2.2.7, se
realizd con el kit GeneAmp Gold RNA PCR reagent kit (Applied Biosystems, Estados
Unidos) a partir de 500 ng de RNA total libre de DNA gendmico. Cada mezcla de
reaccion contenia 10 ul del tampoén de reaccion de RT-PCR 5x, 0,5 pl de oligo(dT)1s
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(50 uM), 2 ul de MgCl; (25 mM), 2ul de la solucion de deoxinucleétidos trifosfato
(dNTP) (10 mM), 2 pl de ditiotreitol (DTT) (100 mM), 0,5 pl (10U) de inhibidor de la
RNasa (20 U/ul), 0,3 ul (15 U) de la transcriptasa inversa Multiscribe (50 U/ul) y agua
DEPC en un volumen final de reaccion de 20 pl. La sintesis de cDNA se llevo a cabo en
un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) y el programa de la
transcripcion inversa consistio en un primer ciclo de 10 minutos a 25°C (hibridacion),
un ciclo de 12 minutos a 42°C (trascripcion inversa) y parada a 4°C. Tras el proceso de
sintesis del cDNA, éste se guardd a -80°C. De cada una de las muestras se realizaron

controles negativos a los que no se afiadid la enzima transcriptasa inversa.
3.2.5. RT-PCR a tiempo real y analisis cuantitativo de los datos

La RT-PCR a tiempo real se empleé para amplificar el gen FUML1 y el gen
constitutivo TUB2 (gen de la B-tubulina, control enddgeno) de cada una de las muestras
de cDNA obtenidas de los tratamientos seleccionados de las cepas FVA y FpA. Las
parejas de cebadores especificos empleadas fueron: PQF5-F y PQF5-R para el gen
FUML1 de F. verticillioides (L6pez-Errasquin et al., 2007), FUM1P2-F y FUM1P2-R
para el gen FUM1 de F. proliferatum (Jurado, 2006) y PQTUB-F2 y PQTUB-R2 para
una regién parcial del gen TUB2 de ambas especies (Lépez-Errasquin et al., 2007;
Jurado et al., 2010) (Tabla 1).

Gen Amplificado  Nombre del cebador Secuencia (5°-3°)
FUM1 PQF5-F GAGCCGAGTCAGCAAGGATT
F. verticillioides PQF5-R AGGGTTCGTGAGCCAAGGA
FUM1 FUM1P2-F CCCCCATCATCCCGAGTAT
F. proliferatum FUM1P2-R TGGGTCCGATAGTGATTTGTCA
PQTUB-F2 ACATCCAGACAGCCCTTTGTG
TuBe PQTUB-R2 AGTTTCCGATGAAGGTCGAAGA

Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion de RT-PCR a tiempo
real en F. verticillioides y F. proliferatum.

Tanto el protocolo como las condiciones para la PCR han sido descritas

previamente en Jurado et al. (2008, 2010) y Marin et al. (2010b), asi como en el
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capitulo 2, apartado 2.2.8 de esta memoria. Para ello se empled la mezcla SYBR®
Green PCR Master Mix de Applied Biosystems (Estados Unidos), la cual incluye, en las
cantidades adecuadas, la enzima AmpliTaq Gold ® DNA Polymerase, dNTPs, MgCl, y
tampon de PCR, e incorpora el colorante SYBR Green | (Wittwer et al., 1997). Las
muestras se amplificaron por duplicado en placas para reacciones Opticas de 384
pocillos (Applied Biosystems, Estados Unidos). Cada reaccion se llevo a cabo en un
volumen de 10 pl que contenia 5 pl de la mezcla maestra SYBR® Green PCR Master
Mix, 1,3 ul de agua Mili-Q estéril, 0,6 pl de cada cebador a 5 pM (siendo su
concentracion final de 300 nM) y 2,5 ul de cDNA. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un termociclador a tiempo real ABIPRISM 7900 HT (Applied Biosystems,
Estados Unidos) en la Unidad de Genomica de la UCM, siendo las condiciones térmicas
utilizadas para la amplificacion de los dos genes de un ciclo inicial de 10 minutos a
95°C (activacion enzimatica) seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a
60°C (desnaturalizacion y extension). Para todas las muestras se incluyeron controles
negativos para comprobar la correcta eliminacion de DNA gendmico. Estos controles se

procesaron de igual manera que el resto de las muestras.

El analisis cuantitativo de los datos se realiz6 como ya se ha explicado en el
apartado 3.2.6 del capitulo 3, empleando el método AAC+6 método de la cuantificacion
relativa de los niveles de expresidn del gen problema FUM1 respecto del gen de control
endogeno o constitutivo TUB2 (Ginzinger, 2002; User Bulletin N°2). Para ello se
realiz6 una RT-PCR a tiempo real para analizar la amplificacion de los genes FUM1 y
TUB2. El gen TUB2 se utiliz6 para normalizar la cantidad de mRNA del gen diana. En
el analisis de resultados de la RT-PCR a tiempo real, la cuantificacion se basa en la
determinacion del ciclo umbral (threshold cycle, Ct) de cada muestra, que se define
como el primer ciclo de amplificacion donde la sefial de fluorescencia es mayor que el
limite de deteccion minimo establecido previamente mediante la linea base o umbral,

indicando que los productos de PCR son detectables.

Los valores de ACy, empleados para realizar los analisis estadisticos, se
obtuvieron restando la media de los valores Ct del gen endogeno de la media de los
valores Cr del gen diana. El calculo del valor AACy utilizado en las representaciones
gréaficas se calculd restando a cada ACrt el valor del ACt de un calibrador, que es la
muestra utilizada como referencia para obtener el valor relativo de las demas muestras.

En este caso los calibradores empleados fueron las muestras de cada especie cultivadas
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en cebada a 20°C y -0,7 MPa. La desviacion del valor AACt es la misma que la del ACr,
ya que se trata de una resta de un valor arbitrario. Finalmente, el valor del gen
problema, normalizada a una referencia enddgena y relativa a un calibrador se obtiene

mediante la formula: 2~ AACT

3.2.6. Andlisis estadistico de los resultados

Se calculd la tasa de crecimiento para cada tratamiento y réplica como se ha
descrito anteriormente. Tanto para los resultados de crecimiento, como para la
expresion del gen FUM1, se realizaron andlisis de la varianza (ANOVAs
multifactoriales) de los tres factores (sustrato x temperatura x potencial hidrico) para
cada una de las dos especies, asi como analisis bidireccionales de la varianza (ANOVAs
bidireccionales) para cada sustrato (temperatura x potencial) en los casos en que fue
necesario. También se llevaron a cabo andlisis post hoc (test HSD de Tukey de
multiples comparaciones) con un nivel de confianza del 95%. La consistencia de los
valores de expresion del gen TUB2 fue probada de igual manera que en el capitulo 3,
apartado 3.2.7., resultados que confirmaron la consistencia y estabilidad de este gen
constitutivo. Los anélisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando los programas
STATGRAPHICS CENTURION XV.II (Statistical Graphics Corp., Herndon, Virginia)
y SPSS 17.0.0 (Rel, 2008. Chicago: SPSS Inc.). Como ya se ha indicado, para el

analisis de la expresion del gen FUM1se emplearon los valores ACr.

3.3. Resultados

3.3.1. Efecto del sustrato sobre el crecimiento a diferentes temperaturas y

potenciales hidricos

Las figuras 2a y 2b muestran los perfiles bidimensionales de la tasas de
crecimiento de las cepas FvA de F. verticillioides y FpA de F. proliferatum,
respectivamente. Las figuras presentan los resultados obtenidos en los tres sustratos
probados (cebada, maiz y trigo) y se observa la respuesta de las dos especies a cambios
en el potencial hidrico (entre -0,7 y -7,0 MPa) y en la temperatura (entre 15 y 40°C).
Como se puede observar, los patrones de crecimiento de ambas especies fueron

similares, aunque la tasa de crecimiento de F. verticillioides mostro valores mayores
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que la de F. proliferatum. Ambas especies crecieron en todas las temperaturas probadas

excepto a 40°C, donde no se observd crecimiento en ningln caso.

a. F. verticillioides

Sustrato: Cebada

Potencial hidrico (MPa)

-918 T T T T

b. F. proliferatum
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Figura 2. Perfiles bidimensionales que reflejan el efecto de la temperatura y el potencial hidrico sobre la tasa de
crecimiento de la cepa FVA de F. verticillioides (2a) y de la cepa FpA de F. proliferatum (2b), cultivadas en medios

elaborados con extractos de diferentes cereales (cebada, maiz y trigo) durante 10 dias. La tasa de crecimiento en cada una

de las condiciones esta determinada por el valor medio de las tres réplicas.
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F. verticillioides
Condiciones Porcentaje de reduccién del crecimiento comparado con el éptimo
optimas de 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
crecimiento 07 -28 70| 07 -28 70| 07 -28 70| 07 -28 -70 | 07 28 -70
Cebada | 25°C,-0,7 MPa | 67,63 79,56 89,17 | 51,54 6052 83,93 44,78 76,49 | 11,11 27,72 80,31 | 62,24 5424 6872
Maiz 30°C,-0,7 MPa | 56,78 66,55 71,66 | 3328 49,08 77,39 | 529 3839 74,66 F 27,01 68,47 | 62,07 5379 7337
Trigo 25°C, -0,7 MPa | 54,64 62,25 87,82 | 18,69 39,29 76,45 26,71 67,09 | 6,66 23,67 73,77 | 50,07 32,78 77,89
F. proliferatum
Condiciones Porcentaje de reduccién del crecimiento comparado con el 6ptimo
optimas de 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
crecimiento 07 28 70 | -07 28 -70 | 07 -28 70 |[-07 -28 70 | 07 -28 -7,0
Cebada | 30°C,-0,7 MPa | 5347 62,04 8495 | 34,16 46,73 73,39 | 16,49 2565 70,59 17,28 64,37 | 78,40 4622 72,90
Maiz 30°C,-0,7 MPa | 41,12 60,88 6572 | 28,96 42,58 4528 | 7,71 27,82 7091 20,39 63,29 | 79,34 3595 71,01
Trigo 30°C,-0,7 MPa | 4921 61,26 8575| 30,11 4446 7434 | 359 2956 69,49 21,52 72,07 | 7575 44,33 71,83

Tabla 2: Porcentajes de reduccién en la tasa de crecimiento respecto a las condiciones éptimas para las especies F. verticillioides (arriba) y F. proliferatum (abajo)
en todas las temperaturas y potenciales hidricos en los que se observo crecimiento.
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Respecto al sustrato, las dos especies crecieron mejor en cebada que en maiz y trigo,
siendo los valores optimos de crecimiento en cebada de 8-9 mm/dia para FVA y 6-7
mm/dia para FpA. El maiz present6 valores optimos de 7-8 mm/dia para FVA y 6-7
mm/dia para FpA, mientras que el trigo fue el sustrato en el que se observé un menor

crecimiento, con tasas de 6-7 mm/dia para FVA y 5-6 mm/dia para FpA.

En la figura 2a se puede observar que las condiciones Optimas para el
crecimiento de F. verticillioides fueron de 25°C y -0,7 MPa en los medios de cebada y
trigo, y 30°C y -0,7 MPa en el medio de maiz. En el caso de F. proliferatum (figura 2b),
estas condiciones optimas fueron de 30°C y -0,7 MPa en los tres medios probados. En
la tabla 2 se detallan las reducciones en el crecimiento respecto al dptimo de cada
especie para todas las condiciones del experimento. Las condiciones marginales fueron
similares en las dos especies y en los tres sustratos: 15°C y 35-40°C, y -7,0 MPa, y
produjeron la mayor reduccion del crecimiento. Si bien, aunque exista esta reduccion
acusada de la tasa de crecimiento, las temperaturas de 15 y 35°C aun permitieron un
crecimiento sustancial de ambas especies. A 40°C sin embargo, no se observé en ningln
caso crecimiento flngico. En la tabla 3 se comparan los resultados obtenidos con los
datos de la tasa de crecimiento de estas dos especies en medio sintético (Marin et al.,
2010b).

Condiciones Porcentaje de reduccion del
optimas de crecimiento comparado con el 6ptimo
crecimiento 30°C 350C
-0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0
F. verticillioides (medio sintético)* | 25°C, -0,7 MPa | 7,48 223 50,65 | 30,58 17,00 55,68
F. verticillioides (cebada) 25°C,-0,7 MPa | 11,11 27,72 80,31 | 62,24 54,24 68,72
F. verticillioides (maiz) 30°C,-0,7 MPa [ 2701 6847 | 6207 5379 7337
F. verticillioides (trigo) 25°C, -0,7 MPa | 6,66 23,67 73,77 | 50,07 32,78 77,89
F. proliferatum (medio sintético)* | 25°C,-2,8 MPa | 16,75 12,45 50,27 | 33,71 16,09 58,19
F. proliferatum (cebada) 30°C,-0,7 MPa 17,28 64,37 | 78,40 46,22 72,90
F. proliferatum (maiz) 30°C,-0,7 MPa 20,39 63,29 | 79,34 3595 71,01
F. proliferatum (trigo) 30°C, -0,7 MPa 21,52 72,07 | 7575 44,33 71,83

Tabla 3. Porcentajes de la reduccién del crecimiento respecto a las condiciones de temperatura y
potencial hidrico 6ptimas de cada especie y cada sustrato (medio sintético, cebada, maiz y trigo). Se
indican las condiciones de 30°C y 35°C y potenciales hidricos de -0,7, -2,8 y -7,0 MPa.

*Datos tomados de Marin et al., 2010b.
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El ANOVA multifactorial llevado a cabo para estudiar el efecto de los distintos
factores sobre el crecimiento mostré efectos significativos de los tres factores
individualmente (sustrato, temperatura y potencial hidrico), asi como de sus
interacciones, en las dos especies; solamente no resultaron ser significativas las
interacciones sustrato x Ww y la triple interaccion sustrato x Ww x temperatura en F.
verticillioides (tablas 4 y 5). A continuacion se realizaron ANOVAs bidireccionales por
sustrato para ambas especies (tablas 6 y 7). Los test post hoc realizados (test HSD de
Tukey) que aparecen también en estas dos Ultimas tablas muestran diferencias

significativas en la tasa de crecimiento en los tres sustratos.

Fuente de Grados de Media Estadistico
Variacion Libertad Cuadratica F-Snedecor
Sustrato 2 15.956 6.198**
Potencial Hidrico 2 487.784 189.468***
Temperatura 4 132.090 51.307***
Sustrato x Potencial 4 3.401 1.321
Sustrato x Temperatura 8 6.279 2.439*
Potencial Hidrico x 8 37817 14.689%**
Temperatura
Sustrato x Potencial 16 2960 1.150

Hidrico x Temperatura

Tabla 4. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hidrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la
temperatura (20, 25, 30 y 35°C) y del sustrato (cebada, maiz y trigo), asi como sus interacciones, sobre la
tasa de crecimiento de FvA. No se realizaron los analisis con la temperatura de 40°C ya que el valor de la
tasa de crecimiento fue 0. Estadistico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para
p<0,01; *** Significativo para p<0,001.

Fuente de Grados de Media Estadistico
Variacion Libertad Cuadrética F-Snedecor
Sustrato 2 7.946 23.701***
Potencial Hidrico 2 265.412 791.624***
Temperatura 4 08.887 294.941***
Sustrato x Potencial 4 2.075 6.190***
Sustrato x Temperatura 8 1.694 5.053***
Potencial Hidrico x 8 34,546 103.038%**
Temperatura
Sustrato x Potencial 16 0.963 0 873%*

Hidricox Temperatura

Tabla 5. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hidrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la
temperatura (20, 25, 30 y 35°C) y del sustrato (cebada, maiz y trigo), asi como sus interacciones, sobre la
tasa de crecimiento de FpA. No se realizaron los andlisis con la temperatura de 40°C ya que el valor de la
tasa de crecimiento fue 0.

Estadistico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para
p<0,001.
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Fuente de Variacion Grados de Libertad Media Estadistico
Cebada Cuadréatica F-Snedecor
Temperatura 4 76.780 13.861***
Potencial Hidrico 2 206.171 37.219***
Temperatura x 8 24,407 4.406%*

Potencial Hidrico

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico

Resultados para la temperatura

15°C 20°C 25°C 30°C 35°C -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa
a/b/c ala/b a/b/c alala a/b/c a/abc/c/bc/ab  alab/bc/c/abc  a/ab/be/abelc
Fuente de Variacion Grados de Media Cuadréatica Estadistico
Maiz Libertad F-Snedecor
Temperatura 4 38.554 22 .475***
Potencial Hidrico 2 134.008 78.121***
UEMERLEILIE 8 13.976 8.147%%*

Potencial Hidrico

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico

Resultados para la temperatura

15°C 20°C 25°C 30°C 35°C -0,7MPa -2.8MPa -7.0MPa

alala a/blc a/b/c ala/b alala a/b/c/cla a/ab/b/b/ab  alalalala
Fuente de Variacion Grados de Media Cuadratica Estadistico
Trigo Libertad F-Snedecor
Temperatura 4 29.313 62.538***
Potencial Hidrico 2 154.408 329.422%**
UGS e 8 5.354 11.423%%*

Potencial Hidrico

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico (MPa)

Resultados para la temperatura (°C)

15°C  20°C  25°C  30°C  35°C
a/alb a/b/c a/b/c a/alb a/b/c

-0,7MPa -2.8MPa -7.0MPa
a/b/b/bla a/a/b/b/ab  a/b/c/b/b

Tabla 6. ANOVA bidireccional de los factores temperatura, potencial hidrico y su interaccion en cada
uno de los medios (cebada, maiz y trigo) respecto a la tasa de crecimiento de F. verticillioides.

F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo

para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.

El test HSD de Tukey se realizé por cada sustrato, temperatura y potencial hidrico separadamente siempre
que el valor P de su interaccién fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con P<0,05. No se
realizaron los analisis con la temperatura de 40°C ya que el valor de la tasa de crecimiento fue 0.
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Fuente de Variacion Grados de Libertad Media Estadistico
Cebada Cuadratica F-Snedecor
Temperatura 4 44.105 97.903***
Potencial Hidrico 2 100.992 224.182***
Temperatura X 8 10.147 22.523***

Potencial Hidrico

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico Resultados para la temperatura

15°C 20°C  25°C  30°C 35°C -0.7MPa -2.8MPa -71.0MPa
a/b/c  alalb a/a/b a/b/c a/blc a/b/be/c/d  a/be/d/d/c a/b/blc/b

Fuente de Variacion Grados de Media Cuadratica Estadistico
Maiz Libertad F-Snedecor
Temperatura 4 27.237 157.845***
Potencial Hidrico 2 62.625 362.918***
Temperatura x 8 15.780 91.450***

Potencial Hidrico

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico Resultados para la temperatura

15°C  20°C  25°C  30°C  35°C -0,7MPa -2.8MPa  -7.0MPa
alb/b  a/b/lb  ablc  alblc  alblc a/b/c/c/d a/b/c/d/bc  ablc/a/bla

Fuente de Variacion Grados de Media Cuadratica Estadistico
Trigo Libertad F-Snedecor
Temperatura 4 30.932 80.811***
Potencial Hidrico 2 105.946 276.784***
Temperatura x 8 10.546 27.550***

Potencial Hidrico

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico (MPa) | Resultados para la temperatura (°C)

15°C  20°C  25°C  30°C  35°C -0,7MPa -2.8MPa -7.0MPa
a/b/c a/b/c a/b/c a/b/c a/b/a a/a/blblc a/b/clc/b a/b/b/b/b

Tabla 7. ANOVA bidireccional de los factores temperatura, potencial hidrico y su interaccién en cada
uno de los medios (cebada, maiz y trigo) respecto a la tasa de crecimiento de F. proliferatum.

F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.

El test HSD de Tukey se realizé por cada sustrato, temperatura y potencial hidrico separadamente siempre
que el valor P de su interaccion fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con P<0,05. No se
realizaron los andlisis con la temperatura de 40°C ya que el valor de la tasa de crecimiento fue 0.
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3.3.2. Efecto del sustrato sobre la expresion del gen FUM1 a diferentes

temperaturas y potenciales hidricos

En la figura 3 se observan los patrones de expresion relativa del gen FUM1 en F.

verticillioides (3a) y F. proliferatum (3b) en cebada, maiz y trigo en las condiciones de

temperatura y potencial hidrico probadas (indicadas anteriormente en el apartado 4.2.4

de este capitulo).

1000
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a. F.verticillioides

= 5

I
b P
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Figura 3. Expresion relativa del gen FUM1 de las cepas FVA de F. verticillioides (3a) y FpA de F.
proliferatum (3b) crecidas durante 10 dias en las condiciones de 20 y 25°C y -0,7 MPa, 20y 25°C y -2,8 MPay
35°C y -7,0 MPa. Los valores representan el nimero de veces que se expresé el gen en comparacién con su
calibrador (cultivo de cebada, 20°C y -0,7 MPa) al cual se le dio valor 1,00. Cada especie cuenta con su
calibrador propio. Cada resultado representa la media de tres réplicas independientes. Los resultados de los
tests HSD de Tukey obtenidos para cada sustrato, temperatura y potencial hidrico se indican mediante letras en
las barras de valor (el test en cada condicién es independiente de las demas). Letras diferentes indican
diferencias significativas para un valor de P<0,05.

Para cada tratamiento, los valores representan el nimero de veces que se expreso

el gen FUML1, siempre de manera relativa respecto a su calibrador, es decir, al
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tratamiento de F. verticillioides o F. proliferatum (segun el caso) incubados en medio
de cebada a 20°C y -0,7 MPa. A estos calibradores se les asigno el valor de expresion
1,00. Los resultados reflejados son la media de tres repeticiones independientes.

Como podemos observar, los resultados de expresion relativa del gen FUM1 son
diferentes en las dos especies. En F. verticillioides se registrd induccion relativa de este
gen en todos los casos de temperatura y potencial hidrico, siendo maiz el medio con
niveles mayores de expresion de FUML1. Por el contrario, en F. proliferatum, sélo se
observo induccion en cebada y trigo a 25°C y -2,8 MP y trigo, condiciones Optimas para
la produccion de fumonisinas, y el medio de maiz registr6 la menor expresion del gen
FUML. En ambas especies los tratamientos a 35°C y -7,0 MPa tuvieron el mayor efecto
negativo en cuanto a la expresion del gen FUM1.

Los ANOVAs multifactoriales (Tablas 8 y 9) realizados para ambas especies
mostraron efectos estadisticamente significativos de los tres factores (sustrato,
temperatura y potencial hidrico) y sus interacciones sobre la expresion del gen FUML.
A continuacion se realizaron ANOVAs bidireccionales (Tablas 10 y 11) y tests HSD de
Tukey por sustrato (Figura 3) para cada especie. Estos analisis muestran cémo para F.
verticillioides en el medio de trigo, tanto la temperatura como el potencial hidrico y su
interaccion tuvieron un efecto significativo, mientras que en los medios de cebada y
maiz, el efecto significativo fue sélo para el potencial hidrico. En el caso de
F.proliferatum, todos los andlisis revelaron un efecto significativo de los dos factores y

su interaccion, excepto el potencial hidrico en el medio de maiz.

Fuente de Grados de Media Estadistico
Variacion Libertad Cuadratica F-Snedecor
Sustrato 2 15.218 24 573***
Potencial Hidrico 1 136.539 220.472***
Temperatura 1 5.131 8.285**
Sustrato x Potencial 2 18.661 30.131***
Sustrato x Temperatura 2 11.379 18.374***
Potencial Hidrico x 1 2.887 4.662*
Temperatura
Sustrato x Potencial 9 2.461 6.850***

Hidrico x Temperatura

Tabla 8. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hidrico (-0,7; -2,8 6 -7,0 MPa), de la
temperatura (25, 30 6 40°C) y del sustrato (cebada, maiz y trigo), asi como sus interacciones, sobre la
expresion del gen FUML1 de FVvA (F. verticillioides). Estadistico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05;
** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.

100




Capitulo 3

Fuente de Grados de Media Estadistico
Variacion Libertad Cuadratica F-Snedecor
Sustrato 2 20.501 35.654***
Potencial Hidrico 1 57.270 99.602***
Temperatura 1 53.344 92.774***
Sustrato x Potencial 2 13.037 22.674***
Sustrato x Temperatura 2 1.077 13.525***
Potencial Hidrico x 1 99.289 172.681***
Temperatura
Sustrato x Potencial 5 6.832 11.883***

Hidricox Temperatura

Tabla 9. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hidrico (-0,7; -2,8 6 -7,0 MPa), de la
temperatura (25, 30 6 40°C) y del sustrato (cebada, maiz y trigo), asi como sus interacciones, sobre la
expresion del gen FUM1 de FpA (F. proliferatum). Estadistico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05;
** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.

Fuente de Variacién Grados de Libertad Media Estadistico
Cebada Cuadratica F-Snedecor
Temperatura 1 1.799 2.769
Potencial Hidrico 1 137.667 211.908***
Temperatura x 1 0.722 1.111
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
Maiz Libertad F-Snedecor
Temperatura 1 0.025 0.438
Potencial Hidrico 1 17.273 299.012***
Temperatura x 1 0.005 0.086
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
Trigo Libertad F-Snedecor
Temperatura 1 26.065 22.656***
Potencial Hidrico 1 18.921 16.446**
Temperatura x 1 14.926 12.973**

Potencial Hidrico

Tabla 10. ANOVA bidireccional de los factores temperatura, potencial hidrico y su interaccion por cada
una de los sustratos (cebada, maiz y trigo) respecto a la expresion del gen FUM1 de FVA (F.
verticillioides). F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo
para p<0,001.
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Fuente de Variacién Grados de Libertad Media Estadistico
Cebada Cuadratica F-Snedecor
Temperatura 1 14.059 21.954**
Potencial Hidrico 1 28.984 45.,261***
Temperatura x 1 50.049 78.155***
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
Maiz Libertad F-Snedecor
Temperatura 1 2.860 5.493*
Potencial Hidrico 1 0.129 0.249
Temperatura x 1 7.520 14.440**
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
Trigo Libertad F-Snedecor
Temperatura 1 51.978 92.188***
Potencial Hidrico 1 54.230 96.182***
Temperatura x 1 55.385 08.231***

Potencial Hidrico

Tabla 11. ANOVA bidireccional de los factores temperatura, potencial hidrico y su interaccion por cada
una de los sustratos (cebada, maiz y trigo) respecto a la expresion del gen FUM1 de FpA (F.
proliferatum). F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo
para p<0,001.

3.4. Discusion

En este capitulo se ha evaluado el efecto de tres sustratos (cebada, maiz y trigo)
sobre el crecimiento y la expresion del gen FUM1 en F. verticillioides y F.
proliferatum, teniendo en cuenta los factores ambientales criticos de temperatura y
potencial hidrico. En los sustratos estudiados, las dos especies se presentan con
diferente incidencia y desarrollan enfermedades con diverso nivel de gravedad. Dado
que el efecto que tienen las condiciones ambientales sobre el crecimiento es diferente
que el que presentan sobre la biosintesis de toxinas, el efecto del sustrato ha sido
analizado también de forma independiente para ambos. Estudios antiguos ya sefialaban
esta diferencia: aunque la composicién del medio no parecia tener un gran efecto sobre
el crecimiento fungico, si condicionaba de manera importante su capacidad de producir
micotoxinas (Lai et al., 1970). Nuestros resultados confirman esta observacion, como

también se ha podido observar en estudios mas recientes llevados a cabo con especies
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de los géneros Fusarium (Marin, S. et al., 2004; Marin, P., et al., 2015; Stepien et al.,
2015) o Aspergillus (Gil-Serna et al., 2015).

Los resultados sobre el crecimiento fungico de nuestro estudio revelaron un
efecto significativo del sustrato, el cual no se ve alterado por las diferentes condiciones
de potencial hidrico y temperatura. Las dos cepas mostraron un patron de crecimiento
similar: ambas especies crecieron mejor en cebada, maiz y trigo, por ese orden, aunque
presentaron ciertas diferencias, como la tasa de crecimiento que fue mayor en F.
verticillioides que en F. proliferatum, lo cual ya se habia observado en estudios previos
utilizando los mismos sustratos (Marin, et al., 1999; 2004). Como se puede observar en
la figura 2, el crecimiento se observo en un amplio rango de condiciones permisivas, 1o
cual concuerda con la amplia distribucion de las especies por las distintas regiones
agroclimaticas espafiolas. Esto se ha observado también en otros estudios in vitro
Ilevados a cabo en medios de cultivo sintéticos, que presentaron patrones de crecimiento
similares y que concuerdan con esta amplia distribucion. Ademas, los porcentajes de
reduccion del crecimiento observados (tabla 2) son similares entre las dos especies
estudiadas, asi como con los resultados obtenidos en estudios realizados previamente
(Jurado et al., 2006; 2008; Marin et al., 2010a; 2010b; 2013; 2015) (tabla 3).

Como ya se ha mencionado, los estudios llevados a cabo en medios elaborados
con extracto de cereal son importantes a la hora de conocer el comportamiento del
hongo en medios no sintéticos de diferentes composiciones. Mediante el uso de estos
medios, podemos conseguir una variacion en la fuente de carbono aportada por el
medio, que es uno de los factores principales que afectan al crecimiento fangico. Por
ejemplo, Bluhm y Wolloshuk en 2005 describieron que una cepa de F. verticillioides
tuvo un crecimiento mas rapido en mazorcas de maiz que se encontraban en un estado
de desarrollo en el cual la cantidad de fuente de carbono, almidon en este caso, era alta
(58%, estado de masa blanda). Diferentes estudios previos han demostrado que algunos
hongos toxigenos utilizan el almidon como unica fuente de carbono para su crecimiento
(Bluhm y Woloshuk, 2005; Roussos et al., 2006). Los niveles generales de almidon son
mayores en cebada (76,38%) que en maiz (74,2%) y por ultimo en trigo (68,3%). Esto
podria causar ciertas diferencias en las tasas de crecimiento haciendo que el hongo
crezca mas en cebada, maiz y trigo por ese orden, como sucede en nuestro trabajo.
Ademas, esto podria ser una explicacion para los altos niveles de contaminacion fungica

que se encuentran en los cultivos de cebada, mayores que los encontrados por ejemplo
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en trigo como se observa en diferentes trabajos previos (Gil-Serna et al., 2013; Medina
et al., 2006; Soldevilla et al., 2005).

Aunque existen numerosos estudios realizados en medios elaborados con
extractos de diferentes plantas con el objetivo de analizar la cantidad de fumonisina B;
producida por cepas de Fusarium (Marin et al., 1999; Bluhm y Woloshuk, 2005; Stepien
et al., 2015; Gil-Serna et al., 2015), no hay hasta el momento estudios previos de la
expresion del gen FUM1 en medios con extractos de cereales. Como se ha visto
anteriormente, en muchas ocasiones el patron de expresion de este gen no se
corresponde con el patrén de crecimiento del mismo hongo, ademas de existir patrones
de expresion diferentes para especies diferentes. El potencial toxigeno de cada especie
viene influido y/o limitado de diferente manera por los factores ambientales que
encuentran en los hospedadores (Stepien et al., 2015). De nuevo, la fuente de carbono
disponible es un factor importante y, por ejemplo, en estudios con especies de
Aspergillus seccién Circumdati se vio que éstas producian mayor cantidad de toxina
cuando la fuente de carbono del medio era sacarosa, y menor cantidad cuando se trataba
de fructosa (Medina et al., 2008; Mihlencoert et al., 2004; Gil-Serna et al., 2015).

En nuestro caso, tanto el medio como las condiciones ambientales mostraron un
efecto significativo en la expresion del gen FUM1, que resultd diferente para F.
verticillioides, especie en la que hubo induccién relativa del gen en todas las
condiciones probadas, Yy en la que el medio de maiz presentd los niveles mayores de
expresion génica; y para F. proliferatum, donde se observo induccion solamente en
cebada y trigo a 25°C y -2,8 MPa, y el medio de maiz present6 los valores de menor
expresion del gen FUML. Estas diferencias encontradas entre ambas especies han sido
descritas previamente. Por ejemplo, en Marin et al. (2004) se detalla que a 25°C y -0,7

MPa, cepas de F. verticillioides produjeron mas FB; que cepas de F. proliferatum.

La mayor induccion del gen FUM1 se observo a -2,8 MPa, y no a -0,7 MPa,
condicion que supondria un menor estrés hidrico. Las funciones fisioldgicas del hongo
dependen del potencial hidrico, y cambios en este afectan a la habilidad del hongo para
producir micotoxinas. Respecto a las diferencias entre sustratos, en estudios previos se
ha observado que cepas de Fusarium altamente toxigenas en maiz, resultaron serlo
menos o incluso ser incapaces de producir fumonisinas en trigo y cebada bajo las

mismas condiciones ambientales. Podria darse el caso de que uno o varios de los
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componentes nutricionales de la cebada y el trigo actuaran en ciertos casos como
inhibidores de la biosintesis de fumonisinas, o bien que algiin componente presente s6lo
en maiz tuviera la capacidad de causar una mayor biosintesis de fumonisinas. Uno de
estos factores hipotéticos podria ser la amilopectina, ya que se ha probado que estimula
la biosintesis de FBj, por ejemplo en F. verticillioides (Marin et al., 1999, 2004; Bluhm
y Wolloshuk, 2005; Stepien et al., 2015).

Las condiciones marginales de 35°C y -7,0 MPa tuvieron los efectos menos
favorables en cuanto a la expresion del gen FUM1 en ambas especies fungicas. Esto
coincide con estudios previos en los que no se detectd produccion de fumonisinas a
35°C, aunque el crecimiento de la cepa (F. verticillioides) continuaba (Marin et al.,
2004) o donde se vio una falta de induccién del gen de biosintesis de toxina probado
(TRI5, gen de la sintesis de tricotecenos) en F. graminearum en esas condiciones (Marin
et al., 2010a). Por otro lado, nuestro patrén resultd ser el opuesto a resultados del gen
TRI5 de F. equiseti, donde se observé una elevada produccion de tricotecenos en
condiciones consideradas como de estrés para la mayoria de especies de Fusarium
(Marin et al., 2015). Estas diferencias en cuanto a la regulacion de la biosintesis de
micotoxinas por las distintas especies flangicas podrian contribuir a mejorar su
adaptacion al medio, diferente segln los factores ambientales o los hospedadores, asi
como a cambios ambientales durante su ciclo vital (Marin et al., 2012, 2015).

A la vista de estos resultados, se espera que estas especies continlen presentes
en futuros escenarios y ademas sigan suponiendo un riesgo debido a las toxinas que
producen. Las condiciones climéticas esperadas como resultado del cambio climatico
actual supondrian cambios en sus tasas de crecimiento y en su sintesis de toxinas.
Aunque el control en campo es dificil de llevar a cabo, una monitorizacion de las
condiciones climaticas resultaria Gtil para prevenir altas tasas de infeccién. Ademas,
como hemos observado, el hospedador podria influir sobre la produccion de toxinas

regulando directamente su biosintesis, independientemente del crecimiento fungico.

El trabajo in vitro descrito resulta Gtil en el control y el desarrollo de estrategias

gue reduzcan la contaminacion por micotoxinas en cereales.
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Capitulo 4. Efectos combinados del fungicida benomilo, del estrés
hidrico y de la temperatura sobre la tasa de crecimiento fungico y la
expresion relativa de los genes FUM1 y FUM19 en Fusarium
verticillioides

4.1. Introduccion

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg (teleomorfo: Gibberella
moniliformis) pertenece al complejo de especies Gibberella fujikuroi (poblacion de
apareamiento A) (O’Donnell et al., 1998) y es uno de los principales productores de
fumonisinas. Es un hongo fitopatdgeno ampliamente distribuido en zonas templadas
(Cavaglieri et al., 2009; Desjardins et al., 2000, 2007; De Souza y Formento, 2004) y en
gran medida responsable de la contaminacion por fumonisinas del maiz y otros cereales
en regiones Mediterraneas (Aliakbari et al., 2007; Cavaglieri et al., 2009; Gil-Serna et
al., 2013; Jurado et al., 2006).

Durante el ciclo de vida de F. verticillioides en maiz, el patdgeno coloniza el
suelo y crece sobre los residuos de la cosecha. Generalmente, sus esporas se dispersan
mediante el viento y las gotas de lluvia al caer sobre el cereal. El crecimiento fungico y
la produccidn de toxinas estan influidos por la interaccion de diversos factores, tanto
bidticos como abidticos, siendo muy importante su conocimiento para poder
comprender los procesos en su conjunto y predecir y prevenir el desarrollo fangico y la
produccién de toxinas sobre el cereal (Charmley et al., 1994). La temperatura y el estrés
hidrico son los factores mas importantes (Charmley et al., 1994; Magan et al., 2007;
Marin et al., 2004; Marin et al., 2010b) y originan patrones de respuesta caracteristicos
gue varian con cada especie fangica. Las interacciones entre estos dos factores parecen
haber limitado en algunos casos la capacidad de las especies fangicas para crecer y
producir FB; (Jurado et al., 2008; Marin et al., 2010b; Medina et al., 2013).

Teniendo en cuenta unas condiciones climaticas en continuo cambio, estos
factores pueden ser temporales o permanentes en determinadas regiones (Miraglia et al.,
2009). Para las regiones mediterraneas se preven cambios en el clima y las
precipitaciones, esperando temperaturas mas altas y un mayor grado de sequia, las
cuales llevarian consigo cambios en las poblaciones de hongos micotoxigenos y, por

tanto, en las micotoxinas presentes en los productos agricolas. Ademas, estos cambios
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afectarian también a las estrategias de control utilizadas actualmente (Magan et al.,
2011).

El control de F. verticillioides en campo se realiza combinando diferentes
estrategias, entre ellas el uso de antifungicos para reducir la infeccion. Estos productos
suelen ser muy efectivos a la hora de reducir la tasa de crecimiento fingico pero cada
vez se encuentran mas evidencias de que su efecto en el control de la produccion de
toxinas podria no ser tan efectivo (Magan et al., 2002; Magan and Olsen, 2004; Mamza
et al., 2008; Medina et al., 2007; Ramirez et al., 2004). De hecho, en determinadas
condiciones actuarian como factores de estrés, llevando a la induccion de diferentes
genes relacionados con el estrés y con ello a la biosintesis de toxinas (Edwards and
Godly, 2010; Haidukowski et al., 2005; Marin et al., 2013; Mateo et al., 2011; Nglyen
et al., 2000; Ramirez et al., 2004; Schmidt-Heydt et al., 2007; Tenreiro et al., 2001).

El benomilo (metil 1-(butilcarbamoil) benzimidazol-2-ilcarbamato) y la
carbendazima (metil benzimidazol-2-ilcarbamato), el compuesto méas abundante en la
degradacion del primero, son fungicidas sistémicos del grupo de los benzimidazoles y
juegan un importante papel en el control de enfermedades de plantas (figura 1). Dado
que la vida media del benomilo en suelo es muy corta (alrededor de 19 horas, 2 horas en
agua), pasando después a su degradacién y conversion en carbendazima, la cual
presenta una vida media bastante mayor (2 meses), en este estudio se hace referencia a

ambos fungicidas.

a) O / b) H @)
N 0 N »—OCH;
S>—NH »)—NH
N N
J—NH
O

Figura 1: Estructuras quimicas del benomilo (a) y de la carbendazima (b).
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El benomilo es uno de los fungicidas méas efectivos reduciendo el crecimiento
fangico. Actla uniéndose a los microtibulos, de manera que interfiere con diferentes
funciones celulares como la division nuclear o el transporte intracelular (Whitehead,
1996). Actualmente se utiliza en diversos paises de América del Sur para controlar el
crecimiento de hongos en cereales, fruta y hortalizas (Llorent-Martinez et al., 2012;
RAP-AL 2008; Subhani et al., 2011) y se emplea tanto en pre-cosecha como durante el
almacenamiento post-cosecha (Magnucka et al., 2007; Whitehead, 1996). El uso de
ambos fungicidas, el benomilo y la carbendazima, estan regulados por la Unién Europea
(UE), estableciendo sus limites maximos de residuo (LMR) para maiz, mijo, arroz y
sorgo en 0,01 mg/kg; en 0,1 mg/kg para centeno y trigo; y en 2 mg/kg para cebada y
avena (Comision Europea de Regulacién No 559/2011). Estas restricciones requieren un
mayor nimero de estudios que aseguren la eficacia maxima del fungicisa con el minimo
impacto para la salud y el ambiente, por lo que es necesario comprender mejor el
impacto que las diversas estrategias de control fungico tienen sobre el crecimiento y la

produccion de micotoxinas bajo determinadas condiciones ambientales.

Conocer los genes involucrados en la biosintesis de fumonisinas es muy
importante a la hora de determinar cuéles son los factores que regulan la produccién de
esta toxina. Como se ha explicado en el capitulo 1, apartado 1.2.1, se sabe que dichos
genes estan organizados en un cluster, de igual manera que ocurre en otras toxinas
producidas por hongos filamentosos. Se conocen al menos 15 genes que codifican las
actividades enzimaticas responsables de la sintesis de las fumonisinas, cuya expresion
parece estar regulada de forma coordinada (Proctor et al., 1999, 2003). FUM1 es uno de
los genes mas importantes y codifica para una enzima poliquétido sintasa (Proctor et al.,
1999) que cataliza el primer paso de la ruta de biosintesis de fumonisinas (Bojja et al.,
2004). Su expresion parece estar positivamente relacionada con la produccion de
fumonisinas en F. verticillioides (LOpez-Errasquin et al., 2007; Medina et al., 2013).
FUM19 esta localizado aproximadamente 35kb aguas abajo de FUM1 y codifica para
un transportador tipo ABC (ATP-binding cassette) que esta involucrado en el transporte
de las fumonisinas hacia el exterior (Proctor et al., 2003). Estos transportadores, de
igual manera que los incluidos en la familia MFS (Major Facilitator Superfamily), se
encargan de excretar al exterior de la célula diferentes compuestos toxicos, ya sean de

origen enddgeno o0 exogeno, reduciendo asi su acumulacion dentro de la célula (Bauer et
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al., 1999). El transportador FUM19 no ha sido ampliamente caracterizado todavia,
aunque los andlisis filogenéticos realizados utilizando la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la secuencia de cDNA del gen FUM19 sugieren la relacion de la
proteina corresponiente con la subfamilia de transportadores MDR (multidrug

resistance) (Lopez-Errasquin, 2005).

Uno de los mecanismos de la resistencia a multiples drogas implica la
sobreexpresion del gen o genes que codifican las proteinas transportadoras, lo que
aumenta el transporte de compuestos hacia el exterior de la célula, evitando los efectos
negativos que la acumulacion intracelular de dichas sustancias pueden ocasionar (Cools
and Fraaije, 2012). Este grupo de proteinas transportan compuestos diversos, tanto
enddgenos como exdgenos, participando probablemente en el transporte hacia fuera de
la célula de los compuestos antifungicos, asi como de micotoxinas producidas por el
mismo hongo, entre ellas las fumonisinas. Es muy probable que estos mecanismos
respondan a sefiales toxicas o de estrés, generales y/o especificas, influyendo sobre la
expresion del gen codificador del transportador y por tanto en la produccion final de las
toxinas. Utilizando informacion de las secuencias de los genes implicados en la
biosintesis de micotoxinas, se han llevado a cabo nuevas aproximaciones basadas en el
uso de RT-PCR a tiempo real, para lograr una cuantificacion rapida y eficaz de la
expresion génica, pudiendo asi ademas evaluar el efecto de los factores ambientales y/o
la eficacia de los compuestos antifingicos (Jurado et al., 2008; Marin et al., 2010a,
2010b; Medina et al., 2013; Schmidt-Heydt et al., 2008). Estas estrategias permiten la
evaluacion del efecto de los tratamientos antifungicos de forma simultanea sobre la tasa
de crecimiento del hongo y la biosintesis de fumonisinas, y ademas integrar los factores

ambientales criticos.

Los objetivos de este capitulo fueron:

(6) Determinar la dosis de benomilo necesaria para reducir el crecimiento
de F.verticillioides en un 50% 0 un 90% (LDsp, LDgp).
@) Evaluar el efecto de diferentes condiciones de temperatura y estrés

hidrico sobre el crecimiento fangico, compatibles con los escenarios

posibles de cambio climatico en regiones mediterraneas.
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(8) Cuantificar la expresion relativa de los genes de biosintesis de
fumonisinas FUM1 y FUM19 en esas mismas condiciones de
temperatura y estrés hidrico.

4.2. Material y Métodos

4.2.1. Material biologico

La cepa de F. verticillioides utilizada para la realizacion de este trabajo fue
FYMM7-3 (FVA) (figura 2), que fue aislada de un campo de maiz en Madrid (Espafia),
en septiembre de 2003. Se trata de una cepa productora de fumonisinas (Jurado et al.,
2006) que ha sido ampliamente caracterizada en estudios previos (Jurado et al., 2006,
2008; Marin et al., 2010b). El cultivo se mantuvo en medio PDA (medio agar patata
dextrosa, Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia) a 4°C y conservado como suspension de
esporas en glicerol al 15% a -80°C en el Departamento de Genética (UCM).

Figura 2: F. verticillioides. Cepa FVA cultivada en medio PDA a
25°C y -0,7 MPa durante 7 dias.

4.2.2. Medio de cultivo. Determinacion de las dosis LDsy y LDgg de benomilo

El medio de cultivo utilizado en este estudio fue un medio solido inductor de la
sintesis de fumonisinas descrito previamente (Lopez-Errasquin et al., 2007), cuya
composicion es la siguiente: extracto de malta (0,5¢/l), extracto de levadura (1g/l),
peptona (1g/l), KH,PO, (1g/l), MgSO,4-7H,0 (0,3g/l), KCI (0,3g/l), ZnSO4-7H,0 (0,05
g/l), CuSO,4-5H,0 (0,01g/1), fructosa (20g/l) y agar bacteriologico (15¢/1). Este medio,
basado en el propuesto por Jiménez et al. (2003), contiene como fuente de carbono
fructosa, la cual favorece la sintesis de fumonisinas por parte del hongo.
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A la hora de determinar las dosis de benomilo necesarias para reducir el
crecimiento en un 50 y 90%, se afiadié al medio el principio activo del fungicida
benomilo al 50% (Benopron ®, Probelte, Murcia, Espafia). Basandonos en la
concentracion de este principio activo, se afiadieron en agua estéril desionizada las
cantidades adecuadas de benomilo para alcanzar las concentraciones de fungicida de 0,
05,1, 2, 2,5, 3,5y 4 mg/L, las cuales se mezclaron posteriormente con el medio de
cultivo una vez autoclavado y adn liquido, cuando su temperatura era de 50°C, siempre
antes de poner cada medio en las placas de Petri correspondientes. Dichas
concentraciones se emplearon para determinar los valores de las dosis letales LDsg y
LDgo (concentraciones de fungicida que reducen el crecimiento en un 50% ¢ 90%
respectivamente). Al medio control sin benomilo se le atribuyd el valor LDo.

Cada una de estas concentraciones de fungicida fue probada en cuatro
experimentos independientes, en los cuales se inocul6é en el centro de cada placa de
Petri un disco de agar de 3mm de didmetro obtenido del margen del cultivo puro de la
cepa FVA cultivada en PDA durante 7 dias a 25°C. A continuacion se incubaron las
placas a 25°C durante 10 dias. Las mediciones del crecimiento fungico se realizaron
diariamente durante los dias que duré el proceso de incubacién, midiéndose dos
diametros perpendiculares por placa hasta que la masa fangica alcanzé el extremo de la
placa o se cumpli6 el tiempo maximo de incubacidén. La tasa de crecimiento (mm/dia)
fue calculada mediante una regresion lineal y definida como la pendiente de la recta que
se obtiene al enfrentar el radio de cada colonia en milimetros frente al tiempo en dias.
Posteriormente se realiz6 la representacion grafica de la tasa de crecimiento obtenida
(mm/dia) frente a las diferentes concentraciones de benomilo (ppm). Interpolando el
valor de la reduccion de la tasa de crecimiento al 50% y 90% se obtuvieron las dosis
LDso y LDgo. Estas concentraciones fueron de 0,93 ppm y 3,30 ppm respectivamente
(figura 3).
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Figura 3: Representacion grafica de la obtencion de los valores LDsg y LDgg

4.2.3. Determinacion de las condiciones experimentales especificas de potencial
hidrico. Condiciones de inoculacién, incubacion y medicion del crecimiento

fangico

Para obtener los niveles de potencial hidrico (Ww) elegidos para este
experimento (-2,8 y -7.0 MPa, correspondientes a los valores de actividad de agua (aw)
de 0,982 y 0,955 respectivamente) se modific el medio utilizado con glicerol, soluto no
i6nico (Dallyn y Fox, 1980), que no se afiadio al medio control (¥, de -0,7 MPa que
corresponde a una a, de 0,995). Ademas, a este medio de cultivo con los distintos
potenciales hidricos indicados, se le afiadieron 0,93 ppm y 3,30 ppm de benomilo
(Benopron ®) correspondientes a las dosis letales LDsg y LDgg descritas en el apartado
anterior. Como ya hemos indicado, el medio sin fungicida se denomin6 LDy.

Las placas de Petri donde se afiadio el medio control o modificado fueron
cubiertas con discos circulares de celofan estéril (P400; Cannings, Ltd., Bristol, Reino
Unido) antes de la inoculacion del material biologico, lo cual facilitd la retirada de la
masa fungica crecida tras el periodo de incubacion. Las placas (tres réplicas de cada uno
de los tratamientos bioldgicos) fueron incubadas a 20, 25, 30 6 35°C durante 10 dias. Se
obtuvieron por tanto 36 condiciones experimentales distintas (4 temperaturas x 3
potenciales hidricos x 3 tratamientos de benomilo) y por tanto 108 placas (3 réplicas de

cada condicion).
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La inoculacion de las placas con el disco de micelio, la medicién del crecimiento
y el célculo de la tasa de crecimiento (mm/dia) se llevaron a cabo para todas las placas
antes descritas. Se determinaron los perfiles bidimensionales de crecimiento en relacion

a la temperatura y el potencial hidrico para los tres tratamientos: LDy, LDsoy LDgy.
4.2.4. Extraccion del RNA total y sintesis de cDNA

Al final del periodo de incubacion, la masa fungica se retird de cada placa con la
ayuda del celofan estéril y se congeld a -80°C hasta el momento de extraccion del RNA.
El RNA total de los micelios fue extraido de cada placa y procesado individualmente
utilizando el kit de extraccion RNeasy® Plant Mini Kit (Hilden, Alemania) y
posteriormente el RNeasy ® Mini Kit (Hilden, Alemania), siguiendo en ambos casos las

instrucciones del fabricante. EI RNA total fue guardado a -80°C.

La concentracion de RNA fue medida con el espectrofotometro NanoDrop®
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Estados Unidos) y su integridad fue
comprobada mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa de alta
temperatura de gelificacion (Bio-Rad, Estados Unidos) al 1% en tampon TAE (Tris-
acetato 40mM y EDTA 1mM) y bromuro de etidio (1pug/ml) a una concentraciéon de
1ul/20ml. Toda el agua utilizada para elaborar los tampones se tratd con DEPC durante
24 horas a 37°C a una concentracion de 1ml/L de agua destilada y se esteriliz6 en
autoclave a 121°C durante 20 minutos. Las muestras se disolvieron en tampdn de carga
(glicerol 50%, EDTA 1mM pH 8, cianol xilano 0,25% y azul de bromofenol 0,25%). Se

aplico 1 pg de muestra.

El RNA total se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente con la
DNasa Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen, Gran Bretafia) siguiendo
las instrucciones del fabricante para eliminar la posible contaminacion con DNA

gendmico.

La transcripcion inversa se realizo con el kit GeneAmp Gold RNA PCR reagent
kit (Applied Biosystems, Estados Unidos) a partir de 500 ng de RNA total libre de DNA
gendémico. Cada mezcla de reaccién contenia 10 pl del tampdn de reaccion de RT-PCR
5x, 0,5 pl de oligo(dT)1s (50 uM), 2 ul de MgCl, (25 mM), 2ul de la solucion de
deoxinucledtidos trifosfato (ANTP) (10 mM), 2 ul de ditiotreitol (DTT) (100 mM), 0,5
ul (10U) de inhibidor de la RNasa (20 U/ul), 0,3 ul (15 U) de la transcriptasa inversa
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Multiscribe (50 U/ul) y agua DEPC en un volumen final de reacciéon de 20 ul. La
sintesis de cDNA se llevd a cabo en un termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf, Alemania) y el programa de la transcripcion inversa consistid en un primer
ciclo de 10 minutos a 25°C (hibridacion), un ciclo de 12 minutos a 42°C (trascripcion
inversa) y parada a 4°C. Tras el proceso de sintesis del cDNA, éste se guardd a -80°C.
De cada una de las muestras se realizaron controles negativos a los que no se afiadio la

enzima transcriptasa inversa.
4.2.5. RT-PCR a tiempo real

La técnica de RT-PCR a tiempo real se empled para la cuantificacion relativa de
la expresion de los genes FUM1 y FUM19 asi como el gen de expresion constitutiva
TUB2 (gen de la B-tubulina, control enddgeno). Se utiliz6 cDNA obtenido a partir de
cada muestra de la cepa FVA de los distintos experimentos y las parejas de cebadores
especificos para cada uno de los tres genes descritos previamente por Lopez-Errasquin
et al. (2007). Estas parejas de cebadores fueron PQF5-F y PQF5-R especificos para el
gen FUM1 de F. verticillioides, PQF19-F y PQF19-R para el gen FUM19 de F.
verticillioides y PQTUB-F2 y PQTUB-R2 para el gen TUB2 de F. verticillioides (tabla
1).

Gen Amplificado  Nombre del cebador Secuencia (5°-3°)
PQF5-F GAGCCGAGTCAGCAAGGATT
FUML PQF5-R AGGGTTCGTGAGCCAAGGA
PQF19-F ATCAGCATCGGTAACGCTTATGA
FUMLI PQF19-R CATGTAAGTTGAGGAAGCCCTTGT
PQTUB-F2 ACATCCAGACAGCCCTTTGTG
TuB2 PQTUB-R2 AGTTTCCGATGAAGGTCGAAGA

Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion de RT-PCR a tiempo
real en F. verticillioides.

Tanto el protocolo como las condiciones de la amplificacion fueron descritas
previamente en Jurado et al. (2008, 2010), Marin et al. (2010b) y en el capitulo 2,
apartado 2.2.8 de esta memoria. Se empled la mezcla SYBR® Green PCR Master Mix
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de Applied Biosystems (Estados Unidos), la cual incluye, en las cantidades adecuadas,
la enzima AmpliTag Gold ® DNA Polymerase, dNTPs, MgCl, y tampén de PCR, e
incorpora el colorante SYBR Green | (Wittwer et al., 1997). Como se ha explicado en el
capitulo 2.2.8, este colorante detecta DNA de doble hélice, se intercala en ésta y genera
una sefial fluorescente cuando la muestra es excitada por una fuente de luz. Las
muestras se amplificaron por duplicado en placas para reacciones épticas de 384
pocillos (Applied Biosystems, Estados Unidos). Cada reaccion se llevo a cabo en un
volumen de 10 pl que contenia 5 pl de la mezcla maestra SYBR® Green PCR Master
Mix, 1,3 ul de agua Mili-Q estéril, 0,6 pl de cada cebador a 5 pM (siendo su
concentracion final de 300nM) y 2,5 pl de cDNA. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un termociclador a tiempo real ABIPRISM 7900 HT (Applied Biosystems,
Estados Unidos) en la Unidad de Gendmica de la UCM, siendo las condiciones térmicas
utilizadas para la amplificacion de los tres genes de un ciclo inicial de 10 minutos a
95°C (activacion enzimatica) seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a
60°C (desnaturalizacion y extensién). Para todas las muestras se incluyeron controles
negativos para comprobar la correcta eliminacion de DNA gendmico. Estos controles se

procesaron de igual manera que el resto de las muestras.
4.2.6. Analisis cuantitativo de los datos obtenidos por RT-PCR a tiempo real

El método analitico utilizado en este estudio fue el método del AACt 6 método
de la cuantificacién relativa de los niveles de expresion de los genes problema (FUML1 o
FUM19) respecto del gen de control endégeno o constitutivo (TUB2) (Ginzinger, 2002;
User Bulletin N°2). Para ello se realizaron dos experimentos de RT-PCR a tiempo real
de las mismas muestras, una para analizar la amplificacién de los genes FUM1 y TUB2,
y otra para los genes FUM19 y TUB2. EIl gen TUB2 se utilizd en ambos casos para
normalizar la cantidad de MRNA de los genes diana. En el analisis de resultados de la
RT-PCR a tiempo real, la cuantificacion se basa en la determinacion del ciclo umbral
(threshold cycle, Cy) de cada muestra, que se define como el primer ciclo de
amplificacion donde la sefial de fluorescencia es mayor que el limite de deteccion
minimo establecido previamente mediante la linea base o umbral, indicando que los

productos de PCR son detectables.
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Los valores de ACt, empleados para realizar los anélisis estadisticos, se
obtuvieron restando la media de los valores Ct del gen enddgeno de la media de los
valores Ctde cada gen diana. Su desviacion tipica se calcula aplicando la férmula:

(Slz + 822)1/2

donde S; y S, son las desviaciones tipicas de la media de los valores de C+ obtenidos

para el gen problema y el gen enddgeno, respectivamente. El calculo del valor AACt
utilizado en las representaciones graficas se calculd restando a cada ACr el valor del
ACy de un calibrador, que es la muestra utilizada como referencia para obtener el valor
relativo de las demé&s muestras. La desviacion del valor AAC+ es la misma que la del
ACr, ya que se trata de una resta de un valor arbitrario. Finalmente, el valor del gen
problema, normalizada a una referencia enddgena y relativa a un calibrador se obtiene

mediante la formula: 2 AACT

4.2.7. Analisis estadistico de los resultados

La tasa de crecimiento (mm/dia) para cada tratamiento y réplica fue calculada
como se ha descrito previamente en el apartado 3.2.2 de este mismo capitulo, realizando
para su representacion grafica la media de las tres réplicas correspondientes a cada uno
de los experimentos. Los resultados de la tasa de crecimiento asi como los de las
expresiones de los genes FUM1 y FUM19 de cada una de las réplicas fueron tratados
estadisticamente y evaluados mediante el andlisis de la varianza (ANOVA
multifactorial) de los tres factores (dosis x temperatura x potencial hidrico). Ademas se
llevd a cabo el analisis bidireccional de la varianza (ANOVA bidireccional) para cada
dosis (temperatura x potencial hidrico) cuando fue necesario. También se realizaron
analisis post-hoc (Test HSD de Tukey de multiples comparaciones) con un nivel de
confianza del 95%. Los datos utilizados para los analisis de expresion fueron, como ya

se ha indicado en el apartado 3.2.6, los valores ACr.

Para evaluar la consistencia de los valores Ct del gen TUB2 se realiz6 un
ANOVA unidireccional con los datos de todos los tratamientos (LDg, LDsg y LDg),
indicando los resultados que este gen era estable y consistente en todos los
experimentos. La correlacion entre la expresion relativa de los genes FUM1 y FUM19

se analiz6 mediante una regresién lineal. Todos los analisis estadisticos se llevaron a
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cabo utilizando los programas STATGRAPHICS CENTURION XV.II (Statistical
Graphics Corp., Herndon, VA) y SPSS 17.0.0 (Rel, 2008. Chicago: SPSS Inc.).

4.3. Resultados

4.3.1. Efecto de la temperatura, el potencial hidrico y el benomilo sobre la tasa de

crecimiento fangico

Las figuras 4, 5 y 6 muestran los perfiles bidimensionales de la tasa de
crecimiento de la cepa FvA, cultivada durante 10 dias en el medio inductor de
fumonisinas empleando diferentes potenciales hidricos (entre -0,7 y -7,0 MPa) y
temperaturas (entre 20 y 35°C), en los tres tratamientos: LDy (figura 4), LDs (figura 5)
y LDgy (figura 6). La tasa de crecimiento en cada una de las condiciones esta
determinada por el valor medio de las tres réplicas.

El anélisis de la varianza (ANOVA) realizado para estudiar el efecto sobre el
crecimiento de cada uno de los factores individuales del experimento (potencial hidrico,
temperatura y dosis de benomilo), asi como cada una de sus interacciones, mostro
diferencias estadisticamente significativas de la dosis y del potencial hidrico por
separado, asi como de las interacciones dosis x potencial hidrico, dosis x temperatura y
dosis x potencial hidrico x temperatura (tabla 2).

Fuente de Grados de Media Estadistico
Variacion Libertad Cuadratica F-Snedecor
Dosis 2 416,775 24,352*
Potencial Hidrico 2 23,826 7,719*
Temperatura 3 78,975 4,452
Dosis x Potencial 4 34,348 13,957***
Dosis x Temperatura 6 17,115 6,954*
Potencial Hidrico x Temperatura 6 3,087 1,254
Dosis x Potencial Hidrico x Temperatura 12 2,461 6,850***

Tabla 2. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hidrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la
temperatura (20, 25, 30 y 35°C) y de la dosis de benomilo (LDO, LD50 y LD90), asi como sus
interacciones, sobre la tasa de crecimiento de FvA. Estadistico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05;
** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.

En la tabla 3 se muestran los resultados de las pruebas post-hoc llevadas a cabo
(Test HSD de Tukey), las cuales demostraron que existian diferencias significativas en
el efecto sobre la tasa de crecimiento de las tres dosis de fungicida probadas (LDg, LDsp

y LDgo) consideradas de forma independiente.
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Fuente de Variacién Grados de Media Estadistico

EDg Libertad Cuadratica F-Snedecor

Temperatura g 55,703 92,587***

Potencial Hidrico 2 86,592 143,928***
Temperatura x Potencial Hidrico 6 5,779 9,605***

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico

Resultados para la temperatura

20°C 25°C 30°C 35°C -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa
a/blc a/blc ala/b alala a/b/b/a a/bc/clab a/be/blc
Fuente de Variacion Grados de Media Estadistico
EDsg Libertad Cuadratica F-Snedecor
Temperatura 3 56,490 125,551***
Potencial Hidrico 2 2,050 4 ,555*
Temperatura x Potencial Hidrico 6 1,754 3,899**

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico Resultados para la temperatura
20°C 25°C 30°C 35°C -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa
a/b/b ala/b a/b/a a/ala a/b/bclc a/bc/blc a/bc/blc

Fuente de Variacion Grados de Media Estadistico

EDgo Libertad Cuadratica F-Snedecor

Temperatura 3 1,011 38,622***

Potencial Hidrico 2 3,880 148,233***
Temperatura x Potencial Hidrico 6 0,475 18,152***

Test HSD de Tukey

Resultados para el potencial hidrico

Resultados para la temperatura

20°C 25°C 30°C 35°C
- a/b/c a/alb a/b/c

-0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa
- a/b/ab/b a/b/b/b

Tabla 3. ANOVA bidireccional de los factores temperatura, potencial hidrico y su interaccion por cada
una de las dosis (LDg, LDsg Y LDg) respecto a la tasa de crecimiento de F. verticillioides.

F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.
El test HSD de Tukey se realizé por cada dosis, temperatura y potencial hidrico separadamente siempre
que el valor P de su interaccién fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con P<0,05. Los
casos en que no hay dato corresponden a valores de crecimiento fangico cero.

En ausencia de benomilo (figura 4), el rango 6ptimo para el crecimiento flngico

resultd estar entre 25 y 30°C de temperatura y entre -0,7 y -2,8 MPa de potencial

hidrico. Las temperaturas marginales y un elevado estrés hidrico causaron la reduccion

de la tasa de crecimiento.
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Figura 4. Perfiles bidimensionales que muestran el efecto de la temperatura y el potencial hidrico sobre la
tasa de crecimiento de la cepa FVA, cultivada en medio so6lido inductor de la sintesis de fumonisinas
durante 10 dias, en ausencia de benomilo (arriba) o con las dosis LDs, (centro) y LDg, (abajo). La tasa de
crecimiento en cada una de las condiciones esta determinada por el valor medio de las tres réplicas.
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El benomilo redujo la tasa de crecimiento del hongo. Sin embargo, en los
tratamientos en los que se aplicd el fungicida (figuras 5 y 6), la temperatura y
particularmente el potencial hidrico, comprometieron la eficacia de éste, especialmente
en los tratamientos con dosis LDsg (figura 5): mientras que la dosis LDs del fungicida
redujo el crecimiento a la mitad en las condiciones de 25-30°C y -0,7MPa, la eficacia
del mismo tratamiento disminuyé a -2,8MPa, reduciendo el crecimiento menos del
50%. Ademaés con esta misma dosis, no se observé reduccion alguna del crecimiento a -
7,0MPa (excepto a 20°C). Sin embargo, en el caso de la dosis LDgy, solamente el
potencial hidrico menor (-7,0MPa) redujo la eficacia del fungicida causando una

reduccion del crecimiento con valores menores del 90% (tabla 4).

Potencial Hidrico Potencial Hidrico
_| LDso 07 -28 -70 M LDy -0,7 -2,8 -7,0
S 20°C 91,2% 72,8% 30,1% 20°C 100% 100%  100%
8 25°C 48.7% 38,6% 0% 25°C 100% 95,6% 73,1%
qg 30°C 51,2% 23,7% 0,7% 30°C 100% 96,8% 75,8%
2| 35°C 143% 339% 0% 35°C 100% 92,3% 61%

Tabla 4. Reduccidn del crecimiento, los valores se expresan en porcentaje. El valor que aparece en cada
caso se refiere a la reduccidn observada en los medios con fungicida partiendo del valor de ese mismo
experimento sin fungicida (LDy).

En cuanto a la temperatura, pudimos observar que en los tratamientos con

benomilo, 20°C produce un efecto mayor al reducir la tasa de crecimiento que cualquier
otra temperatura empleada a cualquier valor de potencial hidrico probado. No se

observo crecimiento fangico en el tratamiento con LDgg a 20°C y -0,7MPa.

4.3.2. Efecto de la temperatura, el potencial hidrico y el benomilo sobre la

expresion relativa de los genes FUM1y FUM19

En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos al analizar la expresion
relativa de los genes FUM1 y FUM19 de la cepa FVA en los distintos tratamientos

(LDo, LDso y LDg) Y las diferentes condiciones de temperatura y potencial hidrico.

Como indicamos en el apartado anterior, se realizaron dos experimentos de RT-
PCR a tiempo real independientes, en dos placas de PCR diferentes, en los cuales se
amplificaron los genes FUM1 y TUB2 en uno de ellos, y FUM19 y TUB2 en el otro.
Para obtener los resultados finales de expresién de los genes, los valores de los C+
obtenidos de cada uno de los genes problema se normalizaron con los valores de los Ct

del gen constitutivo TUB2 de su misma placa. Los valores de Ct del gen TUB2 fueron
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significativamente homogéneos en todas las condiciones ensayadas, lo que confirma su

validez como control enddgeno.

Ademas, como se puede observar en la figura 7, los valores de expresion de los
genes problema vienen representados en relacion a un calibrador elegido. En nuestro
caso se eligieron como calibradores los tres valores de expresion obtenidos en los
experimentos sin benomilo (LDg) y a 20°C, para cada potencial hidrico. A estos
calibradores se les asignd el valor 1. Los resultados son la media de tres repeticiones
independientes.

Los resultados obtenidos para el analisis de expresion del gen FUML1 indicaron
que, en general, el tratamiento con benomilo produce una reduccion de la expresion
muy marcada. Solamente hubo induccidn estadisticamente significativa de la expresion
del gen en el tratamiento con LDsg a 20°C y -0,7MPa (figura 7). En todos los casos, la
temperatura de 35°C tuvo un efecto significativamente negativo en la expresion del gen
FUML1 en F. verticillioides.

El ANOVA multifactorial realizado para analizar el efecto de cada factor (dosis
de benomilo, potencial hidrico y temperatura) y sus interacciones sobre el gen FUML,
mostrod efectos estadisticamente significativos para cada factor por separado, asi como
para las interacciones dosis x potencial hidrico y dosis x potencial hidrico x temperatura
(tabla 5).

Fuente de Grados de Media Estadistico
Variacion Libertad Cuadratica F-Snedecor
Dosis 2 336,778 23,032*
Potencial Hidrico 2 268,678 20,306*
Temperatura 3 120,772 6,285*
Dosis x Potencial 4 28,565 3,308*
Dosis x Temperatura 6 1,693 0,206
Potencial Hidrico x 6 13,231 1,532
Temperatura
Dosis x Potencial Hidrico 12 8,636 31,307***

X Temperatura

Tabla 5. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hidrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la
temperatura (20, 25, 30 y 35°C) y de la dosis de benomilo (LDO, LD50 y LD90), asi como sus
interacciones, sobre la expresion del gen FUM1 de FvA. Estadistico F-Snedecor: * Significativo para
p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.
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Figura 7. Expresion relativa de los genes FUM1(columna de la izquierda) y FUM19 (columna de la derecha) en los
tratamientos con dosis de benomilo LDy, LDsg y LDy, aplicados en cultivos de F. verticillioides crecidos durante10
dias a 20, 25, 30, 35 °C y potencial hidrico de —0,7,—2,8 y —7,0 MPa. Los valores representan el niimero de veces que
se expres6 cada gen en comparacion con su calibrador (cultivos de LD, y 20°C para cada valor de potencial hidrico),
a los cuales se dio valor 1,00. Cada resultado representa la media de tres réplicas independientes. Los resultados de
los tests HSD de Tukey obtenidos se indican mediante letras en las barras de valor (resultados para. Letras diferentes
indican diferencias significativas para un valor de P<0,05.
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A continuacion, se realizé un ANOVA bidireccional de los factores (tabla 6) asi
como los tests HSD de Tukey para cada dosis (figura 7). Asi se observo que en todas las
dosis de fungicida, la interaccion entre temperatura y potencial tuvo un efecto
significativo en la expresion de FUML. Hay que indicar que el test HSD de Tukey se
realizé por cada dosis, temperatura y potencial hidrico separadamente siempre que el
valor P de su interaccion fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con
P<0,05.

En el caso de la expresion del otro gen problema FUM19, no se observo
induccidon en ninguno de los tratamientos, obteniéndose un patron similar al del gen
FUML1 (figura 7). Al igual que para el gen FUM1, la temperatura de 35°C tuvo también
un efecto significativamente negativo en la expresion de este gen. En este caso, el
ANOVA multifactorial llevado a cabo mostro efectos estadisticamente significativos
para el factor dosis de benomilo, asi como para la interaccion entre los tres factores
(tabla 7).

Fuente de Variacién Grados de Libertad Media Estadistico
EDy Cuadratica F-Snedecor
Temperatura 3 107,552 1835,583***
Potencial Hidrico 2 110,958 1893,708***
Temperatura x 6 11,973 204,344***
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
EDsg Libertad F-Snedecor
Temperatura 3 31,770 88,783***
Potencial Hidrico 2 22,728 63,514***
Temperatura x 6 8,728 24,390***
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
EDgg Libertad F-Snedecor
Temperatura 3 10,694 26,011%**
Potencial Hidrico 2 192,124 467,293***
Temperatura x 6 9,803 23,844%**

Potencial Hidrico

Tabla 6. ANOVA bidireccional de los factores temperatura, potencial hidrico y su interaccion por cada
una de las dosis (LDg, LDsg Y LDgg) respecto a la expresion del gen FUM1 de FVA.
F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.
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Fuente de Grados de Media Estadistico
Variacion Libertad Cuadratica F-Snedecor
Dosis 2 206,758 19,050**
Potencial Hidrico 2 46,203 2,400
Temperatura g 28,681 1,947
Dosis x Potencial 4 16,120 1,048
Dosis x Temperatura 6 10,854 0,706
Potencial Hidrico x 6 19,255 1,252
Temperatura
Dosis x Potencial Hidrico 12 15,376 15,229***

X Temperatura

Tabla 7. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hidrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la
temperatura (20, 25, 30 y 35°C) y de la dosis de benomilo (LDO, LD50 y LD90), asi como sus
interacciones, sobre la expresién del gen FUM19 de FvA. Estadistico F-Snedecor: * Significativo para
p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.

El posterior ANOVA bidireccional de los factores realizado (tabla 8) y los test
HSD de Tukey para cada dosis (figura 7), mostraron un efecto significativo en la
interaccion temperatura X potencial hidrico para cada una de las dosis (LDg, LDsg y
LDgo).

Fuente de Variacién Grados de Libertad Media Estadistico
EDg Cuadratica F-Snedecor
Temperatura 3 40,961 63,342***
Potencial Hidrico 2 17,590 27,201%**
Temperatura x 6 5,240 8,103***
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
EDsg Libertad F-Snedecor
Temperatura 3 4,476 7,284%**
Potencial Hidrico 2 0,474 0,771
Temperatura x 6 13,346 21,722***
Potencial Hidrico
Fuente de Variacién Grados de Media Cuadratica Estadistico
EDgo Libertad F-Snedecor
Temperatura 3 4,952 2,801
Potencial Hidrico 2 60,379 34,150***
Temperatura x 6 31,421 17,772%**

Potencial Hidrico

Tabla 8. ANOVA bidireccional de los factores temperatura, potencial hidrico y su interaccion por cada
una de las dosis (LDg, LDsg y LDg) respecto a la expresion del gen FUM19 de FvA.
F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.
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Ademas, se observd una correlacion positiva entre las expresiones de FUM1 y

FUML19, siendo la ecuacion de la regresion lineal:
FUM19 = 3,055 + 0,618427 x FUM1

con un coeficiente de correlacion de 0,736185. Este resultado fue estadisticamente
significativo (p=0,000).

4.4. Discusion

Tanto la temperatura como el estrés hidrico, son dos de los factores ambientales
gue mas condicionan el crecimiento fungico, asi como la capacidad del hongo para
producir toxinas (Marin et al., 2010b). El estudio de estos factores mediante
experimentos in vitro permite conocer y predecir la distribucion de las distintas
especies, asi como sus respuestas frente a diferentes condiciones ambientales. Esto nos
lleva a poder elaborar una prediccion sobre el riesgo potencial de encontrar toxinas en
los cultivos, por ejemplo, en los cereales. Ademas, el estudio combinado de estos
factores junto con fungicidas a distintas dosis, permite predecir la eficacia de éstos,
tanto en la reduccién del crecimiento fungico, como en la disminucién, o aumento, de

toxina producida a determinadas condiciones climaticas.

En este capitulo se ha estudiado la eficacia del benomilo sobre el crecimiento de
F. verticillioides y la expresion relativa de los genes FUM1 y FUM19 a diferentes
temperaturas y potenciales hidricos. Para ello en primer lugar se calcularon las dosis
letales LDsy y LDgy de benomilo, con el objetivo de conocer las concentraciones de
fungicida que afectan a esta especie en concreto. En estudios previos se ha probado este
fungicida en el control de otras especies del género Fusarium en diferentes
hospedadores (Amini y Sidovich, 2010; Mamza et al., 2008; McMahan et al., 2001),
pero hasta el momento existen pocos datos del efecto que tiene sobre F. verticillioides.
Todos estos estudios anteriores mostraron reduccion del crecimiento de Fusarium,
aunque con variaciones en la eficacia del fungicida dependiendo de la especie flngica
analizada. Por ejemplo, en lvic et al., (2011) se establecieron los valores de LDsg para la
carbendazima en 0,47-0,6 mg/L, valores algo menores aunque similares a los de nuestro

trabajo (valor LDsg establecido en 0,93 mg/L).
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Otros estudios han sido realizados utilizando diferentes fungicidas. Asi hemos
podido comprobar que las concentraciones de benomilo LDsy y LDgy determinadas en
este trabajo se encontraron en el rango de otros fungicidas, por ejemplo el tebuconazol
probado sobre F. verticillioides y F. proliferatum (Marin et al., 2013). En este caso, los
valores de LDsg no fueron muy diferentes para F. verticillioides y F. proliferatum, (0,35
mg/L y 0,50 mg/L respectivamente), mientras que las concentraciones requeridas para
la LDgo difirieron claramente entre las dos especies (3,50mg/L y 10,00 mg/L
respectivamente), lo cual sugeriria una menor susceptibilidad a este fungicida por parte
de F. proliferatum. En otro estudio realizado, los valores de LDsg y LDgg encontrados
para F. langsethiae utilizando también tebuconazol y otros azoles estaban en rangos de
0,06-0,9 mg/L y 1,3-8,2 mg/L respectivamente (Mateo et al., 2011). Si bien, aunque
como hemos visto existen estudios sobre la eficacia de fungicidas, hay poca

informacidn disponible sobre la interaccion de éstos con los factores ambientales.

Los graficos de crecimiento elaborados con los datos de F. verticillioides
sometido a diferentes concentraciones de benomilo, mostraron que la eficacia de este
fungicida se ve muy comprometida por las condiciones ambientales. Debemos indicar
que el patrén de crecimiento obtenido en las condiciones control (sin fungicida) fue
similar al de estudios previos en los que se llevaron a cabo experimentos del mismo tipo
(Jurado et al., 2008, Marin et al., 2010a, 2013). En las figuras 4, 5 y 6 se observa que F.
verticillioides fue capaz de crecer en un amplio rango de condiciones ambientales. La
aplicacion del fungicida redujo su tasa de crecimiento, aunque la eficacia de éste se vio
afectada por la temperatura y sobre todo por el potencial hidrico. Ademas, niveles
moderados de estrés hidrico (-2,8MPa) redujeron la eficacia de la dosis LDsy de
benomilo, observandose un efecto del fungicida menor (<50%) que el obtenido con la
misma dosis en condiciones control de potencial hidrico (-0,7 MPa) vy, de la misma
manera, en la dosis LDqo, la eficacia fue menor del 90% para los niveles mas altos de
estrés hidrico (-7,0MPa). Estos resultados fueron similares a los descritos por Marin et
al., (2013) para tebuconazol en F. verticillioides y F. proliferatum, donde se observan
los mismos valores de reduccion de la eficacia que en este experimento. Por tanto, como
se puede observar, las condiciones ambientales y particularmente el estrés hidrico,
afectarian negativamente a la eficacia de los fungicidas en el control del crecimiento, si
bien los efectos especificos dependerian del fungicida y de la especie de Fusarium

probada. Como se observa en la tabla 4, las dosis LDsg y LDgo de fungicida aplicadas en
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las condiciones dptimas del crecimiento fungico (25-30°C y -0,7 MPa) si lograron una
reduccion del 50% 6 90% respectivamente, mientras que al alejarse de estos valores de
crecimiento Optimos, el fungicida comenzé a perder eficacia, Ilegando en ocasiones a no
lograr frenar el crecimiento fungico (condiciones de LDsp a 25 y 35°C y -7,0 MPa).
Estos datos resaltan la importancia de elegir el fungicida adecuado frente a la especie a
controlar, pero también la de tener en cuenta que su eficacia podria estar comprometida

segun las condiciones ambientales.

La expresion del gen FUML1 en las condiciones control sin fungicida fue también
consistente con estudios ecofisiologicos realizados anteriormente (Marin et al., 2013),
lo que confirma la reproducibilidad de esta estrategia experimental. EIl rango de
condiciones permisivas en este caso fue menor que el obtenido para el crecimiento. Es
interesante destacar que a temperatura elevada (35°C) existe un fuerte efecto negativo
en la expresion del gen FUM1, que contrasta con su efecto sobre el crecimiento. Esto
indicaria que la temperatura de 35°C (prevista en regiones mediterraneas en escenarios
de cambio climatico) permitiria el crecimiento fungico, por lo que la distribucion
fangica no se veria afectada por este cambio, pero sin embargo reducira la sintesis de

fumonisinas y, por lo tanto, su riesgo.

En general, el benomilo redujo la expresion del gen FUM1 (figura 7), aunque el
grado de esta reduccion depende de las condiciones ambientales, sobre todo en los
tratamientos con la dosis LDsg, en la que se observo una leve, aunque significativa,
induccion relativa de la expresion de este gen a 20°C y -0,7 MPa. Esta induccion sin
embargo se puede considerar baja en comparacion con la observada para el fungicida
tebuconazol en las mismas condiciones (Marin et al., 2013). Esto podria ser debido a los
diferentes mecanismos de accion de los dos fungicidas. El tebuconazol actta sobre la
sintesis del ergosterol (Siegel, 1981) y el benomilo se une a los microtdbulos e interfiere
con diferentes funciones celulares como la division nuclear o el transporte intracelular
(Whitehead, 1996), con mayores consecuencias sobre la expresidn génica de estos genes

menos cruciales para la supervivencia del hongo.

Otros estudios realizados con diferentes fungicidas (tebuconazol y procloraz)
probados sobre la especie F. langsethiae mostraron también un incremento en la
produccién de toxina al afiadir dosis bajas (Mateo et al., 2011), las cuales fueron

percibidas como situacion de estrés e indujeron su expresion. Dosis mas elevadas serian

130



Capitulo 4

toxicas y, en ultima instancia, afectarian negativamente a la expresion de los genes
implicados en la biosintesis de la toxina. Sin embargo, en el mismo articulo mencionado
anteriormente, se describe siempre una reduccion de las toxinas T2 y HT-2 producidas
por F. langsethiae al aumentar la dosis de otro fungicida, el fenpropimorf, y en ningun
caso un aumento de estas toxinas, indiferentemente de la dosis empleada. Estos
resultados indican la importancia de incluir el anélisis de esta respuesta al estrés y las
condiciones ambientales para poder evaluar correctamente el efecto y el uso de los
distintos fungicidas, ya que en determinadas condiciones la utilizacion de la cantidad
correcta de fungicida puede ser especialmente importante para evitar la estimulacion de

la produccion de micotoxinas.

En general, el gen FUM19 mostr6 un patron de expresion génica similar al del
gen FUML1 en todas las dosis de fungicida (control, LDsy y LDgy) (figura 7). La
correlacion positiva hallada entre FUM1 y FUM19 se corresponde con estudios
anteriores ya mencionados que demostraron la expresion coordinada de estos genes de
la biosintesis de fumonisinas (L6pez-Errasquin et al., 2007; Proctor et al., 1999; 2003).
Sin embargo, no se observd induccion de FUM19 en ninguno de los tratamientos en que
se afadio benomilo. Esto podria sugerir que este gen no esta implicado en la respuesta

al estrés que puede observarse en presencia del fungicida.

En conclusion, el benomilo mostro una eficacia elevada en la reduccion tanto del
crecimiento como de la sintesis de fumonisinas y, por tanto, puede ser empleado para el
control fangico. A pesar de ello y como indican los resultados, es importante tener en
cuenta las diferentes respuestas del hongo al estrés ambiental, ya que pueden
comprometer la eficacia de los fungicidas tanto sobre el crecimiento del hongo, como
sobre la produccion de toxinas, existiendo determinadas condiciones ambientales y de
concentracion del fungicida en las cuales se reduciria la presencia del hongo pero
podrian favorecer la produccion de la toxina. En estos casos, la aplicacion del benomilo
seria poco eficaz y no aconsejable desde un punto de vista ambiental. Ademas, con estos
resultados podemos indicar que en los escenarios probados en este estudio, que
corresponden a los previstos debidos al cambio climatico en regiones mediterraneas
(temperaturas de 30-35°C y potenciales hidricos de -2,8 MPa y menores) producirian un
impacto negativo adicional en la seguridad alimentaria al reducir la eficacia de los
antifangicos utilizados contra el crecimiento de hongos patdgenos y toxigenos. Por ello,

serian recomendables estrategias de control que combinen adecuadamente, en funcion
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de las caracteristicas analizadas en este estudio, la aplicacion de este antifungico y otros

para conseguir la maxima eficacia con dosis seguras desde el punto de vista ambiental.
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Capitulo 5. Andlisis de la micobiota toxigena asociada a trigo blando
(Triticum aestivum) en dos regiones climatoldgicas espafiolas

5.1. Introducciéon

Los cereales suponen una parte muy importante de la dieta basica humana y
animal. Su contaminacidn por especies toxigenas de hongos ocasiona enormes pérdidas
tanto a las industrias agricolas y de procesado de alimentos, como al sector ganadero.
Ademas, la contaminacion por micotoxinas de los productos alimenticios, por lo general
estables y resistentes a los tratamientos fisicos y quimicos que pretenden su eliminacion,
deriva en un importante problema de salud publica que ha llevado a la regulacién de los
contenidos maximos de estas toxinas mediante diferentes legislaciones emitidas por las
autoridades y organismos responsables de la Seguridad Alimentaria. Los problemas
derivados del elevado coste de los andlisis de toxinas y la imposibilidad de eliminarlas
sin afectar a las propiedades de las materias primas de una forma eficaz y a bajo coste,
ha estimulado la investigacion dirigida a conocer el origen de la contaminacion: la
biologia de los hongos productores y las condiciones y factores que determinan su
proliferacion y sintesis de toxinas. Estos aspectos son clave para la prevencion y el
disefio de estrategias basicas que reduzcan los niveles de contaminacion fungica y de

toxina producida.

En las sucesivas etapas de la cadena alimentaria, la contaminacion se origina por
distintos hongos. En la etapa de precosecha, los géneros mas importantes son Fusarium
y Alternaria, encuadrados en este grupo porque contaminan principalmente a sus
hospedadores durante el periodo en el campo. No obstante, los hongos de estos géneros
pueden seguir desarrollandose después de la cosecha si las condiciones son favorables,
y de igual manera, seguir sintetizando micotoxinas. El género Fusarium presenta una
amplia distribucion geografica y afecta a numerosas especies vegetales de interés
agrondémico. Las especies principales de este género que contaminan los cereales se
detallan en el apartado 1.1.5 del capitulo 1. En etapas posteriores (post-cosecha),
durante el almacenamiento de la materia prima, la elaboracion o la conservacion de los
alimentos, otros generos fangicos, por ejemplo Aspergillus y Penicillium, se consideran
los principales responsables de la produccion de toxinas. Estos hongos, aunque son

considerados generalmente post-cosecha, son también capaces de crecer sobre el cereal
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antes de su recoleccion. Las principales micotoxinas que suponen un riesgo en cereales

se encuentran detalladas en la tabla 1. La presencia simultanea de varias toxinas puede

presentar un riesgo adicional, incrementandose sus efectos negativos sobre la salud.

Micotoxina Especie fungica  Sustrato principal  Principales efectos toxicos
Aflatoxina A. flavus Cereales, leche, frutos Cancerigena
Secos
Citrinina Penicillium sp. Cereales y frutas Nefrotdxica, inmunosupresora
Fumonisinas F.verticillioides, F. Cereales (Maiz) Carcinogena, hepatotoxica
proliferatum
Patulina P. expansum Cereales, frutas, Neurotdxica, afecciones
quesos pulmonares, hepatotdxica,
inmunosupresora
Tricotecenos A F. poae, F. Cereales Afecciones sistema digestivo,
sporotrichioides, circulatorio, hematotoxicas,
F. equiseti inmunotoxicas
Tricotecenos B F.graminearum, F. Cereales Afecciones sistema digestivo,
culmorum, circulatorio, nervioso y piel
F.equiseti
Zearalenona F.graminearum, Cereales Afecciones del sistema
F.culmorum, reproductivo
F. equiseti
Ocratoxina A A. ochraceus, Cereales, frutos secos, Nefrotoxica, hepatotdxica,
A. niger, cafés, vino, cerveza inmunosupresora, neurotéxica,

A. carbonarius,
P verrucosum

teratogénica, cancerigena

Tabla 1. Principales micotoxinas asociadas a cereales. Se indican las especies que las producen, los
alimentos que suelen presentar contaminacion y los efectos téxicos méas representativos. Adaptada de
Gonzélez-Jaén et al., 2008.

En la tabla 2 del capitulo 1, apartado 1.1.1 aparecen las principales especies de
Fusarium asociadas a cereales y las toxinas que producen. De manera general, las
especies F. verticillioides y F. proliferatum estan comdnmente asociadas al maiz
(Logrieco et al., 2003), aungque también pueden afectar a otros cereales como el trigo o
la cebada (Chehri et al., 2010; Conner et al., 1996; Desjardins et al., 2007; Tanci¢ et al.,
2012),

moniliformina. Los cereales de grano pequefio son ademas hospedadores habituales por

teniendo importancia al ser especies productoras de fumonisinas Yy
todo el mundo de otras especies de Fusarium como F. avenaceum, F. crookwellense, F.

culmorum, F. graminearum, F. poae y F. sporothrichioides (Glenn, 2007).

En 2014 se produjeron en Espafa un total de 18.907.558 toneladas de cereales.
De ellas, la cebada, el trigo y el maiz representaron el 36,80%, 33,47% y 24,66%

respectivamente (datos obtenidos de Cooperativas Agro-Alimentarias de Espafia). En la
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tabla 2 se detalla la produccion de cereales por especie de los ultimos afios. Estas tres
especies, las cuales se cultivan en grandes cantidades, son altamente susceptibles de ser
contaminadas por las principales especies de hongos toxigenos. Aunque en los ultimos
afios se han realizado estudios epidemioldgicos en cereales y sus productos derivados en
el sur de Europa (Araguas et al., 2003; Gonzéalez-Jaen, 2008; Jiménez y Mateo, 2001;
Jurado et al., 2006a; Mateo et al., 2001; Sanchis et al., 2001), la informacion disponible

sobre las especies micotoxigenas de Fusarium que contaminan cereales es aln escasa en

Espaia
Produccion espafiola de cereales (tn)
2014 2013 2012 2011
Trigo blando 5.651.733 6.924.946 4.360.019 6.100.150
Trigo duro 677.857 1.006.259 404.547 834.521
Cebada 6.958.560 9.829.015 5.662.794 8.301.583
Maiz 4.096.012 4.334.540 3.810.729 3.722.200
Avena 815.799 933.509 734.330 1.123.690
Centeno 245.075 440.185 259.271 394.177
Triticale 462.522 389.283 216.822 305.074
Total cereales 18.907.558 23.857.737 15.448.512 20.781.394

Tabla 2. Produccion esparfiola de los cereales trigo, cebada, maiz, avena, centeno y Triticale en los afios
2011-2014. Se indican las cantidades producidas de cada cereal por separado, asi como del total de cada
afio. Fuente: Cooperativas Agro-alimentarias de Espafia.

Las especies de Fusarium, asi como el resto de hongos toxigenos, se distribuyen
geograficamente dependiendo de los factores climaticos, de las diversas practicas
agricolas (rotacion de cultivos, arado en profundidad), o bien de los diferentes
hospedadores y sus habilidades para colonizarlos (Bottalico y Perrone, 2002; Doohan et
al., 2003). En efecto, estudios previos en Espafia indican distribuciones regionales
distintas, variaciones anuales y, en menor medida, influencia del sustrato (Jurado et al.,
2006a; Soldevilla et al., 2005). Los efectos de los distintos factores ambientales y del
hospedador se pueden abordar de forma individualizada en el laboratorio como se ha
descrito en los capitulos anteriores. Sin embargo, es imprescindible el estudio en campo
0 en almacén para conocer la distribucion real de las especies de riesgo toxigeno y de la
micobiota acompafiante, cuyas interacciones pueden afectar al resultado final. Asi
mismo, conocer la dinamica de la micobiota en precosecha y post-cosecha para
identificar puntos criticos que nos permitan predecir el riesgo potencial de

contaminacion, o intervenir a tiempo para reducir los niveles finales de hongos

137



Capitulo 5

toxigenos y de sus toxinas. Para ello, los estudios epidemioldgicos constituyen un
enfoque fundamental. La compleja taxonomia de los géneros fungicos implicados y el
tiempo y laboriosidad que requiere el aislamiento y la identificacion de las distintas
especies mediante los medios microbioldgicos convencionales hacen inviable su
utilizacion a gran escala en escrutinios rutinarios en campo o almacén. La utilizacion de
técnicas moleculares permite alcanzar niveles de sensibilidad, especificidad,
reproducibilidad y rapidez muy elevados, ademés de permitir el manejo de gran
cantidad de muestras en poco tiempo. La integracion de ambos procedimientos ha
resultado ser una estrategia muy eficaz (Gil-Serna et al., 2013; Gonzéalez-Jaén et al.,
2008).

Estudios previos en nuestro laboratorio permitieron desarrollar protocolos
especificos de diagndstico basados en la PCR de las principales especies toxigenas de
los géneros Fusarium y Aspergillus que se resumen en la tabla 3. Estos métodos
permiten el procesado directo de un gran nimero de muestras, sin ser necesario el
aislamiento previo de la especie fungica contaminante. La sensibilidad de estos
protocolos resulto ser del 85-100% en contaminaciones superiores a 6,5 ppm y del 50%
en contaminaciones inferiores a 2,9 ppm. Ademas, se comprobd su valor estimado, asi
como sus limitaciones, para predecir el riesgo de micotoxinas presentes (Jurado et al.,
2006b).

El objetivo del presente capitulo es el conocimiento de la distribucion y
dinamica las especies fangicas, incluidas las toxigenas, en un conjunto de variedades
cultivadas en dos regiones climaticas distintas en las mismas condiciones agronémicas y
conociendo el registro de pardmetros ambientales. El experimento se realizd en
colaboracién con las Dras Fanny Alvaro y Josefina Sillero, en las estaciones
experimentales el Instituto de Investigacion y Tecnologia Agroalimentarias (IRTA) de
Catalufia y el Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera,
Alimentaria y de la Produccion Ecoldgica (IFAPA), respectivamente. Este objetivo se

detalla en los siguientes:

1. Anaélisis de semillas en precosecha y poscosecha de la micobiota total
presente mediante métodos convencionales y determinacion de los indices de

riqueza especifica y biodiversidad.
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2. Analisis directo de especies toxigenas mediante métodos especificos de PCR
en las mismas muestras e integracion de resultados de ambos objetivos.
3. Obtencion de parametros ambientales (pluviosidad y temperatura) desde la

floracion al momento de la cosecha.

5.2. Material y Métodos

5.2.1. Material bioldgico analizado

Las semillas analizadas en este capitulo proceden del Instituto de Investigacion y
Tecnologia Agroalimentarias (IRTA) de Catalufia y el Instituto Andaluz de
Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccion Ecologica
(IFAPA). Se trata de 80 muestras de trigo blando primavera (Triticum aestivum L.) que
proceden de las estaciones experimentales de Gimenells, en la provincia de Lleida
(Catalufia) y Santaella, en la provincia de Cérdoba (Andalucia) (figura 1).

Gimenells (Lleida)

Santaella (Cérdoba)

Figura 1. Regiones de procedencia de las semillas analizadas en este capitulo.

En total fueron 20 muestras recogidas de 20 parcelas experimentales. Son
muestras de 7 variedades distintas (07THES, 08THES, 09THES, 05THES, T2004,
Califa Sur y Arthur Nick), que fueron sembradas en diferentes parcelas de ambas
localidades (figura 2). Se recogieron espigas al azar en los momentos de precosecha y
post-cosecha, y finalmente se enviaron 200 gramos de espigas por cada variedad,
momento de recogida y lugar de procedencia. Los cultivos de de Gimenells y Santaella
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fueron sembrados el 25 y el 23 de noviembre de 2010 respectivamente. Todas las

muestras se cosecharon en el afio 2011 y se cultivaron en las mismas condiciones.

Todas las muestras analizadas fueron recogidas en sus respectivos centros de
procedencia, y almacenadas en camara frigorifica a 15°C hasta su envio al departamento
de Genética de la UCM. Las muestras se enviaron en sobres bien identificados y a su
Ilegada, las espigas se almacenaron a -80°C en bolsas de plastico estériles. Al comenzar
el andlisis, las espigas se desecaron a 65°C durante 7 dias. Cumplido este tiempo se
separd el grano de la espiga y cada muestra se dividio, recogiendo las semillas en dos
sobres: el primero, con 10 g de semillas, se conservd a -80°C para los posteriores
analisis moleculares; el segundo sobre, con el resto de la muestra (~180 g de semillas)
se destind al andlisis microbioldgico tradicional y se conservé a 4°C en cémara

frigorifica.

5.2.2. Diagnéstico microbioldgico tradicional: aislamiento e identificacion de
cepas fungicas. Célculo de los indices de biodiversidad

Las muestras destinadas al diagndstico microbiol6gico tradicional fueron
enviadas al profesor Carlos Soldevilla del Departamento de Zoologia y Patologia
Forestal de la Escuela de Ingenieria Forestal y del Medio Natural de la Universidad
Politécnica de Madrid, donde se llevo a cabo su andlisis. Para ello, se tomé como
referencia el método recomendado por las Reglas Internacionales para Ensayos de
Semillas adoptado por el Congreso de la Asociacion Internacional de Ensayos de
Semillas (ISTA, 1999; 2013), aungue con menor namero de estas ya que el objetivo no
era un verdadero test de germinacion si no conseguir colonias miceliares. En total se
analizaron unas 150 semillas por muestra, sembradas en tres medios de cultivo
diferentes (50 semillas en cada medio). Los medios de cultivo elegidos fueron el agar
PDA (medio agar patata dextrosa), el agar czapeck y el agar verde malaquita, estos dos
ultimos modificados segun las recomendaciones del Departamento de Tecnologia de
Alimentos de la Universidad de Lleida. Estos medios de cultivo garantizan la formacién
de micelios y estructuras de reconocimiento de un amplio espectro de especies fungicas.
Se analizaron 3000 semillas por lugar de procedencia y momento de recogida, lo que

hace un total de 12000 semillas empleadas en el ensayo (figura 2).
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Cérdoba. Total: 6000 semillas Lérida. Total: 6000 semillas
Total muestras: 12000 semillas

Variedades trigo ‘ QUEHES e D _

Figura 2. Diagrama de las semillas analizadas en este capitulo. 150 semillas por cada parcela analizada
tanto de precosecha como de post-cosecha. En total fueron 6000 semillas por localidad, que suman
finalmente 12000 semillas. Colores diferentes indican variedades de trigo blando primavera distintas. En
la parte inferior del diagrama aparecen los nombres de las variedades.

Arthur Nick

Las semillas se desinfectaron previamente a su siembra, para lo cual se lavaron 2
minutos en hipoclorito sodico al 3% y a continuacion se les realiz6 dos lavados de 2
minutos en agua bidestilada. Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente. El
sembrado se realizé en campana de flujo laminar, colocandose entre 5 y 10 semillas en
cada placa petri y, a continuacion, se incubaron las placas a temperatura ambiente. Se
realizaron lecturas del estado de las placas cada 7 dias, a lo largo de 21 dias. Las
colonias fungicas y bacterianas halladas durante este tiempo se repicaron a nuevas
placas petri con medio PDA para su aislamiento e identificacion. Para la identificacion
morfolégica de las diferentes especies fungicas presentes se utilizaron diversas obras
generales (Barnett y Hunter, 1998; Carmichael et al., 1980; Kiffer y Morelet, 1997;
Smith et al., 1992; Sutton et al., 1998; Von Arx, 1981; Watanabe, 1994). Para la

determinacion de géneros con especies toxigenas se consultaron ademas textos mas
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especificos (Klich y Pitt, 1998; Nelson et al., 1983; Pitt, 2000; Ramirez, 1982).
Posteriormente, para comprobar que la identificacion de los aislamientos pertenecientes
al género Fusarium era correcta, se emplearon los protocolos moleculares de PCR
convencional descritos anteriormente en Patifio et al. (2004), Jurado et al., (2005,
2006b) y Wilson et al. (2004) para confirmar la identificacion (tabla 3).

Por altimo, se realizé una estimacion de la diversidad especifica. Esta propiedad
de las comunidades bioldgicas se relaciona con la variedad dentro de ellas. Se trata de la
expresion de dos componentes: el nimero de especies presentes en la comunidad
(riqueza de especies) y la manera en que se distribuyen esas especies que integran la
comunidad (equitabilidad). Existen diversos indices de riqueza y de equitabilidad; los
que combinan los dos parametros se denominan indices de diversidad. En este trabajo se
calcularon el indice de riqueza especifica de Margalef (1958) y el indice de diversidad
de Simpson (1949).

El indice de Margalef (R;) mide la riqueza de especies de una comunidad,
basandose en la relacion entre el niamero total de especies (S) y el nimero de individuos

de la muestra (n). Se calcula mediante la formula

_S-1
1= In(n)

El indice de Simpson (Dsj) fue el primer indice de diversidad utilizado en
ecologia. Incorpora en un solo valor la riqueza especifica y la equitabilidad, y se calcula

mediante la ecuacion:

Donde p; es la abundancia proporcional de la especie i y representa la probabilidad de

que un individuo de la especie i esté presente en la muestra. p; se expresa como:

Siendo n; el nimero de individuos de la especie i, y N el numero total de individuos de
todas las especies (S) de la comunidad. Este indice mide la probabilidad de encontrar
dos individuos de la misma especie en dos “extracciones” sucesivas al azar sin

reposicion. En principio, esto constituye una propiedad opuesta a la diversidad, por lo
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que se transforma mediante la siguiente ecuacion para obtener una cifra correlacionada

positivamente con la diversidad:
SiD = 1 - DSi

De manera que el indice de diversidad de Simpson (Sip) indica la probabilidad de
encontrar dos individuos de especies diferentes en dos “extracciones” sucesivas al azar

sin reposicion.
5.2.3. Diagnostico molecular: procesamiento e identificacion de cepas flngicas

Los 10 g de cada muestra destinados al analisis molecular se trituraron hasta ser
reducidos a polvo en un mortero utilizando nitrégeno liquido. A continuacion se incubd
1g de cada una de estas muestras en matraces de 500 ml de medio liquido Sabouraud
suplementado con cloranfenicol al 0,5% (Pronadisa, Madrid) durante 24 horas a 37°C en
agitacion (120 rpm). Tras la incubacion, el contenido de los matraces se filtr6 con una
bomba de vacio a través de papel Whatman n°l. La parte solida se retird y se conservo a
-80°C hasta el momento de su analisis.

El material resultante del filtrado se tritur6 de nuevo en mortero con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino. A continuacion se extrajo el DNA de cada muestra
empleando el kit Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez extraido, el DNA gendmico se conservd a -20°C.
La cuantificacion del DNA extraido se realiz6 utilizando un espectrofotometro
Nanodrop® ND1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, Delaware, EEUU).

El DNA total de cada muestra (200 ng) se sometié a las correspondientes
reacciones de PCR para la identificacion de las diferentes especies de Fusarium y
Aspergillus. Para ello se llevaron a cabo todas las PCRs descritas en las tablas 3 y 4. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen de 25 pl, que contenia 3 ul de
DNA problema a una concentracion de 35 ng/ul y 22 ul de la mezcla compuesta de
15,55 pl de agua miliQ, 1,25 ul de cada cebador (20 uM), 0,2 ul de la enzima Taq
polimerasa (5 U/ul), 2,5 ul de tampdn de PCR 10x, 1 ul de MgCl, (50mM) y 0,25 ul de
dNTPs (100 mM) (Ecogen, Barcelona, Espaiia).
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Especie fungica Cebadores Tamafo Condiciones de amplificacién
Fp3-F: CGGCCACCAGAGGATGTG -1 ciclo de 85s a 94°C
) L ~230 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 69°C y 30s a 72°C
F. proliferatum Fp4-R: CAACACGAATCGCTTCCTGAC -1 ciclo de 5 min a 72°C
Fps-F: CGCACGTATAGATGGACAAG -1 ciclo de 85s a 94°C
s ~700 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 65°C y 30s a 72°C
F. verticillioides™ VERT-2: CACCCGCAGCAATCCATCAG -1 ciclo de 5 min a 72°C
Far-F:GTTGATGGGTAAAAGTGTG -1 ciclo de 85s a 94°C
) 3 ~500 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 53°C y 30s a 72°C
F. graminearum Fgc-R: CTCTCATATACCCTCCG -1 ciclo de 5 min a 72°C
Feg-F: GGCCTGCCGATGCGTC -1 ciclo de 85s a 94°C
s ~990 pb -30 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 66°C y 30s a 72°C
F. equiseti Feg-R: CGATACTGAAACCGACCTC -1 ciclo de 5 min a 72°C
Fcu-F: GACTATCATTATGCTTGCGAGAG -1 ciclo de 85s a 94°C
2 ~200 pb -20 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 54°C y 30s a 72°C
F. culmorum Fgc-R: CTCTCATATACCCTCCG -1 ciclo de 5 min a 72°C
Fps-F: CGCACGTATAGATGGACAAG -1 ciclo de 85s a 94°C
3 ~400 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 69°C y 30s a 72°C
F. sporotrichioides®  Fsp-R: GTCAGAAGAGACGCATCCGCC -1 ciclo de 5 min a 72°C
Fps-F: CGCACGTATAGATGGACAAG -1 ciclo de 85s a 94°C
~400 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 64°C y 30s a 72°C
F. poae® Fpo-R: CAGCGCACCCCTCAGAGC -1 ciclo de 5 min a 72°C
FlangF3: CAAAGTTCAGGGCGAAAACT -1 ciclo de 85s a 95°C
~310 b -5 ciclos de 30s a 95°C, 20s a 66°C y 45s a 72°C
E Iangsethiae4 P -5 ciclos de 30s a 95°C, 20s a 64°C y 45s a 72°C
LanspoR1: TACAAGAAGACGTGGCGATAT -25 ciclos de 30s a 95°C, 20s a 62°C y 45s a 72°C
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Tabla 3. Protocolos de PCR molecular para identificar las especies de Fusarium que se indican. Se detallan los cebadores, el tamafio de la region amplificada y las
condiciones de PCR necesarias. Todas las secuencias amplifican regiones 1GS excepto la de la especie F. langsethiae, en la que se amplifica la region ITS.
'Datos obtenidos de Jurado et al., 2006b. “Datos obtenidos de Patifio et al., 2004. *Datos obtenidos de Jurado et al., 2005. *Datos obtenidos de Wilson et al., 2004.



Especie fangica Cebadores Tamafio Condiciones de amplificacion
CAR1: GCATCTCTGCCCCTCGG -1 ciclo de 4 min 30s a 95°C
. _ ~420 pb -25 ciclos de 30s a 95°C, 25s a 59°C y 40s a 72°C
A. carbonarius CAR2: GGTTGGAGTTGTCGGCAG -1 ciclo de 5 min a 72°C
PAR1: GTCATGGCCGCCGGGGGCGTC -1 ciclo de 85s a 94°C
~430 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 65°C y 30s a 72°C
A. parasiticus2 PAR2: CCTGGAAAAAATGGTTGTTTTGCG -1 ciclo de 5 min a 72°C
FLALl: GTAGGGTTCCTAGCGAGCC -1 ciclo de 85s a 94°C
3 ~500 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 53°C y 30s a 72°C
A. flavus FLA2: GGAAAAAGATTGATTTGCGTTC -1 ciclo de 5 min a 72°C
ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG -1 ciclo de 85s a 94°C
. ~400 pb -30 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 66°C y 30s a 72°C
A. niger NIG2: GAAAGAATGGTTGGAAAACGTC -1 ciclo de 5 min a 72°C
STEYF: CCACGCGGCCGCCGGGGGAG -1 ciclo de 85s a 94°C
4 ~315 pb -20 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 54°C y 30s a 72°C
A. steynii STEYR: CGGGGGGGACGAGGACCCAAC -1 ciclo de 5 min a 72°C
OCRAF: CTTTTTCTTTTAGGGGGCACAG -1 ciclo de 85s a 94°C
. ~430 pb -25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 69°C y 30s a 72°C
A. ochraceus OCRAR: CAACCTGGAAAAATAGTTGGTTG -1 ciclo de 5 min a 72°C
WESTF: CTTCCTTAGGGGTGGCACAG -1 ciclo de 85s a 94°C
-25 ciclos de 35s a 95°C, 30s a 64°C y 30s a 72°C
~430PD 1 Giclo de 5 mina 72°C
A. westerdijkiae* WESTR: CAACCTGATGAAATAGATTGGTTG - ciclodesmina

14}

Tabla 4. Protocolos de PCR molecular para identificar las especies de Aspergillus que se indican. Se detallan los cebadores, el tamafio de la regién amplificada y las
condiciones de PCR necesarias. Todas las secuencias amplifican regiones ITS. *Datos obtenidos de Patifio et al., 2004. *Datos obtenidos de Sardifias et al., 2010.
*Datos obtenidos de Gonzalez-Salgado et al., 2008. “Datos obtenidos de Gil-Serna et al., 2009.
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Los productos amplificados se detectaron mediante electroforesis en gel de
agarosa de concentracién variable segun el tamafio del fragmento amplificado (tablas 3
y 4). Para su visualizacion se afiadié bromuro de etidio y se utilizd un tampon 1x de
40mM tris-acetato y EDTA 1 mM. De esta manera se amplificaron todas las especies

fangicas presentes.
5.2.4. Datos meteoroldgicos

Los datos meteorologicos del afio 2011 de las dos regiones estudiadas fueron
consultados en las paginas web de la Consejeria de Agricultura, Pesca y del Medio
Rural (Junta de Andalucia) para la estacion climéatica de Santaella (Cdrdoba), y en
Ruralcat (Generalitat de Catalunya) para la estacion de Gimenells (Lleida). Se tomaron
los datos de temperatura media, humedad relativa media y pluviosidad de los meses de
marzo, abril, mayo, junio y julio, meses en los que el trigo florece y desarrolla el grano

hasta su recogida (10 y 15 de julio de 2011 para Cérdoba y Lleida respectivamente).

5.3. Resultados

5.3.1. Andlisis microbiologico tradicional de muestras de trigo blando de

Cérdoba y Lleida en la campafia 2011

En total se analizaron 80 muestras de trigo blando, 40 procedentes de Santaella
(Cordoba) y 40 procedentes de Gimenells (Lleida). De cada localidad, 20 muestras
procedian directamente del campo (precosecha) mientras que otras 20 procedian de
etapas posteriores a la cosecha. A razén de 150 semillas por muestra, el volumen total

analizado fue de 12000 semillas.

En la tabla 5 aparecen los porcentajes de contaminacién de las semillas segun su
localidad de procedencia y momento de recogida. Asi, en precosecha, los niveles de
contaminacion son mucho menores que en post-cosecha, tanto en nimero de especies
identificadas como en los valores absolutos de contaminacion (Unidades formadoras de
colonias, UFCs). La proporcién de semillas contaminadas fue mayor en Gimenells que
en Santaella, sobre todo en precosecha. De las 3000 semillas correspondientes a
precosecha de cada localidad, resultaron contaminadas 108 de las procedentes de

Santaella (Cdrdoba) y 538 de las procedentes de Gimenells (Lleida). El resultado en las
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semillas procedentes del momento post-cosecha fue completamente diferente, ya que
presentaron contaminacion microbiologica 2805 semillas procedentes de Santaella y
2950 de Gimenells, de las 3000 estudiadas. La mayoria de estas semillas aparecieron
contaminadas por hongos, limitdndose la contaminacion bacteriana a 8 y 3 semillas en
precosecha y post-cosecha respectivamente en Gimenells, y 0 y 17 semillas en

precosecha y post-cosecha respectivamente en Santaella.

Aunque las muestras de ambas localidades comparten un elevado numero de
especies comunes, algunas son especificas de localidad. En particular, estas diferencias
se observan también en el caso de las principales especies toxigenas presentes, F.
proliferatum, F. graminearum, A. niger y A. flavus. En el estudio detallado de las
especies fungicas presentes en las semillas los resultados se cuantifican en unidades
formadoras de colonias (UFC), y asi vienen expresados. Del total de semillas analizadas
se aislaron e identificaron 17 especies fungicas en las muestras procedentes de Cordoba
y 14 en las procedentes de Lleida. En las tablas 6 y 7 aparecen detalladas las especies

identificadas y el numero de UFC de cada una de ellas.

Muestra Semillas no Contaminacién Contaminacion
contaminadas flngica bacteriana
Santaella (Cordoba) 97,37% 2,63% 0%
Precosecha
Gimenells (Lleida) 81,44% 18,29% 0,26%
Precosecha
Santaella (Cordoba) 2,59% 96,82% 0,59%
Post-cosecha
Gimenells (Lleida) Post- 1,67% 98,24% 0,10%
cosecha

Tabla 5. Porcentajes de semillas limpias y contaminadas de las diferentes muestras. Se indican las
contaminaciones flngica y bacteriana separadamente.

De las especies fungicas identificadas en las muestras de Cordoba, Alternaria
alternata fue la méas representada con un 78,42%, seguida de Fusarium proliferatum
(8,37%) y Penicillium italicum (3,93%). Al observar las muestras de esta localidad
separadas en precosecha y post-cosecha, observamos que Aspergillus niger es la especie
mas abundante en precosecha (38,47%), seguida de Alternaria alternata (21,81%) y
Penicillium italicum (19,23%); mientras que en post-cosecha las mas representadas
fueron Alternaria alternata (80,00%), Fusarium proliferatum (8,41%) y Penicillium

italicum (3,95%). También hubo presencia de otras especies, entre ellas Fusarium
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graminearum y Fusarium spp. en las muestras de post-cosecha (tabla 6). Es interesante

destacar ademéas que en las semillas de precosecha s6lo se identificaron 5 especies

diferentes de hongos, frente a las 15 identificadas en las semillas de post-cosecha.

Santaella Total Santaella Santaella
Precosecha Postcosecha
Agente fungico UFC Porcentaje | UFC Porcentaje | UFC Porcentaje

Acremonium spp. 1 0,04% - - 1 0,04%
Alternaria alternata 2261 78,42% 17 21,81% | 2244  80,00%
Arthrinium spp. 9 0,31% - - 9 0,32%
Aspergillus niger 30 1,04% 30 38,47% - -

Aureobasidium pullulans 4 0,14% - - 4 0,14%
Cladosporium herbarum 59 2,05% 12 15,35% 47 1,68%
Epicoccum nigrum 9 0,31% 4 5,14% 5 0,19%
Fusarium graminearum 3 0,10% - 3 0,11%
Fusarium proliferatum 236 8,19% - - 236 8,41%
Fusarium spp. 2 0,07% - - 2 0,07%
Penicillium italicum 126 4,37% 15 19,23% 111 3,95%
Penicillium spp. 7 0,24% - - 7 0,25%
Rhizopus stolonifer 23 0,80% - - 23 0,81%
Sporothrix spp. 52 1,80% - - 52 1,85%
Stemphylium botryosum 1 0,04% - - 1 0,04%
Trichoderma viride 53 1,84% - - 53 1,89%
Trichothecium roseum 7 0,24% - - 7 0,25%

Tabla 6. UFCs de las especies flngicas encontradas en las

semillas de trigo blando de Santaella

(Cérdoba). Se indica también el porcentaje respecto al total de UFCs para cada momento de recogida.

Gimenells Total Gimenells Gimenells
Precosecha Postcosecha
Agente fungico UFC Porcentaje | UFC  Porcentaje | UFC Porcentaje

Alternaria alternata 2610  74,51% | 283 51,17% 2327  78,88%
Aspergillus flavus 5 0,14% - - 5 0,17%
Aspergillus niger 130 3,71% 2 0,36% 128 4,34%
Cladosporium herbarum 55 1,57% | 40 7,23% 15 0,51%
Epicoccum nigrum 117 3,34% | 61 11,03% 56 1,90%
Fusarium graminearum 326 9,31% - - 326 11,05%
Fusarium spp. 6 0,17% - - 6 0,20%
Penicillium italicum 85 2,43% | 48 8,68% 37 1,25%
Penicillium spp. 26 0,74% | 18 3,25% 8 0,27%
Phoma spp. 10 0,28% 10 1,82% - -

Rhizopus stolonifer 5 0,14% 5 0,90% - -

Stemphylium botryosum 76 217% | 76 13,74% - -

Trichoderma viride 50 1,43% | 10 1,82% 40 1,36%
Ulocladium consortiale 2 0,06% - - 2 0,07%

Tabla 7. UFCs de las especies fungicas encontradas en las semillas de trigo blando de Gimenells
(Lleida). Se indica también el porcentaje respecto al total de UFCs para cada momento de recogida.
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De las semillas procedentes de Gimenells (Lleida), la mayor representada fue
Alternaria alternata (74,51%), y a continuacién Fusarium graminearum (9,31%) y
Aspergillus niger (3,71%). El andlisis de las especies separado segun el momento de
recogida de las muestras ofrecidé como resultados una mayor representacion de
Alternaria alternata en todos los casos (precosecha 51,17%; post-cosecha 78,88%),
seguida de Stemphylium botryosum (13,74%) y Epicoccum nigrum (11,03%) en
precosecha, y Fusarium gaminearum (11,05%) y Aspergillus niger (4,34%) en post-
cosecha. Ademas se identificaron otras especies, entre ellas Fusarium spp. y
Aspergillus flavus. En este caso la variedad de especies fue alta en ambos momentos
de recogida, encontrandose 10 y 11 especies diferentes en precosecha y post-cosecha
respectivamente (tabla 7).

5.3.2. Calculo de los indices de riqueza especifica y biodiversidad

A partir de los datos obtenidos del andlisis microbioldgico tradicional de las
muestras se calcularon el indice de riqueza especifica de Margalef (1958) y el indice
de Simpson (1949). El ndmero total de especies diferentes halladas en las muestras
analizadas fue de 20, determinandose en Cérdoba 17 especies y en Lleida 14 especies.
11 de estas especies son comunes a ambas procedencias. Las especies encontradas
aparecen detalladas en las tablas 6 y 7. EI nimero total de UFC fungicas es de 2883
UFC en Cérdoba y 3503 UFC en Lleida.

Tras realizar el calculo de los indices de riqueza de Margalef (R), los resultados

fueron los siguientes:
R(cérdoba prey = 0,92
R(cérdoba) = 2,01 R(cérdoba post) = 1,89
R(Lteida) = 1,59 R(Lleida pre) = 1,43
R(Lleida post) = 1,25

Lo cual indica una mayor riqueza de especies en Cordoba que en Lleida, y teniendo en
cuenta el momento de toma de la muestra la riqueza fue mayor en Coérdoba post-

cosecha, Lleida precosecha, Lleida post-cosecha y Cdrdoba precosecha por ese orden.
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Los resultados del indice de Simpson (Ds;) fueron los siguientes:
Dsi(cérdoba prey = 0,259
Dsi(cérdoba) = 0,625 Dsi(cérdoba posty = 0,650
Dsi(Lieicay = 0,568 Dsi(Lteida prey = 0,308
Dsi(Lleida posty = 0,637
Y por tanto, los resultados del indice de diversidad de Simpson fueron los siguientes:
Sip(cordobapre) = 0,741
Sip(cordobay = 0,375 Sip(cérdoba post) = 0,350
Sip(Lieida) = 0,432 Sip(Lieida pre) = 0,692
Sip(Lieida post) = 0,363

Lo cual indica que la probabilidad de encontrar dos individuos diferentes en dos
extracciones sucesivas sin reposicion es mayor en Lleida que en Cordoba, y teniendo
en cuenta el momento de muestreo es mayor en Coérdoba precosecha, Lleida

precosecha, Lleida post-cosecha y Cérdoba post-cosecha en ese orden.

5.3.3. Analisis molecular de especies de Fusarium y Aspergillus en muestras de

trigo blando de Cérdoba y Lleida en la campafia 2011

Se analizaron 80 muestras mediante los ensayos de PCR especificos descritos en
las tablas 3 y 4, procedentes como ya se ha indicado de distintas parcelas de dos
localizaciones diferentes de Cdrdoba y Lleida, recogidas en dos momentos separados,
precosecha y post-cosecha. Tras dichos analisis, las especies representadas fueron las
siguientes: Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. graminearum, F. equiseti, F.
langsethiae, Aspergillus carbonarius, A. flavus y A. niger. Respecto a las especies de
Fusarium, en las muestras de Cordoba precosecha solo se encontraron F. verticillioides
y F. equiseti, en ambos casos en un bajo numero de muestras (15% y 5%
respectivamente). En Coérdoba post-cosecha F. proliferatum fue la especie con mayor
representacion (60%), aunque también se detectaron las otras cuatro especies de
Fusarium. En cuanto a las muestras de Lleida, F. graminearum fue la especie mas

abundante tanto en precosecha (55%) como en post-cosecha (95%), seguida por F.
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langsethiae y F. equiseti en ambos casos, asi como F. proliferatum en post-cosecha. En
cuanto a la contaminacion por especies del género Aspergillus, la especie A. flavus fue
la més representada en todos los casos. A. carbonarius aparecid solamente en las
muestras de Cordoba precosecha, y A. niger solamente en Lleida precosecha, en ambos
casos en un porcentaje bajo de las muestras (10%). En la figura 3 aparecen

representados estos resultados.

Como se puede observar en la figura 3, la contaminacion general es mayor en las
muestras post-cosecha que en las muestras precosecha. En ninguna de las muestras se
detectaron otras especies de Fusarium para las que también se realizaron los analisis de
PCR: F. culmorum, F. sporotrichioides, F. poae, A. parasiticus, A. steynii, A. ochraceus

y A. westerdijkiae.
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Figura 3. Porcentaje de muestras de trigo blando positivas a contaminacion flingica procedentes de
Cordoba y Lleida de los dos momentos estudiados mediante métodos moleculares: precosecha y post-
cosecha. No se indican el resto de especies estudiadas que no aparecieron representadas en las muestras.
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5.3.4. Datos integrados obtenidos de ambos métodos de identificacion de especies

micotoxigenas

Los resultados obtenidos mediante el método molecular y el método de
aislamiento tradicional, referentes al porcentaje de muestras de cereal positivas para
algunas de las especies de Fusarium mostraron que, de manera general, el método
molecular es mas informativo y sensible. Asi, el porcentaje de muestras positivas en
ambas regiones y momentos de recogida mostr6 valores mayores por el método
molecular, detectando especies que no pudieron ser recuperadas por el método
tradicional, como F. verticillioides, F. equiseti y F. langsethiae en el caso de Cordoba
(figura 4) y F. equiseti y F. langsethiae en las muestras de Lleida (figura 5). Esto podria
indicar la alta capacidad germinativa o de crecimiento miceliar que determinadas
especies podrian presentar frente a otras y la ventaja que supone la estrategia combinada

de ambas metodologias.
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Figura 4. Porcentaje de muestras de trigo blando positivas a contaminacion flingica procedentes de
Cordoba precosecha y post-cosecha identificadas mediante los analisis microbiolégicos tradicionales
(color verde) y los analisis moleculares de PCR (color azul). Se indican las especies identificadas de los
géneros Fusarium y Aspergillus.
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En cuanto a las especies del género Aspergillus, el analisis molecular fue mejor a
la hora de detectar la especie altamente toxigena A. flavus, asi como A. carbonarius. Sin
embargo, por este método s6lo se detectd A. niger en las muestras de precosecha de
Lleida, mientras que los analisis microbioldgicos tradicionales evidenciaron su
presencia también post-cosecha de Lleida y en precosecha de Cérdoba, esta ultima en

un alto porcentaje (38,47%) (figuras 4 y 5, tablas 6 y 7).
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Figura 5. Porcentaje de muestras de trigo blando positivas a contaminacion fangica procedentes de
Lleida precosecha y post-cosecha identificadas mediante los analisis microbiol6gicos tradicionales (color
verde) y los analisis moleculares de PCR (color azul). Se indican las especies identificadas de los géneros
Fusarium y Aspergillus.

5.3.5. Datos climatologicos

Los datos de temperatura media y humedad relativa media diaria, asi como los
datos de precipitacion (mm) de las estaciones de Santaella (Cérdoba) y Gimenells

(Lleida) aparecen en las figuras 6, 7 y 8.
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Figura 6. Datos de temperatura media diaria de Cordoba y Lleida desde el 1 de marzo hasta el momento
de la recogida del cereal (10 y 15 de julio respectivamente) de 2011.

Como se observa en la figura 6, la temperatura media diaria de Cordoba oscild
entre el 1 de marzo y el 10 de julio de 2011 entre los 7,4 y los 30,2°C, siendo la media
de 19,8°C. Por otro lado, la temperatura media diaria de Lleida oscil6 entre los 3,9 y los
26,8°C, siendo la temperatura media en este periodo de 17,1°C.
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Figura 7. Datos de humedad relativa media diaria (en porcentaje) de Cérdoba y Lleida desde el 1 de

marzo hasta el momento de la recogida del cereal (10 y 15 de julio respectivamente) de 2011.
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La humedad relativa diaria (figura 7) en Cordoba oscilo entre el 33 y el 95%. La
humedad relativa media en este periodo fue de 60,3 %. En Lleida, los datos de humedad

relativa diaria oscilaron entre el 43,8 y el 91,4%, siendo la media de 63,6%.
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Figura 8. Datos de precipitacion diaria (mm) de Coérdoba y Lleida desde el 1 de marzo hasta el

momento de la recogida del cereal (10 y 15 de julio respectivamente) de 2011.

La figura 8 muestra la precipitacion diaria en las dos regiones espafiolas. En
Cordoba se registraron como maximo 29,6 mm, mientras que en Lleida el maximo fue
de 36,9 mm.

5.4. Discusion

Las semillas son el punto de partida de la produccion. En todo cultivo es
imprescindible tener en cuenta la calidad de la semilla, y asi poder predecir el futuro
éxito de la cosecha. Para ello, sera necesario garantizar su Optima respuesta en campo
para que se produzcan plantas vigorosas que alcancen el méximo rendimiento. Una de
las principales caracteristicas a cuidar es la salud de estas semillas y la ausencia de
cualquier tipo de agente que impida su germinacion o que disminuya su desarrollo. Las
especies fungicas y bacterianas que contaminan los cultivos perjudican en gran medida

el crecimiento y desarrollo de estos, asi como su productividad.
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Desde el punto de vista de contaminacion bacteriana, en todos los casos se pudo
considerar despreciable, ya que en ningin momento superd valores de contaminacion
del 0,59% en el total de semillas analizadas. Sin embargo, la contaminacion por
especies fangicas presentd grandes diferencias, especialmente segin el momento de
recogida de las semillas. Las muestras recogidas directamente del campo (precosecha),
presentaron baja contaminacién fangica. En Lleida las semillas contaminadas por
hongos supusieron el 18,29% del total de las muestras estudiadas, mientras que en
Cordoba no superaron el 3%. Ademas, las semillas no mostraron en ningun caso
sintomas externos, por lo que desde el punto de vista fitopatologico, se podria
considerar que su salud es buena y que la semilla en campo germinara 6ptimamente. En
cambio, las muestras de ambas procedencias que fueron recogidas en momentos
posteriores a la cosecha, presentaron unos porcentajes de contaminacién fungica muy
elevados, superiores al 95% (Lleida 98,24%; Cordoba 96,82%), lo cual indicaria un

posible problema en el almacenaje del grano.

El diagnostico microbioldgico tradicional permitié  estudiar la flora
microbioldgica asociada al trigo blando. La mayoria de las especies fungicas detectadas
formando parte de la micoflora de las semillas analizadas son consideradas parasitos
oportunistas habituales en post-cosecha y almacenaje (Agrios, 1997). Sin embargo,
algunas de ellas son productoras de micotoxinas, y por tanto su presencia tiene una
mayor importancia. La distribucion de las especies contaminantes fue diferente segun la
procedencia y el momento de recogida, tanto en las especies fangicas en general, como

en las especies del género Fusarium en particular.

La especie méas abundante en las semillas analizadas por el método
microbioldgico tradicional fue Alternaria alternata en todos los casos, excepto en las
muestras de precosecha de Cordoba, donde supuso también un porcentaje apreciable
(21,81%), pero este fue superado por la especie Aspergillus niger, cuyo porcentaje fue
del 38,47% sobre el total de las especies flngicas detectadas. A. alternata se encuentra
normalmente en el aire, siendo considerado como uno de los hongos alérgenos
respiratorios mas importantes (Achatz et al., 1995). Ademas, se trata de una especie que
contamina frecuentemente los cereales ya que coloniza muy rapidamente la testa de la
semilla, ocasionado su ennegrecimiento y un ahogo que afecta a la germinacion.
Ademas disminuye la calidad de la semilla y de sus productos derivados,
principalmente la harina (Jurado, 2006; Mateo et al., 2004; Medina et al., 2006;
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Ramirez, 1982). Su rapida colonizacion puede reducir o impedir la contaminacion por
parte de otras especies de hongos, enmascarando los resultados de presencia fangica.
Ademaés, como ya se ha comentado en el capitulo 1.1.5 de la introduccion, produce
varios metabolitos de gran capacidad toxigena para humanos y animales, como el &cido
tenuazodnico, los alternarioles o las altertoxinas (Lacey y Magan, 1991; Medina et al.,
2006; Soldevilla et al., 2005). Su presencia es muy elevada en el sur de Europa y por
ello seria necesario elaborar normativas sobre los limites permitidos de estas toxinas, ya

que en la actualidad no se dispone de ellos (Bottalico y Logrieco, 1998).

Otro género detectado en abundancia por los métodos tradicionales fue
Penicillium, y mas concretamente P. italicum, que fue la tercera especie mas
contaminante en las muestras de Cdrdoba (3,93% del total de las muestras contaminadas
de esta localidad) y la quinta en las de Lleida (2,43% del total de muestras
contaminadas). Esta especie fungica, conocida como el moho azul, es un agente post-
cosecha importante, si bien determinadas condiciones de almacenaje pueden favorecer
su desarrollo directamente sobre la planta en el siguiente afio de cultivo (Plaza et al.,
2003; Tuset, 1987). Entre el resto de especies con presencia tipica en almacenaje y
detectadas gracias al analisis microbioldgico tradicional destacan Cladosporium
herbarum, Stemphylium botryosum, Trichoderma viride, Sporothrix spp.,
Aureobasidium pullulans, Trichotecium reseum o Epiccocum nigrum entre otras. Estas
especies solo representan un problema en casos de cantidades de micelio suficientes
para contaminar grandes lotes de semillas. Sin embargo, este no es el caso, ya que en las
muestras estudiadas aparecen en porcentajes reducidos. La capacidad de estos hongos
de soportar las temperaturas y actividades de agua propias del almacenaje les confiere la
capacidad de llegar a ser problematicos por la contaminacion que producen en el grano
(Palazon y Palazon, 1996).

Los diagnosticos moleculares junto con los microbioldgicos tradicionales,
permitieron la deteccidén e identificacion de una serie de especies de Fusarium y
Aspergillus toxigenas asociadas al trigo. Sin embargo, si comparamos los resultados
obtenidos mediante los dos métodos observamos que el molecular fue de manera
general mas informativo. Gracias a este método se detectaron especies que no pudieron
ser recuperadas por el método tradicional como F. verticillioides, F. equiseti, F.
langsethiae, A. flavus y A. carbonarius (figuras 4 y 5). Sin embargo, la especie A. niger

solo pudo ser detectada en los casos de Cordoba precosecha y Lleida post-cosecha
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mediante los métodos de siembra tradicionales. Estas diferencias en la deteccion de
especies por los dos métodos podrian deberse a una presencia minima de la especie en
las muestras de partida que las hace indetectables, o bien que determinadas condiciones
favorezcan la germinacion de ciertas especies antes que otras, las cuales pueden ser

enmascaradas.

En el caso del género Aspergillus y conjugando los resultados ofrecidos por
ambos métodos, las especies mas representadas fueron A. flavus, A. niger y A.
carbonarius. La contaminacion de cereales por especies del género Aspergillus esta
muy extendida, y se da principalmente durante el almacenamiento del cereal y durante
el procesado de este (Comision Europea, 2003; Ozay et al., 2008; Riba et al., 2008). Se
trata de especies productoras de micotoxinas: A. flavus sintetiza aflatoxinas y A. niger y
A. carbonarius sintetizan OTA. La contaminacién de los cereales por estas dos toxinas
es un serio problema mundial, ya que presentan un amplio rango de efectos toxicos. Los
porcentajes de presencia detectados en los analisis, los cuales llegan a alcanzar el 38%,
denotan la importancia de realizar controles fitopatol6gicos mas exhaustivos. Ademas
de estas especies, algunas otras del género Penicillium también pueden sintetizar OTA,
como por ejemplo P. verrucosum, y esta podria estar incluida en las muestras detectadas
como Penicillium spp. La presencia de A. flavus y A. carbonarius ya habia sido
detectada en estudios previos en precosecha (Gonzalez-Jaén et al, 2008). Por otra parte,
en post-cosecha, también se habia detectado en cebada la presencia de A. steynii (Mateo
et al. 2004). Estas tres especies de Aspergillus contienen cepas muy productoras de
toxinas, de modo que aunque su presencia no sea muy destacable en términos
comparativos con otras especies, pueden ser responsables de niveles elevados de toxina

en muestras en las que su masa fungica es escasa.

Las condiciones ambientales, principalmente la temperatura y la humedad
(tablas de climas), son factores clave del crecimiento y la produccion de toxinas de las
especies fangicas. Los datos climatoldgicos de las estaciones de Santaella (Consejeria
de Agricultura, Pesca y del Medio Rural; Junta de Andalucia) y de Gimenells (Ruralcat;
Generalitat de Catalunya) difieren en estos dos aspectos. Durante el periodo de floracion
del cereal en el campo hasta su recogida (Marzo 2011-Julio de 2011) las temperaturas
medias oscilaron entre los 7,4°C y los 30,2°C en Cordoba (temperaturas minima y
méaxima en este periodo de 0,4°C y 38,8°C respectivamente), mientras que en Lleida

estuvieron entre los 3,9°C y los 26,8°C (temperaturas minima y maxima de este periodo
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de -1,3°C y 37,3°C respectivamente) (figura 6). En ambos casos, durante los meses de
abril y mayo se alcanzaron temperaturas de 20-25°C, Optimas para el crecimiento
fangico. Sin embargo, en cuanto a la disponibilidad de agua, los valores de humedad
relativa en Lleida son mucho maés estables que en Cordoba, donde la humedad relativa
varia en mayor medida (figura 7). Teniendo en cuenta estos datos, las condiciones de
Cordoba serian més extremas en cuanto a temperatura y a actividad de agua que las de
Lleida, favoreciendo en este ultimo caso en mayor medida la presencia fungica. Esto se
refleja en los datos de contaminacion general, donde el porcentaje de semillas

precosecha contaminadas por hongos es mayor en Lleida que en Cérdoba (tabla 5).

Las especies del género Fusarium aparecen muy representadas en los analisis
realizados. Una de las principales especies detectadas fue F. graminearum, apareciendo
en un 60% de las muestras analizadas de Cordoba post-cosecha por los métodos
moleculares, y en un 55% y 95% de las muestras de Lleida pre y post-cosecha
respectivamente. Se trata de un patdgeno caracteristico de las regiones mediterraneas
con temperaturas templadas y humedad elevada. Como hemos comentado, estos
requerimientos ambientales pueden ser los responsables de las diferencias en la
distribucion de este patdgeno en las muestras de Cordoba y Lleida precosecha, ya que
en Cordoba, con condiciones mas extremas, esta especie aparece en un porcentaje bajo
(15%). Ademaés, F. graminearum puede coexistir con otras especies de Fusarium
productoras de fumonisinas, debido a que comparten hospedador. La tasa de
crecimiento de F. graminearum es mucho mayor que la de especies como F.
verticillioides o F. proliferatum con las que coexiste, por lo que su crecimiento sera mas
acusado excepto en condiciones ecofisiologicas que favorezcan en mayor medida a las
otras especies, es decir temperaturas extremas y menos disponibilidad de agua, como se

ha descrito en el capitulo 2.

F. proliferatum, y en mucha menor medida F. verticillioides, presentan como
hospedador principal el maiz. Sin embargo, la contaminacion por parte de estas dos
especies productoras de fumonisinas puede ser considerada como algo caracteristico de
los cereales de grano pequefio espafioles (Jurado et al., 2006a). Estas especies estan
adaptadas a temperaturas calidas y a niveles bajos de humedad. Por ello, su presencia en
las muestras cordobesas es mucho mayor que en las procedentes de Lleida, donde F.
verticillioides no ha sido detectado y la contaminacion por F. proliferatum supone sélo

un 10%. En este caso, el clima leridano con temperaturas menos extremas y humedad
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mas alta favoreceria la colonizacion por F. graminearum como hemos comentado
anteriormente. Aunque el porcentaje de presencia de estas especies en las muestras de
Cordoba puede considerarse elevado, sobre todo de F. proliferatum que alcanza un
60%, estudios previos han descrito que su capacidad productora de fumonisinas es
menor en trigo que en su hospedador principal, el maiz, por lo que el riesgo de
contaminacion por estas toxinas seria menos preocupante en trigo (Logrieco et al.,
2003; 2007; Marin et al., 1999).

Las otras dos especies toxigenas detectadas fueron F. equiseti y F. langsethiae,
principalmente en las muestras de Lleida, alcanzando F. langsethiae un 25% y un 60%
en las muestras de Lleida pre y post-cosecha respectivamente. Estas dos especies son
patdégenos comunes en Europa, de regiones del norte y sur, con perfiles ecofisiol6gicos
amplios (Marin et al., 2015; Medina et al., 2004), mas compatibles con las condiciones
tipicas de F. graminearum. En el caso de F. equiseti, corresponderia a una poblacion o
especie tipica del sur de Europa y bien caracterizada (Marin et al., 2012). La poblacién
de F. equiseti es capaz de producir varias toxinas, entre las que destacan los tricotecenos
tipo A y B (Marin et al., 2012). F. langsethiae ha sido aislado de diferentes cereales
contaminados del norte y el centro de Europa (Torp y Adler, 2004; Torp y Nirenberg,
2004) y su presencia en el sur de Europa esta siendo estudiada actualmente, habiéndose
descrito en Italia (Infantino et al., 2007). Presenta las caracteristicas morfolégicas de F.
poae y el perfil metabdlico de F. sporothrichioides (Torp y Nirenberg, 2004; Schmidt et
al., 2004; Thrane et al., 2004; Wilson et al., 2004; Yli-Mattila et al., 2004; 2008) y no
causa ningun sintoma visible en las plantas contaminadas, por lo que su deteccion se
hace complicada, aunque se trata de una especie a tener en cuenta ya que produce altos

niveles de tricotecenos tipo A, en particular T-2 y HT-2.

Considerando todos estos resultados, cabe concluir que los factores climaticos y
ambientales contribuyen de forma esencial al patron de micobiota que presenta el trigo,
y que este patron presenta diferencias marcadas entre el momento de la floracion y
cosecha. Esa micobiota acompafiante, no toxigena, puede estar influyendo sobre el
crecimiento de la micobiota toxigena y produccion de toxinas, aspecto que no ha sido
aun bien estudiado. Es destacable la diferencia en valores de biodiversidad de la
micobiota que puede reflejar o incluso jugar un papel importante en el control de las
especies patdgenas mas agresivas. EI método de identificacion por PCR sin duda pone

de manifiesto la amplia distribucion de las principales especies toxigenas, algunas de
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ellas apenas descritas en cereales, que aunque con diferente incidencia, coincide con las
condiciones halladas en los estudios in vitro. Ademads, permite su deteccion en
momentos tempranos (precosecha) que no consiguen los métodos tradicionales.
Especial atencion merece el incremento de A. flavus, sefialado por distintos autores
(Miraglia et al., 2009) que se atribuye en gran medida a que sus condiciones éptimas
son compatibles con las previstas para los escenarios de cambio climatico en el sur de
Europa (aumento de las temperaturas y estrés hidrico). Los resultados obtenidos podrian
apoyar que se esta produciendo un desplazamiento de las especies y diferencias en la
capacidad de competir entre ellas. La estrategia de analisis utilizada puede ser de gran
ayuda en el diagnostico, prevencion y control de hongos toxigenos en las condiciones

de cambio climatico previstas.
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Capitulo 6. Discusion general

Las especies del género Fusarium estan entre los patdgenos vegetales que mas
pérdidas econdmicas causan alrededor del mundo. En particular, afectan a especies
agroalimentarias cruciales, como es el caso de los cereales, en los que reducen la
produccion y la calidad de la cosecha. También ponen en riesgo la seguridad
alimentaria, amenazando la salud humana y animal debido a su contenido en
micotoxinas. Por estos motivos se producen enormes pérdidas econémicas, como por
ejemplo, en EEUU, donde estas pérdidas se traducen en miles de millones de délares
anuales (Wu, 2007).

La identificacion, caracterizacion y el estudio en profundidad de la biologia de
las especies de este género y de la biosintesis de las toxinas que producen, se convierte
en un factor clave para disminuir los efectos perjudiciales descritos (Wu, 2014). Para
ello, se hacen necesarias diversas técnicas que proporcionen la maxima informacién
posible sobre las especies estudiadas. Los andlisis epidemioldgicos, filogenéticos vy el
estudio de los factores ecofisiol6gicos que determinan el crecimiento y la sintesis de
micotoxinas por parte de estas especies, son elementos clave a la hora de elaborar las

estrategias de prevencion y control adecuadas para cada una de ellas.

Este proyecto de Tesis Doctoral se ha centrado en las principales especies
productoras de fumonisinas del FFSC: F. verticillioides, F. proliferatum y F. fujikuroi.
Estas tres especies son importantes patdgenos de los cultivos de cereales de nuestro
pais, destacando el trigo y la cebada, el maiz y el arroz, en orden decreciente de
importancia. En el caso de F. verticillioides y F. proliferatum, existen herramientas de
diagnostico especifico y de analisis de la regulacion de la biosintesis de fumonisinas
disponibles. Sin embargo, para F. fujikuroi no se contaba con las herramientas
equivalentes. En esta Tesis se analizaron por primera vez en profundidad diversas cepas
de esta especie, llevando a cabo su caracterizacion y desarrollando las herramientas
necesarias para estudiar la expresion relativa del primer gen de la ruta de sintesis de
fumonisinas de esta especie (FUM1). Ademas, se midid la capacidad potencial de
produccion de esta toxina por parte de F. fujikuroi, que se pensaba baja, demostrando
gue probablemente se subestima y que deberia ser tenida mas en cuenta y estudiada en
profundidad.
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El protocolo de deteccion y cuantificacion de la expresion relativa del gen
FUM1 de F. fujikuroi mediante RT-PCR a tiempo real desarrollado en esta Tesis, se
basa en el elaborado para F. proliferatum (Jurado et al., 2010). Con la puesta a punto de
este método se obtiene una herramienta Gtil e importante a la hora de estudiar el gen
FUML1 en esta especie. Los resultados mostraron la expresion relativa de dicho gen en
todas las cepas productoras de fumonisinas, ademas de otras que no sintetizaron la
toxina. Esto puede deberse a distintas causas, como por ejemplo una produccion de
fumonisinas muy baja, un mal transporte de la toxina hacia el exterior de la célula, falta
de funcionalidad de otros genes de la ruta o la desviacion de intermediaros de la sintesis
de fumonisinas hacia otras rutas de sintesis de diferentes metabolitos secundarios
producidos también por esta especie (Proctor et al., 2010; Stankovic et al., 2007;
Wiemann et al., 2013).

El estudio filogenético separ6 en dos grupos las cepas de F. fujikuroi y las de F.
proliferatum, especies muy proximas genéticamente y practicamente indistinguibles a
nivel morfoldgico (Leslie y Summerell, 2006). F. fujikuroi present6 una variabilidad
intraespecifica muy baja, independientemente del hospedador o el origen geografico.
Esta escasa variabilidad contrasta con F. proliferatum, donde los valores son mucho
mayores. Aungue algunos autores defienden la relacion de ciertos grupos de cepas con
el hospedador, otras evidencias no lo apoyan (Jurado et al., 2010; Stepien et al., 2013).
Los resultados de variabilidad intraespecifica reducida de F. fujikuroi serian mas
semejantes a lo que sucede con F. verticillioides, especie que también aparece muy
ligada a un hospedador: el arroz en el caso de F. fujikuroi, el maiz para F.
verticillioides. En ambos casos, la presencia de los dos idiomorfos de apareamiento
permitiria justificar la existencia de reproduccion sexual en las poblaciones naturales
(Mirete et al., 2004). La variabilidad genética y la estructura poblacional son dos
aspectos esenciales en la respuesta a los tratamientos de control (Jurado et al., 2010).
Ademas, se ha observado que la capacidad de producir fumonisinas por F. fujikuroi no
es nada despreciable, y ello justificaria un seguimiento futuro. Las herramientas

desarrolladas en este trabajo basadas en RT-PCR a tiempo real serian de gran ayuda.

F. verticillioides y F. proliferatum son especies caracteristicas de regiones
templadas y estan descritas como los principales patdgenos del maiz, productores de
fumonisinas (Desjardins et al., 2007). Existe abundante informacion sobre estas dos

especies, sin embargo en este trabajo de Tesis se ha tratado de completar el perfil
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ecofisiolégico de F. verticillioides y F. proliferatum, determinando patrones de
crecimiento y de expresion de los genes de biosintesis de fumonisinas en condiciones
tipicas de escenarios de cambio climatico futuro (valores de temperatura y estrées hidrico
elevados). Ademas, se ha determinado la influencia del sustrato (cebada, maiz y trigo)
sobre ambos parametros, crecimiento y biosintesis de fumonisinas, teniendo en cuenta
la temperatura y el estrés hidrico, ya que son los factores que se consideran méas
importantes. Como ya se ha comentado, F. proliferatum tiene un rango mucho mas
amplio de hospedadores que F. verticillioides, si bien ambas especies pueden colonizar
otros cereales de grano pequefio como el trigo o la cebada (Chehri et al., 2010;
Desjardins et al., 2000; Tan¢i¢ et al., 2012). Las dos especies presentan una distribucion
muy amplia en los cereales de la geografia espafiola (Jurado et al., 2006b; 2010), lo cual
coincide con los resultados obtenidos en este trabajo en los cuales el crecimiento
fangico de estas dos especies se dio en un amplio rango de condiciones permisivas,

tanto en medio sintético, como en los medios de extracto de cereales.

Tanto F. verticillioides como F. proliferatum fueron capaces de crecer a
temperaturas entre 15 y 35°C y con un estrés hidrico elevado. Esta permisividad a un
amplio rango de condiciones ambientales explicaria la incidencia de estas especies
sobre cereales que soportan condiciones climaticas con periodos alternos de lluvia y
sequia con altas temperaturas (Cavaglieri et al., 2009; Desjardins et al., 2000: 2007; De
Souza y Fomento, 2004). Las fases finales del cultivo se dan durante los meses de abril-
junio, los cuales se caracterizan por temperaturas templadas y lluvias, condiciones

Optimas que favorecen el establecimiento de estas especies de Fusarium.

Ademas de la temperatura y el potencial hidrico, el hospedador es otro de los
factores importantes que influyen en el establecimiento de una determinada especie
fangica sobre un cereal concreto, asi como sobre su crecimiento y la sintesis de toxinas.
En esta Tesis se ha comprobado el efecto significativo de estos tres factores. El estudio
de ellos y sus interacciones permite estimar la distribucion de estas especies de
Fusarium a nivel geografico, y de esa manera prever también el riesgo asociado a las
micotoxinas que producen. Las cepas estudiadas de F. verticillioides y F. proliferatum
crecieron mejor en el medio de cebada, seguidas del medio de maiz y trigo, lo cual pudo
ser debido a la fuente de carbono, en este caso el almidon, disponible para el hongo. Los
niveles de almidon son mayores en cebada, maiz y por Gltimo en trigo (Bluhm y

Woloshuk, 2005; Roussos et al., 2006). Hay que tener en cuenta la fuente de carbono
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que ofrece el hospedador a la hora de evaluar el crecimiento del hongo en el campo, con

el fin de tener una estimacién lo mas correcta posible de la presencia fangica.

En cuanto a la capacidad productora de toxinas de estas dos especies, esta se
analizé mediante el analisis de expresion del gen FUM1, primer gen de la ruta de
biosintesis de fumonisinas, ya que se ha demostrado una correlacién positiva entre la
cantidad de toxina producida y los niveles de expresion de dicho gen (Lépez-Errasquin
et al., 2007). El patron de expresion de este gen resulto diferente entre las dos especies:
mientras que F. verticillioides presentd expresion relativa del gen en todas las
condiciones probadas, F. proliferatum mostrd expresion solamente en las condiciones
consideradas 6ptimas (25°C y -2,8 MPa). Esto demuestra diferencias en el patron de
micotoxinas de las dos especies, las cuales ya habian sido observadas con anterioridad.
Por ejemplo, Marin et al. (2010b) describieron también un mayor efecto represor de la
expresion del gen FUML1 al aumentar el del estrés hidrico en F. proliferatum que en F.
verticillioides. Estas diferencias que deberan ser tenidas en cuenta a la hora de evaluar
la posibilidad de contaminacion por fumonisinas de los cultivos. Temperaturas medias y
un ligero estrés hidrico provocan la mayor expresion del gen FUM1 en las dos especies.
Estas condiciones ademas permiten un aumento constante de la tasa de crecimiento, por
lo que se esperaria una acumulacion de toxinas. Al aumentar el estrés hidrico a valores
de -7,0 MPa disminuirian tanto el crecimiento como la sintesis de toxinas en ambas
especies. En estos casos, la biomasa fungica seria un indicativo de contaminacién por

fumonisinas.

En el capitulo 4 de este trabajo se determind la eficacia de un componente
antifangico convencional, el benomilo, sobre los mismos dos parametros en F.
verticillioides, siguiendo una estrategia similar a la anterior e incluyendo los dos
factores ambientales habituales ya mencionados. Tradicionalmente, la eficacia de los
antifngicos se ha medido so6lo por su capacidad reductora del crecimiento del hongo;
sin embargo, es necesario evaluar su efecto también sobre la sintesis de fumonisinas de
las especies flngicas, evaluando también el efecto de los factores analizados de
temperatura y potencial hidrico. EI benomilo es un fungicida muy empleado en campo
en algunos paises, que pertenece al grupo de los azoles. En primer lugar se calcularon
las dosis letales LDsy y LDgy de benomilo, con el objetivo de conocer las
concentraciones de fungicida que afectan a F. verticillioides en concreto. Estas

concentraciones fueron 0,93 y 3,30 ppm respectivamente. A continuacion, se evalud el
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efecto de estas dosis de benomilo sobre el crecimiento de F. verticillioides y sobre la
expresion del gen FUM1 vy, en este caso, se estudié también el gen FUM19, el cual
codifica para un transportador tipo ABC (ATP-binding cassette) involucrado en el

transporte de las fumonisinas hacia el exterior (Proctor et al., 2003).

Los graficos de crecimiento mostraron que la eficacia de este fungicida se vio
muy comprometida por las condiciones ambientales. La aplicacion del fungicida redujo
la tasa de crecimiento de F. verticillioides, aunque la eficacia de éste se vio afectada por
la temperatura y sobre todo por el potencial hidrico. Las dosis LDsg y LDy de fungicida
aplicadas en las condiciones optimas del crecimiento fungico (25-30°C y -0,7 MPa) si
lograron la reduccion esperada, mientras que al alejarse de estos valores de crecimiento
Optimos, el fungicida comenzo a perder eficacia, llegando a perder su eficacia en las
condiciones menos favorables de crecimiento flngico. Resultaria recomendable por
tanto reducir la aplicacién del fungicida en las condiciones de mayor eficacia,

reduciendo asi el dafio al entorno y disminuyendo el coste econémico.

En general, el benomilo redujo la expresion del gen FUM1, aungue dependiendo
en gran medida de las condiciones ambientales. Por ejemplo, a 20°C y -0,7 MPa se
observo una leve, aunque significativa, induccion relativa de la expresion de este gen al
afiadirsele la dosis de LDso. Marin et al., (2013) llevaron a cabo un estudio en las
mismas condiciones con el fungicida tebuconazol. Este agente antifungico reveld
efectos diferentes en cuanto a la expresion del gen FUML, ya que produjo su induccién
a-2,8 MPay 25-35°C al afiadir la dosis de LDsg, y a -2,8 MPa 'y 25-30°C con la dosis de
LDgo. En este sentido, la eficacia del benomilo seria mayor, ya que el tebuconazol
induciria la sintesis de fumonisinas en una mayor variedad de condiciones ambientales.
El segundo gen estudiado, el gen FUM19, mostré un patrén de expresion génica similar
al del gen FUML1, y se observo una correlacion positiva entre los dos genes que ya habia
sido observada en estudios anteriores (Lopez-Errasquin et al., 2007; Proctor et al.,
1999; 2003). No se observo induccién de FUM19 en ninguno de los tratamientos en que
se afiadié benomilo, lo cual podria sugerir que este gen no esta implicado en la respuesta

al estrés que se da en presencia del fungicida.

El benomilo mostrd una eficacia elevada en la reduccién tanto del crecimiento
como de la sintesis de fumonisinas y, por tanto, estos resultados lo consideran efectivo

para el control fngico, siempre teniendo en cuenta las diferentes respuestas del hongo
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al estres ambiental. Como hemos comentado, existen determinadas condiciones
ambientales y de concentracion del fungicida en las cuales se favoreceria la produccion
de la toxina. ElI aumento de la toxina acompafiada de una reduccion en la tasa de
crecimiento fungica daria lugar a una acumulacion de fumonisinas sin aumento de la
masa fungica, tendiendo la cantidad de fumonisinas acumuladas a ser superior que la
biomasa del hongo. En estos casos, la aplicacion del benomilo seria poco eficaz y no
aconsejable desde un punto de vista ambiental. Estos datos resaltan la importancia de
elegir el fungicida adecuado frente a la especie a controlar, pero también la de tener en

cuenta que su eficacia podria estar comprometida segun las condiciones ambientales.

Por ultimo, en el capitulo 5, se ha realizado un estudio de la distribucion de la
micobiota toxigena y acompafiante en trigo blando, analisis que forma parte de un
estudio mas amplio que se lleva realizando en cereales por nuestro grupo de
investigacion desde hace tiempo, orientado a hacer un seguimiento en el contexto del
cambio climatico. Los estudios epidemiologicos ofrecen informacion interesante acerca
de la distribucion real de las especies que contaminan los cultivos; combinando el uso
de métodos microbioldgicos tradicionales y técnicas moleculares se obtiene informacién
valiosa sobre la micobiota que presenta un cultivo en una zona geogréafica concreta. En
esta Tesis se han analizado las mismas variedades de trigo blando, cultivadas en las
mismas condiciones, en dos localidades de regiones climatoldgicas diferentes, Santaella
(Cordoba) y Gimenells (Lleida). La contribucién de las técnicas de diagnostico
molecular permitieron la identificacion precisa de las especies fitopatogenas de
Fusarium presentes, completando asi los resultados obtenidos por métodos tradicionales
de una manera rapida y especifica, ya que algunas de ellas no fueron detectadas por el
cultivo tradicional de especies fungicas. Los andlisis detectaron que la distribucion de
especies fue diferente en cada zona geogréafica y segun el momento de recogida del
grano. Las muestras de precosecha presentaron niveles muy bajos de contaminacion
fangica, mientras que mas de un 95% de las muestras post-cosecha de ambas
localidades resultaron contaminadas, lo cual puede sefialar un grave problema en el
almacenaje de las muestras, donde se producirian condiciones ambientales optimas para
la proliferacion de hongos. Estos niveles elevados de contaminacion fangica fueron ya
descritos en trigo cultivado en Andalucia en 2004 (Jurado et al., 2006a), donde el
porcentaje de muestras contaminadas fue del 72,85%, o en trigo de Castilla y Leon de la

campana de 2006 que presento un 100% de las muestras contaminadas.
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Existen diferencias entre las dos localidades espafiolas, tanto en la composicién
como en la diversidad de las especies contaminantes. La riqueza especifica es mayor en
Cordoba que en Lleida (2,01 y 1,59 respectivamente), siendo 11 las especies comunes
encontradas en las dos localidades. Las muestras de Cordoba post-cosecha presentan la
riqueza especifica mas alta (1,89), mientras que la méas baja es la de las muestras de
Cordoba precosecha (0,92). Sin embargo en cuanto a la diversidad, esta es inversamente
proporcional, presentando mayor diversidad las muestras precosecha de las dos
localidades (0,741 y 0,692 Cordoba y Lleida respectivamente), las cuales si bien
presentan menor riqueza especifica, ninguna de sus especies muestra una dominancia
clara. En el caso de las muestras post-cosecha, Alternaria alternata es la especie
dominante, lo cual coincide con estudios previos (Soldevilla et al., 2005). Esta especie
debe ser tenida en cuenta ya que es ampliamente toxigena, y el alto grado de
contaminacion por su parte puede suponer problemas en los productos derivados de

estos cereales contaminados.

La composicion de la micobiota es dindmica y varia teniendo en cuenta factores
como la temperatura y la humedad ambiental, y otros propios de la semilla como la
actividad de agua disponible o la cantidad de ciertos nutrientes, que van disminuyendo y
aumentando respectivamente durante el proceso de maduracion de la semilla. Asi, en el
hospedador, la cantidad de almiddn varia segun la fase de maduracion de este. Por
ejemplo, en el maiz, los niveles de almidon en la semilla son diferentes segun la fase en
que se encuentre el grano: presenta un 12% de almidon en la fase de ampolla, un 20%
en la fase de grano lechoso, un 58% en grano pastoso y un 70% en grano dentado.
Estudios previos demostraron que el crecimiento de F. verticillioides fue mas rapido en
la fase de grano pastoso, donde el contenido de almidon es elevado (Bluhm y
Woloshuk, 2005). En fases més tardias, la disminucion de la actividad de agua
disponible en la semilla junto con la disminucién de la humedad caracteristica de los
veranos que acompafia la maduracion, favorece especies fungicas mas xeréfilas. En este

caso, especies de Aspergillus.

La fase de precosecha elegida para el andlisis es aun una fase temprana, de
grano lechoso, pero en la que ya se detectan mediante el andlisis por PCR algunas
especies que solo alcanzan cantidad suficiente para su aislamiento en las muestras post-
cosecha. Por otro lado, resulta interesante como otras especies detectadas del mismo

modo no se aislaron en semillas post-cosecha. Dos hipotesis alternativas podrian
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explicar este hecho. La primera seria de tipo metodologico, pues las tasas de
crecimiento de las distintas especies en los medios de cultivo y condiciones utilizados
pueden favorecer a unas especies frente a otras, produciendo valores relativos que no
reflejan la situacion de contaminacion real de las semillas. La segunda hipétesis se basa
en la capacidad de la micobiota presente para modular el crecimiento (y la produccion
de toxinas) mediante las interacciones entre si y la competencia por los nutrientes. La
diferente composicion de la micobiota entre las dos localidades podria ser indicativo de
la existencia de interacciones distintas en ese complejo micobiota-hospedador en ambas

regiones.

Las condiciones favorables de alguna de las especies toxigenas mas virulentas o
dominantes (como es el caso de F. graminearum y A. flavus) pueden desequilibrar las
interacciones del complejo vy, si se mantienen, derivar en un aumento significativo del
riesgo a niveles inadmisibles. En términos de riesgo, las principales especies toxigenas
detectadas en funcion de su mayor presencia y gravedad son A. flavus, A. niger y F.
graminearum, esta Ultima especie es caracteristica de las regiones mediterraneas con
humedad elevada, y estuvo muy presente en las muestras de Lleida. En Cérdoba sin
embargo las especies mas abundantes fueron F. verticillioides y F. proliferatum,
productoras de fumonisinas y capaces de soportar temperaturas mas elevadas y menor
disponibilidad de agua. Entre las especies encontradas, algunas requieren una mayor
vigilancia, como por ejemplo F. langsethiae o A. carbonarius. Esta Gltima ha sido
detectada solamente en un 10% de las muestras de Cérdoba precosecha, mediante
métodos moleculares. Sin embargo, se trata de una especie peligrosa por su produccion
de OTA, llevada a cabo casi por el 100% de las cepas de esta especie (Perrone et al.,
2006). En estudios previos también se detectd A. carbonarius en porcentajes no muy
elevados (20% en cebada y trigo blando de Castilla y Ledn, campafia 2006) (Gonzélez —
Jaén et al., 2008). Otras especies como la ya mencionada Alternaria alternata, o
Penicillium italicum, deberian también ser objeto de atencion por su elevada
proporcion. La region de Lleida presentaria, de acuerdo con nuestro estudio, un mayor

riesgo y por lo tanto, requeriria una mayor vigilancia y control.

En resumen, teniendo en cuenta el cambio climatico y los escenarios previstos
en las regiones mediterraneas (temperaturas elevadas y niveles de estrés hidrico altos,
especialmente en verano) se puede predecir que, a la vista de los resultados de esta

Tesis, se espera que las especies objeto de estudio continden presentes en futuros
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escenarios, si bien es posible que se esté produciendo un desplazamiento de las especies
toxigenas y la flora acompafiante. Las condiciones esperadas como resultado del cambio
climatico actual supondrian cambios en las tasas de crecimiento y en su sintesis de
toxinas, y por tanto su desplazamiento y en consecuencia, un cambio en su distribucién
(Miraglia et al., 2009). Las temperaturas mas elevadas (35 y 40°C) no supondrian un
riesgo, ya que el crecimiento fungico se reduce en gran medida y no hay sintesis de
toxinas. Sin embargo, una fase previa con temperaturas y niveles de estrés hidrico mas
moderados, estimularian el crecimiento, asi como la sintesis de fumonisinas. Ademas,
este cambio en las condiciones climaticas podria reducir la eficacia de los antifungicos
utilizados contra el crecimiento de hongos patdgenos y toxigenos, ocasionando un
impacto negativo adicional en la seguridad alimentaria especialmente al suministrar

dosis menores de las letales.
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1. En el estudio de las cepas de Fusarium aisladas de arroz de Filipinas se vio
una presencia mayoritaria de la especie F. fujikuroi (82,05%). Estas cepas
presentaron ambos tipos de apareamiento, en una relacion aproximada de los
idiomorfos MAT1-MAT2 de 1:2, sugiriendo la posibilidad de reproduccion

sexual.

2. El andlisis filogenético de las poblaciones de F. fujikuroi analizadas
demuestra una variabilidad intraespecifica muy baja por parte de estas cepas.
Todas las cepas de esta especie se incluyeron en un grupo,

independientemente de su origen geografico o de su hospedador.

3. El porcentaje de cepas de F. fujikuroi capaces de producir fumonisinas fue del
40,62%. Este valor, sumado a los niveles elevados de sintesis de algunas de
las cepas, indica que la capacidad potencial de produccion de estas toxinas por

parte de esta especie esta, probablemente, subestimada, y deberia ser revisada.

4. El protocolo de RT-PCR a tiempo real para deteccién y cuantificacion de la
expresion relativa del gen FUM1 en F. fujikuroi desarrollado se relaciona
positivamente con la produccion de fumonisinas, y podria ser utilizado
eficazmente en la determinacion del riesgo potencial de cepas de esta especie,

asi como en estudios de regulacién y evaluacién de tratamientos de control.

5. Las especies productoras de fumonisinas F. verticillioides y F. proliferatum
presentaron crecimiento fangico en un amplio rango de temperaturas y
potenciales hidricos. Las condiciones optimas de crecimiento fueron 25-30°C
y -0,7 MPa. Temperaturas y niveles de estrés hidrico mas extremos (35°C y -
7,0 MPa) redujeron la tasa de crecimiento. A 40°C no se detectd crecimiento

de ninguna de las dos especies.

6. La influencia del sustrato en F. verticillioides y F. proliferatum fue similar.
Las dos especies estudiadas presentaron una tasa de crecimiento mayor en el

medio de extracto de cebada, sequido del medio de extracto de maiz y por
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10.

11.

altimo el de trigo. F. verticillioides presentd una tasa de crecimiento algo

mayor que F. proliferatum en las mismas condiciones.

Sin embargo, el sustrato influyd de manera diferente en las dos especies en
cuanto a sintesis de toxina. F. verticillioides presentd expresion significativa
del gen FUML1 en todas las condiciones probadas, siendo el medio de extracto
de maiz el que mostré los niveles mayores de expresion génica. Sin embargo,
F. proliferatum, presentd expresion de este gen solamente en cebada y trigo a
25°C y -2,8 MPa, siendo el medio de maiz el que mostré los valores de menor

expresion del gen FUM1.

El benomilo mostrdé una eficacia elevada en la reduccion del crecimiento
fangico. Las dosis letales LDsg y LDgy de benomilo para F. verticillioides
fueron de 0,93 y 3,30 ppm respectivamente. La aplicacion del fungicida
redujo la tasa de crecimiento cuando se aplicé en condiciones éptimas de
crecimiento fungico (25-30°C y -0,7 MPa). En condiciones ambientales
marginales, especialmente de estrés hidrico elevado, la eficacia de este se

redujo dréasticamente.

El benomilo fue también eficaz en la reduccion de la sintesis de fumonisinas.
Este fungicida redujo la expresion del gen FUM1 en general, aunque a 20°C y
-0,7 MPa se observo expresion de este gen al ser afiadida la dosis LDsp. Estas
dosis subletales de fungicida suponen por tanto un riesgo, ya que no reducen

por completo el crecimiento fungico y ademas estimulan la sintesis de toxinas.

El gen FUM19 mostrd un patrén de expresion génica similar al del gen FUM1
en todas las dosis de fungicida. No se observé induccién de este gen a ninguna
de las dosis de aplicacion del fungicida, por lo que se concluye que el gen
FUM19 transportaria so6lo fumonisinas, sin intervenir en el transporte del

fungicida.

La micobiota asociada a trigo primavera en Cérdoba y Lleida presentd una
distribucion diferente en precosecha y post-cosecha. Los indices de riqueza
especifica fueron mayores en Coérdoba post-cosecha, Lleida precosecha,

Lleida post-cosecha y por Gltimo Cérdoba precosecha. Sin embargo, debido a
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12.

13.

14.

15.

la gran dominancia que mostraron ciertas especies, la diversidad fue mayor en
las muestras de Cérdoba y Lleida precosecha (0,741 y 0,692 respectivamente),
alrededor de dos veces la diversidad de las muestras de Lleida y Cérdoba

post-cosecha (0,363 y 0,350 respectivamente).

El patrén de distribucion de las especies toxigenas de riesgo detectadas, y con
ellas las toxinas de riesgo, presentd diferencias en ambas regiones. En
Cordoba, las especies mas representadas fueron A. niger, Alternaria alternata
y P. italicum en las muestras precosecha, y A. alternata, F. proliferatum y
Penicillium italicum en las muestras post-cosecha. Las especies de Fusarium
mas importantes en esta region fueron F. verticillioides y F. proliferatum,
especies productoras de fumonisinas. Ademas, mediante el uso de métodos
moleculares, se detectaron especies como F. langsethiae en las muestras post-

cosecha, o F. equiseti, A. carbonarius o A. flavus.

Por otro lado, en Lleida destacaron A. alternata, Stemphylium botryosum y
Epicoccum nigrum en las muestras de precosecha, y A. alternata, F.
graminearum y A. niger en post-cosecha. En esta region F. graminearum fue
la especie mas representada de este género, la cual se detectdé en Cordoba en
porcentaje muy bajo. También en Lleida se detectaron F. langsethiae, F.
equisei y A. flavus. Estas especies menos estudiadas deberian ser consideradas

y estudiadas, tanto su perfil toxigeno real, como su incidencia en Espafia.

Bajo los escenarios previstos en las regiones mediterraneas por el cambio
climatico las especies de Fusarium estudiadas continuardn presentes y
seguiran representando riesgo por la produccion de toxinas. Es probable que
se dé un cambio en la distribucion de las especies fungicas debido a los
cambios en temperatura y disponibilidad de agua, aunque las especies
estudiadas presentan tolerancia al crecimiento en estas condiciones de

temperatura y estrés hidrico elevados.

Las temperaturas mas altas esperadas (35-40°C) no supondran un riesgo
directo por parte de las especies estudiadas, ya que reducen el crecimiento
fangico y no estimulan la sintesis de toxinas. Sin embargo, a niveles de estrés

hidrico moderados y temperaturas menores, como las que se dan en las épocas
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previas a la cosecha, el crecimiento fangico es elevado y se produce un
aumento en la sintesis de toxinas. Ademas, este cambio en las condiciones
podria disminuir la eficacia de los fungicidas empleados, por lo que seria

necesaria una evaluacioén de su efectividad en las nuevas condiciones.
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