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Resumen

La fusariosis de la espiga es una de las enfermedades fungicas méas importantes que afectan los
cultivos de trigo a nivel mundial. En Chile, no es comdn la ocurrencia de esta enfermedad, sin
embargo, durante el ciclo agricola 2012/13 en la provincia de Nuble, Region del Bio Bio, se
observd trigo candeal (Triticum turgidum) con sintomatologia de fusariosis de la espiga. El
objetivo de este trabajo fue aislar e identificar el hongo responsable de esta patologia y evaluar
si éste posee la capacidad de producir micotoxinas. Ademas de implementar una metodologia
analitica adecuada para el analisis de micotoxinas en trigo.

El hongo aislado desde las glumas de las espigas con sintomatologia de fusariosis de la espiga
fue identificado morfoldgica y molecularmente como Fusarium graminearum. Utilizando un
medio de arroz para la produccion de micotoxinas in vitro, se determin6 que el aislamiento de
Fusarium graminearum tiene la capacidad de producir micotoxinas bajo las condiciones
ensayadas. El aislamiento produce 15-ADON > DON > 3-ADON, lo que permite su
clasificacion en el quimiotipo 15-ADON.

Se implement6 una metodologia analitica utilizando cromatografia de gas con detector de
captura de electrones (GC-ECD) para el analisis de tricotecenos de tipo B (DON, 3-ADON,
15-ADON vy NIV). La extraccion de las micotoxinas se realizd utilizando acetonitrilo:agua
(80:20, v/v). Los extractos se limpiaron utilizando columnas de extraccién en fase solida Bond
Elut Mycotoxin. Posteriormente, se derivatizaron los extractos para obtener trimetilsilil
derivados, los cuales se analizaron mediante GC-ECD. Con la metodologia implementada se
obtuvieron valores de recuperacion promedio entre 50.1 — 110 % con una desviacion estandar
relativa inferior a 7 %. Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon utilizando el
método de sefial:ruido, obteniéndose valores entre 10.0 — 14.5 pg kg™ para el limite de
deteccion y 30.0 — 44.0 ug kg™ para el limite de cuantificacion.
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1. Introduccion

1.1. Género Fusarium

El géenero Fusarium, perteneciente a los ascomicetos, fue descrito por primera vez por Link en
1809. Desde entonces, el numero de especies de Fusarium ha variado de nueve a méas de mil.
Sin embargo, de acuerdo a los conceptos actuales el numero de especies de Fusarium
reconocidas es superior a setenta. Los miembros de este género son numerosos y se pueden
encontrar como patdgenos, endofitos y saprofitos en plantas y suelos de todo el mundo [1]. La
amplia distribucion de las especies de Fusarium se puede atribuir a la capacidad de estos
hongos para crecer en una amplia gama de sustratos y a sus eficientes mecanismos de
dispersion [2]. Los hongos pertenecientes al genero Fusarium producen una serie de
metabolitos secundarios, 0 micotoxinas, que son toxicos para los humanos y animales. Estos
hongos, causan una serie de enfermedades que afectan la agricultura y horticultura en todas
partes del mundo. Varias de estas enfermedades, como por ejemplo la fusariosis de la espiga
en trigo, han tenido impactos econémicos y socioldgicos casi devastadores en los agricultores
y las comunidades que dependen de estos cultivos para su subsistencia. Este impacto
econdémico, debido a la produccién de enfermedades en plantas y la produccion de
micotoxinas, convierten al género Fusarium en un importante foco de investigacion [1].

1.1.1. Caracterizacion morfologica

La clasificacion morfoldgica en el género Fusarium se basa en las caracteristicas macro y
microscopicas del cultivo. El tipo de micelio aéreo, pigmentacion y tasa de crecimiento de la
colonia, asi como la presencia o ausencia de esporodoquios, esclerocios 0 estroma en
diferentes medios, se consideran caracteristicas secundarias de identificacion. En los medios
de agar mas comunmente utilizados, las colonias presentan un crecimiento rapido que suele
ocupar toda la placa (8 — 9 cm de diametro en una semana). El color que desarrollan depende
de la especie y puede ser blanquecino, crema, anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc, estas
coloraciones pueden variar segun los diferentes medios de cultivo. EI micelio aéreo suele ser
abundante y de aspecto algodonoso [2].

Entre los medios de agar mas utilizados para la identificacion de especies de Fusarium se
encuentran: agar hojas de clavel (CLA), spezieller ndhrstoffarmer agar (SNA), y agar papa
dextrosa (PDA). El empleo de CLA favorece la produccion de conidias por sobre el
crecimiento de micelio. Al utilizar este medio de cultivo, las macroconidias se producen
principalmente en los esporodoquios Yy tienen un tamafio y forma mas uniforme, razon por la
cual se consideran mas adecuadas para realizar la identificacion morfolégica. EI medio SNA
es de gran utilidad para la evaluacién de microconidias y clamidosporas, ya que estas ultimas
se forman mas rapido en éste medio que en un medio de CLA. El medio de PDA se usa
mayormente para evaluar la morfologia, pigmentacion y velocidad de crecimiento de la
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colonia, ya que, debido a su alto contenido de carbohidratos, generalmente favorece el
crecimiento en detrimento de la esporulacion [2, 3].

Las especies del género Fusarium pueden producir tres tipos de esporas asexuales
denominadas macroconidias, microconidias y clamidosporas. Algunas especies producen los
tres tipos de esporas, mientras que otras especies no, por tanto estas estructuras son claves para
la caracterizacion de las especies (son caracteristicas primarias de identificacion).

La macroconidia es la espora principal en la caracterizacion, ya que su forma y tamafio varia
de acuerdo a cada especie miembro del género Fusarium. Estas esporas son curvadas,
pluriseptadas con una célula apical bien diferenciada, que puede ser redondeada, puntiaguda,
filamentosa o en forma de gancho y poseen una célula basal en forma de pie (figura 1.1). Las
macroconidias son producidas en estructuras especializadas Ilamadas esporodoquios, pero
también se pueden producir en el micelio aéreo, siendo las producidas en los esporodoquios
las mas dtiles para la identificacion, debido a que poseen tamafio y forma regulares y
caracteristicas para cada especie del género. En la identificacion morfolégica del género
Fusarium, la presencia de macroconidias fusoides con una célula basal en forma de pie se
acepta como carécter definitorio a nivel de género [2, 3].

Las microconidias pueden ser unicelulares o bicelulares, en el proceso de identificacion a nivel
de especie se considera la presencia 0 ausencia de estas microconidias, ya que no todas las
especies del género Fusarium producen microconidias. Por ejemplo, Fusarium
sporotrichioides presenta microconidias piriformes o elipsoidales, mientras que Fusarium
graminearum carece de estas esporas. Si estan presentes las microconidias, se considera el
tamafio, la forma, el modo de formacion, si estan solas, en cadenas o en falsas cabezas. Estas
esporas se forman en el micelio aéreo y dependiendo de la especie se pueden producir en
fialides con un solo poro llamadas monofiélides o en fidlides con mas de un poro, Ilamadas
polifialides [3].

Las clamidosporas son una importante estructura de supervivencia, estas pueden estar solas, en
pares, en grupos o en cadenas. Es una espora de pared gruesa, la pared externa puede ser
rugosa o lisa. Estas esporas, se pueden encontrar en el micelio aéreo o incrustadas en el agar,
debido a esto, la localizacién de las clamidosporas es importante en la identificacion de la
especie. Generalmente, se requiere un mayor tiempo para su produccion (superior a seis
semanas) y puede que no se produzcan en grandes cantidades. En algunos casos, se requiere el
uso de un medio de cultivo mas especializado, como el medio agar suelo, para la observacion
de estas esporas [3].
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Figura 1.1: Macroconidia de especies de Fusarium. A-D) variacién de la forma y longitud de las macroconidias.
E-H) variacion de la célula basal de la macroconidia. I-L) variacién de la célula apical de la macroconidia
(Modificado desde Summerell et al., 2003 [4]).

1.1.2. Caracterizacion molecular

Varias pruebas de diagnéstico molecular han sido desarrolladas para la identificacion y
deteccion de hongos del género Fusarium. La mayoria de estos métodos se basan en la técnica
de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con partidores especificos. Basicamente, se utiliza
el ADN como cddigo de barras para la identificacion de un aislamiento de un hongo
desconocido utilizando una corta secuencia de ADN que permite asignarlo a una especie
especifica 0 a un grupo de especies.

Las regiones de ADN utilizadas para la identificacion se pueden dividir, a grandes rasgos, en
regiones de ADN nuclear y mitocondrial. Las regiones espaciadoras de transcripcion interna
(ITS), factores de elongacion de la traduccion (TEF-1 a), calmodulina, gen de g-tubulina, gen
de cyp51A que codifica una 14a-metilasa y la region espaciadora intergénica (IGS) se utilizan
a menudo para desarrollar partidores especificos destinados a la deteccion de especies de
Fusarium. Por otra parte, el ADN mitocondrial (mtADN) se ha utilizado como marcador
molecular para identificar la variacion genética de las especies de Fusarium, debido a su
longitud relativamente corta. Ademas, sus regiones conservadas Yy variables pueden facilitar la
identificacion de especies estrechamente relacionadas [5].

Basandose en la divergencia de la secuencia ITS, Mishra et al. disefiaron partidores
especificos para la identificacion de Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F.
oxysporum y F. sambucinum [6]. De igual forma, los partidores especificos Pgx1-F/Pgx1-R y
Pgx2-F/Pgx2-R permiten identificar las especies F. verticillioides y F. proliferatum [7].

El anélisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) es una técnica
que utiliza enzimas de restriccion para digerir las secuencias de ADN amplificadas mediante
PCR. Estas enzimas reconocen una determinada secuencia de ADN y cortan la molécula en
los puntos donde se encuentra dicha secuencia. Esta técnica también se puede utilizar para
identificar especies del género Fusarium. Por ejemplo, Llorens et al. lograron diferenciar seis
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especies de Fusarium, ademas de observar variaciones intraespecifica entre aislamientos de F.
oxysporum [8].

El estudio de las regiones IGS ha permitido obtener partidores especificos para la
identificacion de las especies F. verticillioides, F. proliferatum, F. graminearum, especies del
complejo G. fujikuroi, F. culmorum, F. equiseti, F. sporotrichioides y F. poae [9, 10].

Utilizando el gen cyp51A que codifica una 14a-metilasa Yin et al. disefiaron un método
basado en PCR que permite la identificacion de F.asiaticum y F. graminearum [11]. El factor
de elongacion de la traduccion (TEF-1 o) es ampliamente utilizado y es ideal para la
separacion entre especies estrechamente relacionadas [12-14]. Aoki y O"Donnell prefirieron el
uso de TEF-1 o por sobre p-tubulina para disefiar un partidor especifico para F.
pseudograminearum, debido a la mayor variabilidad de TEF-1 a [15]. El empleo de TEF-1 o
también ha permitido identificar cepas de F. proliferatum y F. verticillioides que no
amplificaron utilizando partidores especificos para esas especies, disefiados en base a
secuencias parciales de calmodulina. Demostrando que los partidores especie-especificos
utilizados, no son especificos para todas las cepas de F. proliferatum y F. verticillioides [16].

1.2. Fusariosis de la espiga

1.2.1. Etiologia de la enfermedad

La fusariosis de la espiga (Fusarium head blight [FHB] para su sigla en inglés) se ha
convertido en una de las enfermedades mas importantes en la produccion de trigo y otros
cereales a nivel mundial. Esta enfermedad, puede ser causada por varias especies de hongos
pertenecientes basicamente a dos generos: Microdochium y Fusarium. Dentro del género
Microdochium, s6lo Microdochium nivale, con dos sub-especies M. nivale nivale y M. nivale
majus, es capaz de causar fusariosis de la espiga. Mientras que en el género Fusarium, la
enfermedad se encuentra asociada a varias especies, entre las cuales destacan Fusarium
graminearum (teleomorfo: Gibberella zeae), Fusarium culmorum, Fusarium poae, Fusarium
avenaceum y Fusarium sporotrichioides, siendo, frecuentemente, F. graminearum la especie
predominante un muchas de las regiones afectadas [17-19].

1.2.2. Sintomas, signos y consecuencias de FHB

En los cultivos de trigo, los primeros sintomas de fusariosis de la espiga se producen poco
después de la floracion. La enfermedad se evidencia por el blanqueamiento prematuro de las
espigas, la decoloracion puede ocurrir en una 0 mas espiguillas o en la espiga completa [20].
Los primeros sintomas de la enfermedad generalmente son visibles en la mitad de la espiga,
region donde comienza la floracion, pero, como se menciond anteriormente, estos pueden
ocurrir en cualquier parte de la espiga [21]. Estas espigas decoloradas son facilmente visibles
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entre las espigas no infectadas que presentan una coloracion verde propia del trigo en
desarrollo. El tallo (pedunculo) que se encuentra inmediatamente debajo de la espiga también
puede ser afectado, cuando esto ocurre, el pedinculo adquiere un color café. Si se presentan
condiciones ambientales de humedad prolongada se puede observar la presencia de
esporodoquios de color rosado/naranjo en las espiguillas y glumas infectadas [22]. Los granos
de trigo afectados son pequefios, livianos, arrugados y a veces pueden estar cubiertos con un
micelio de color rosa o blanquecino. En algunas ocasiones, se pueden observar anillos o
manchas ovaladas de color marrdn y centro claro en la parte posterior del grano y en la
superficie externa de la gluma [17].

La fusariosis de la espiga, provoca pérdidas economicas directas debido a la reduccion del
rendimiento y calidad del grano (granos abortados o arrugados, decolorados y livianos en la
prueba de peso). La calidad nutritiva y tecnoldgica de los granos también puede estar
disminuida, por ejemplo, la molienda, horneado, propiedades para elaboracién de pastas y el
valor nutritivo pueden estar alterados debido a que el hongo destruye los granulos de almidon,
pared celular y proteinas del endospermo. Esta enfermedad, también puede provocar pérdidas
indirectas debido a la contaminacién de los granos con micotoxinas lo que genera un rechazo
o reduccion de categoria en su comercializacion. Por ejemplo, granos destinados al consumo
humano pueden ser reducidos a grano para alimentacion animal o incluso pueden ser
inadecuados para ambos propdsitos si las toxinas producidas por los hongos se acumulan
alcanzando niveles inaceptables para el consumo humano y animal [19, 23, 24]. Las
micotoxinas presentes en los cultivos afectados por esta enfermedad, son producidas por
hongos del género Fusarium ya que, se cree gque las especies de Microdochium nivale no son
productoras de micotoxinas. Las toxinas producidas por Fusarium, no se pueden eliminar
después de la cosecha mediante los procedimientos clasicos de transformacion ya que, en
general, estas toxinas son quimica y térmicamente estables. Por tanto, se pueden encontrar en
la materia prima (granos) y en los productos transformados (harina, pan) e incluso en
productos provenientes de animales alimentados con granos contaminados (carne, leche,
huevos) [17].

1.2.3. Ciclo de vida

Como se sefialé anteriormente, Fusarium graminearum es el principal agente causal de
fusariosis de la espiga en trigo. En la figura 1.2 se esquematiza el proceso mediante el cual
este hongo coloniza las espigas de trigo para producir la enfermedad. Fusarium graminearum
es un hongo que tiene la capacidad de desarrollarse saprofiticamente sobre los residuos de
plantas infectadas que permanecen en el suelo después de la cosecha. Sobre estos residuos, el
hongo produce macroconidias (esporas asexuales) que son diseminadas a corta distancia
principalmente por aspersion en episodios de lluvia. Cuando se presentan condiciones
ambientales célidas y de alta humedad, el hongo puede desarrollar su estado sexuado
(Gibberella zeae), formando peritecios que contienen ascosporas (esporas sexuales) en su
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interior. Estas ascosporas son expulsadas desde los peritecios y se diseminan, principalmente,
por el viento. Ambos tipos de esporas, macroconidias y ascosporas, se pueden depositar sobre
las espigas de trigo e iniciar el proceso de infeccidn, el periodo de mayor susceptibilidad de las
espigas de trigo a la infeccion es durante la antesis (floracion). Una vez que las esporas se
depositan sobre las espiguillas, comienzan a germinar. Para esto, el hongo requiere
condiciones de humedad (pelicula de agua sobre el tejido vegetal) y temperatura (20 — 30 °C)
favorables para el crecimiento de las hifas. Dadas estas condiciones, la hifa puede penetrar los
tejidos de la gluma a través de aberturas naturales como los estomas o entrar en las flores a
través de los estigmas y eventualmente invadir el ovario. Luego de esta etapa de infeccion
inicial, el hongo se puede diseminar a las espiguillas superiores o inferiores de una misma
espiga, a traves del raquis y bajo condiciones favorables puede causar dafios severos en un
corto periodo de tiempo [22, 25, 26]. Se ha observado que los tricotecenos desempefian un rol
importante para promover la diseminacién del hongo a través del nudo del raquis en el trigo,
permitiendo el paso de las hifas desde las espiguillas hacia el raquis [27]. Si la infeccion
ocurre en etapas tempranas del desarrollo del grano, inicios de la floracién, el hongo puede
colonizar y destruir las flores y los granos no se desarrollan. Si las espiguillas son infectadas
en etapas posteriores se pueden producir granos enfermos, arrugados y de menor tamafio.
Mientras que la infeccidn en estados tardios del desarrollo del grano, estado pastoso, puede
originar granos de tamafio y apariencia normal que pueden estar contaminados con
micotoxinas [28].
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Figura 1.2: Ciclo infeccioso de Fusarium graminearum (Gibberella zeae) en trigo (Modificado desde Trail, 2009

[29]).

1.3.  Micotoxinas producidas por Fusarium spp.

Los hongos producen un amplio nimero de metabolitos que no son esenciales para la vida,
pero que pueden proporcionar al hongo una ventaja ecoldgica en ciertos ambientes. Estos
metabolitos se denominan metabolitos secundarios y dentro de este grupo se encuentran las
micotoxinas. Estas micotoxinas pueden acumularse en las plantas de cultivos infectados v,
después de la ingestion, pueden conducir al desarrollo de enfermedades (micotoxicosis) en
humanos y animales [30]. Las micotoxinas pueden encontrarse en la cadena alimenticia por
contaminacion directa o indirecta. Directamente a través de alimentos de origen vegetal, como
por ejemplo los granos de cereales contaminados, o indirectamente a través de alimentos de
origen animal como la carne, leche y huevos, provenientes de animales alimentados con
granos contaminados [31-33].
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Dentro del grupo de micotoxinas producidas por el género Fusarium, destacan como
contaminantes de cereales y productos a base de cereales los tricotecenos (principalmente en
trigo, maiz, cebada, avena y centeno), zearalenona (maiz, trigo) y fumonisinas (maiz). Sin
embargo, estos hongos también producen otro tipo de micotoxinas que se encuentran en el
grupo de las denominadas micotoxinas emergentes, tales como, fusaproliferina, beauveracina,
aniantinas y moniliformina, las cuales han sido mas recientemente descubiertas y menos
estudiadas. Las micotoxinas producidas por Fusarium spp. se pueden dividir, principalmente,
en tricotecenos y no tricotecenos (tabla 1.1), siendo los tricotecenos los de mayor interés [34,
35].

Tabla 1.1: Micotoxinas producidas por especies de Fusarium asociadas a FHB.

Fusarium spp Micotoxinas
F. graminearum Deoxinivalenol* (DON), nivalenol® (NIV), zearalenona® (ZEA)
F. culmorum DON? NIV?, ZEA®
F. avenaceum Moniliformina® (MON), eniantinas® (ENN)
F. tricinctum MONP
F. poae NIVZ ENNP, Diacetoxiscirpenol® (DAS)
F. langsethiae Toxina HT-22, toxina T-2%, ENN®, DAS?
F. sporotrichioides Toxina HT-2%, toxina T-2%, ENN®, DAS®

& Tricoteceno
®- No tricoteceno

1.3.1. Tricotecenos

Los tricotecenos son sesquiterpenos triciclicos no volatiles que contienen un doble enlace
entre los carbonos 9 y 10 y un anillo 12,13-epoxido, razén por la cual su estructura base se
denomina 12,13-epoxitricotec-9-eno. De acuerdo a su estructura quimica, los tricotecenos se
dividen en cuatro tipos (A — D). Tipo A incluye compuestos que tienen como sustituyente en
el carbono 8 un grupo hidroxilo, hidrégeno o un éster, a este grupo pertenecen la toxina T-2,
toxina HT-2, neosolaniol y diacetoxiscirpenol. Los tricotecenos de tipo B contienen un grupo
carbonilo en el carbono 8, a este grupo pertenecen las micotoxinas deoxinivalenol, 3-
acetildeoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol, nivalenol y fusarenon-X. Los tricotecenos de
tipo C, como por ejemplo crotocin, contienen un segundo anillo epoxido entre los carbonos 7
y 8 6 9 y 10. Los tricotecenos de tipo D son un grupo diverso que presentan un anillo
macrociclico entre el carbono 4 y el carbono 15, a este grupo pertenecen roridin A, verrucarin
A, satratoxin H. Los tricotecenos de tipo C y D no son producidos por hongos pertenecientes
al genero Fusarium y por tanto, no se encuentran asociados con FHB. En la figura 1.3 se
presenta la estructura de los tricotecenos de tipo A y B los cuales se encuentran estrechamente
relacionados con la FHB al ser producidos por hongos del género Fusarium [30, 36-38].
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Figura 1.3: Estructura de tricotecenos de tipo A y B. Ejemplo de tricotecenos de tipo A T-2, HT-2, 4,15-DAS.
Ejemplo de tricotecenos de tipo B DON, 3-ADON, 15-ADON NIV. OAc = grupo acetilo; Olsoval = grupo
isovalerato (Modificado desde Foroud, 2009 [37]).

Los tricotecenos son compuestos incoloros, mayormente cristalinos. Debido a los grupos
sustituyentes presentes en la molécula, los tricotecenos de tipo A son solubles en solventes
medianamente polares tales como cloroformo, éter dietilico, acetato de etilo y acetona,
mientras que los tricotecenos de tipo B requieren solventes de mayor polaridad para ser
solubilizados, razon por la cual se utilizan comUnmente mezclas de solventes como
metanol:agua o acetonitrilo:agua [39]. Los tricotecenos son estables al calentamiento y no se
degradan durante el procesamiento normal de alimentos o tratamiento en autoclave. Ademas,
son estables a pH neutro y acido, por consiguiente, no se hidrolizan en el estbmago después de
su ingesta [33].

La toxicidad de los tricotecenos se atribuye a su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas
al inhibir la actividad de la enzima peptidil transferasa ubicada en la subunidad ribosomal 60S
[37]. El grupo 12,13-epdxido es esencial para inhibir la sintesis proteica, mientras que la
reduccion del doble enlace entre los carbonos 9 y 10 reduce su toxicidad [40].

La ingesta de DON se ha asociado con alteraciones del sistema intestinal, inmune, endocrino y
nervioso, lo que conduce, en casos de exposicion aguda, a enfermedades que se caracterizan
por vomitos, anorexia, dolor abdominal, diarrea, dolor de cabeza y mareos [34]. La
administracion crénica de DON en animales, provoca pérdida de peso, anorexia y deficiencia
nutricional. Se ha observado que, en cerdos, la presencia de DON a una concentracion de 1 — 2
ppm causa un rechazo parcial de la alimentacion, mientras que la presencia de 12 ppm genera
un rechazo total del alimento. La administracion de DON tambien puede aumentar el tamafio
del higado, disminuir los niveles de albumina, disminuir el hematocrito y provocar
disminucion de los niveles séricos de calcio y fosforo. Otros sintomas son la disminucion del
tamario de la tiroides, aumento de los niveles de tiroxina y trastornos inmune, tales como
inmunosupresion o inmunoestimulacion (dependiendo de la dosis y frecuencia de exposicion).
El DON también tiene un efecto neurotoxico en cerdos, provocando un sindrome de anorexia
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por la alteracion de la concentracion de neurotransmisores en el hipotalamo, cerebelo y la
corteza frontal [32].

El NIV generalmente coexiste con el DON en la naturaleza. Esta micotoxina provoca rechazo
de alimento, disminucion en la ganancia de peso, aumento de los niveles séricos de IgA,
también puede alterar pardmetros bioquimicos séricos y la metabolizacion hepatica de drogas
[34]. ElI NIV provoca necrosis de las células proliferativas, debido a esto, es especialmente
toxico para los tejidos que tienen una activa division celular tales como drganos linfoides y
mucosa intestinal [33].

La toxina T-2 es uno de los tricotecenos que presenta mayor toxicidad aguda. El principal
efecto de esta toxina es la inhibicidn de la sintesis de proteinas y, a altas concentraciones, es
inhibidor de la sintesis de ADN y ARN. La toxina T-2 provoca una amplia gama de efectos
toxicos en los animales, tales como pérdida de peso, emesis, diarrea, letargo, inhibicion de la
inmunidad, necrosis, dafio de los tejidos cartilaginosos, disminucién de células sanguineas y
recuento de leucocitos, hemorragia, disminucion de la glucosa plasmatica y cambios
patoldgicos en el higado y estomago [34]. Ademas de presentar un efecto extremadamente
toxico sobre la piel y las membranas mucosas. Se ha observado que, en cerdos, la toxina T-2
provoca disminucion de en la ingesta de alimentos y en la ganancia de peso, ademas de la
aparicion de lesiones orales. En vacas lecheras provoca un rechazo de alimento, baja
produccidn de leche, gastroenteritis, sangrado intestinal y, en algunos casos, muerte. En ambos
tipos de animales, esta toxina puede provocar inmunosupresion [32]. El sistema inmune es el
principal blanco de T-2, ya que la exposicion a esta toxina se asocia con leucopenia y
deplecién de células en los érganos linfoides, inhibicion de la eritropoyesis en la medula 6sea
y el bazo. Ademas, la toxina T-2 reduce la respuesta proliferativa de linfocitos y altera el
proceso de maduracion de las células dendriticas, 1o que sugiere su potencia inmunosupresora
[32-34]. La toxicidad de HT-2 ha sido menos investigada, probablemente, debido a que in
vivo T-2 es rapidamente metabolizada a HT-2, por lo que se asume que los datos de toxicidad
in vivo de T-2 incluyen a la toxina HT-2 [32].

El deoxinivalenol es menos toxico que la toxina T-2, sin embargo el DON es producido por
hongos que tienen una mayor distribucién geografica en comparacién con los productores de
T-2. Por tanto, debido a su amplia distribucion y a su potencial para generar pérdidas
econdmicas, el DON es maés regulado que la toxina T-2, a pesar de que las intoxicaciones en
humanos o animales con DON tienen una menor probabilidad de ocasionar la muerte que las
provocadas por T-2 [1]. La legislacion chilena, en el Reglamento Sanitario de los Alimentos,
establece un limite méximo para el DON de 750 pg kg™ en cereales y sus derivados [41]. En
la tabla 1.2 se presentan los limites maximos de DON establecidos por la Comunidad Europea
[42].
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Tabla 1.2: Valores limites de DON establecidos por la Comision de las Comunidades
Europeas (Reglamento (CE) N° 1881/2006).

Productos alimenticios Contenidos maximos (ug kg™)
Cereales no elaborados que no sean trigo duro, avena y 1250
maiz.
Trigo duro y avena no elaborados. 1750
Maiz no elaborado. 1750
Cereales destinados al consumo humano directo, harina 750

de cereales, salvado y germen como producto final
comercializado para el consumo humano directo.

Pasta (seca). 750
Pan (incluidos pequefios productos de panaderia), 500
pasteles, galletas, aperitivos de cereales y cereales para

desayuno.

Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos 200

infantiles para lactantes y nifios de corta edad.

1.3.2. Biosintesis de tricotecenos

Las enzimas involucradas en la biosintesis de tricotecenos y las proteinas reguladoras de este
proceso, son codificadas por 15 genes, genes Tri, que residen en tres locus diferentes: un
grupo de 12 genes denominado “grupo Tri”, un grupo de dos genes Tril — Tril6 localizado en
otro locus y un gen Tril01 ubicado en un locus diferente [43]. La variacion en el quimiotipo
de tricoteceno producido, esta determinada por la variacion de la expresion y funcionalidad de
estos genes Tri.

Todos los tricotecenos son derivados del farnesil pirofosfato el cual es sometido a procesos de
ciclacion, isomerizacién, oxidacion y acetilacion controlados por enzimas codificadas por los
genes Tri [44]. EI primer paso de la biosintesis de tricotecenos es la ciclacion del farnesil
pirofosfato para obtener una estructura denominada tricodieno, esta reaccion es catalizada por
la enzima tricodieno sintasa la cual es codificada por el gen Tri5. Luego Tri4, que codifica un
citocromo P450 monooxigenasa multifuncional, cataliza los cuatro pasos siguientes:
hidroxilacion en C-2, seguido de epoxidacion en 12,13, seguido de hidroxilacion en C-11 e
hidroxilacion en C-3 [45]. El producto final denominado isotricotriol, es sometido a dos pasos
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de isomerizacién no enzimatica, incluyendo una ciclacién que produce un enlace C-O entre el
oxigeno de C-2 y el C-11, obteniéndose la molécula denominada isotricodermol. Esta
molécula es acetilada en C-3 por accion de una enzima 3-O-acetiltransferasa codificada por
Tril01, e hidroxilada en C-15 por accion de una enzima C-15 hidroxilasa codificada por
Trill. Posteriormente, la molécula es acetilada en C-15 por accion de una enzima 15-O-
acetiltransferasa codificada por Tri3, generando una molécula denominada calonectrin. Todos
estos pasos son comunes en la sintesis de tricotecenos de tipo A y tricotecenos de tipo B
(figura 1.4) [37, 46].

Desde este paso en adelante, se producen diferencias producto de la actividad de los genes
Tril3, Tri7, Tril y Tri8, principalmente. La produccion de tricotecenos de tipo A o de
tricotecenos de tipo B esta determinada por variaciones en la actividad de las enzimas
citocromo P450 codificadas por Tril. En Fusarium sporotrichioides, las enzimas codificadas
por Tril catalizan la hidroxilacién de C-8 para producir tricotecenos de tipo A (como la toxina
T-2), los cuales carecen de un hidroxilo en C-7. Sin embargo, en Fusarium graminearum las
enzimas codificadas por Tril catalizan la hidroxilacién de C-7 y C-8, generando 7-hidroxi, 8-
ceto-tricotecenos como DON y NIV (tricotecenos de tipo B) [47].

En Fusarium graminearum, el gen Tril3 es fundamental para determinar la produccién de
NIV o DON. Este gen codifica una enzima C-4 hidroxilasa, responsable de la oxigenacion en
C-4 durante la produccion de NIV. Mientras que en un Fusarium graminearum productor de
DON este gen presenta varias mutaciones que provocan su inactividad, por tanto, en DON (y
sus acetilados) el C-4 no se encuentra hidroxilado. EI gen Tri7 también se encuentra inactivo
en F. graminearum productor de DON, pero se encuentra activo en F. graminearum productor
de NIV, donde codifica una enzima encargada de la acetilacion del grupo hidroxilo en el C-4
de NIV para generar el derivado acetilado 4-ANIV (Fusarenon-X). Es importante destacar que
los genes Tril3 y Tri7 también son funcionales en Fusarium sporotrichioides y desempefian
las funciones descritas anteriormente durante la produccion de la toxina T-2 [48-50].

Finalmente, se ha observado que la actividad de Tri8 es fundamental para determinar la
produccion de 3-ADON o 15-ADON. En los F. graminearum productores de 3-ADON, el gen
Tri8 codifica una enzima que cataliza la deacetilacion del carbono 15 del intermediario 3,15-
diacetildeoxinivalenol, generando como producto 3-ADON. Mientras que en un F.
graminearum productor de 15-ADON el gen Tri8 codifica una enzima que cataliza la
deacetilacion del carbono 3 de 3,15-diacetildeoxinivalenol, generando 15-ADON [44].
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Figura 1.4: Ruta biosintética propuesta para los tricotecenos producidas por Fusarium. Los genes codificadores
de enzimas se indican al lado de cada linea que sefiala una etapa de la sintesis. Las lineas segmentadas indican las
etapas en las cuales aun no se ha asignado un gen. El recuadro verde identifica los tricotecenos de tipo B
(McCormick, 2011 [30]).

1.3.3. Quimiotipos de Fusarium graminearum

Basandose en el tipo de micotoxina producida por Fusarium graminearum, se pueden
distinguir tres quimiotipos: (1) quimiotipo 3-ADON cuando se produce principalmente DON
+ 3-ADON (también denominado quimiotipo la); (2) quimiotipo 15-ADON cuando se
produce principalmente DON + 15-ADON (tambien denominado quimiotipo Ib); y (3)
quimiotipo NIV cuando se produce principalmente NIV + 4-ANIV (también denominado
quimiotipo I1) [51]. Estos quimiotipos se determinan mediante andlisis quimicos, pero también
se pueden determinar mediante andlisis de secuencias de ADN, en tal caso se deben
denominar genotipos [52]. El potencial toxigénico de F. graminearum varia a nivel mundial.
En Francia, Alemania, Italia, Luxemburgo y Turquia se ha encontrado con mayor frecuencia el
quimiotipo 15-ADON. Estudios realizados en diferentes regiones de Rusia y paises adyacentes
han mostrado un predominio de aislados de F. graminearum productores de 3-ADON en el
norte de Europa. También se ha encontrado prevalencia del quimiotipo 3-ADON en
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Escandinavia, Finlandia y el noroeste de Rusia, mientras que el quimiotipo 15-ADON es mas
comun en el sur de Europa y China [53]. En América del Norte se ha encontrado un
predominio del quimiotipo 15-ADON, sin embargo en estos Gltimos afios, se ha observado un
aumento en la incidencia del quimiotipo 3-ADON [54, 55]. En América de Sur, paises como
Brasil, Uruguay y Argentina sefialan un predominio del quimiotipo 15-ADON en trigo [56-
58].

1.4. Métodos de analisis de tricotecenos

Los procedimientos de muestreo tienen un efecto significativo en la exactitud de los datos
analiticos generados, ya que no todas las micotoxinas se distribuyen de manera uniforme en un
lote. Previo al andlisis de las muestras, éstas se deben moler y homogeneizar completamente,
para tener una muestra representativa. Posteriormente, se toma una sub-muestra para realizar
el andlisis. En general, un tamafio de muestra pequefio, aumentara la variacion de los
resultados. Debido a esto, para disminuir las posibilidades de tomar decisiones incorrectas ante
un control reglamentario; se debe aumentar el tamafo de la muestra y sub-muestra, asegurar
una distribucion uniforme del tamafio de particula y analizar una cantidad suficiente de
alicuotas [59].

La mayoria de las técnicas analiticas utilizadas en la determinacion de tricotecenos requiere de
un proceso de extraccion de los analitos desde la matriz, sequido de una fase de limpieza del
extracto y finalmente, la etapa de deteccion y cuantificacion de las micotoxinas.

En el analisis de cereales y alimento para animales el tamafio de muestra se encuentra,
generalmente, en el rango de 20 a 50 gramos. Dependiendo de la polaridad de los tricotecenos
analizados y del proceso de limpieza utilizado, se han empleado diversas combinaciones de
solventes para la extraccion de estas micotoxinas desde granos, alimentos y otras muestras
solidas. Habitualmente, se utilizan 5 mL de solvente por gramo de muestra. La mayoria de los
tricotecenos de tipo A y tipo B se extraen con mezclas de metanol/agua o acetonitrilo/agua, en
distintas proporciones. Sin embargo, se ha observado una clara tendencia hacia el uso de
mezclas de acetonitrilo/agua porque proporcionan extractos mas limpios. La incorporacion de
agua en el solvente de extraccion, promueve el hinchamiento de los granos, ayudando a la
liberacion de las micotoxinas. Debido a la alta polaridad del DON muchos métodos
inmunoquimicos reportan el uso de agua desionizada para su extraccion. El tiempo de
extraccion varia dependiendo de la técnica utilizada para mezclar la muestra con el solvente de
extraccion [59, 60].

Luego del proceso de extraccion, la solucion obtenida se debe someter a un proceso de
limpieza para remover las sustancias que pueden interferir con la deteccidn del analito. Este
proceso de limpieza, generalmente es necesario para los métodos analiticos de confirmacion,
mientras que los métodos de screening (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISAS), dispositivos de flujo lateral (LFDs) y biosensores) pueden carecer de dicho
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procedimiento [59]. Las columnas de extraccion en fase sélida (SPE) corresponden a uno de
los métodos més utilizados para la limpieza de extractos. Estas columnas estan rellenas con
adsorbentes que retienen las impurezas del extracto o retienen las micotoxinas, en este ultimo
caso se necesita un paso posterior para la elusion de las micotoxinas desde la columna. Entre
las SPE empleadas, destaca el uso de las columnas MycoSep que son ampliamente utilizadas
para el andlisis de tricotecenos de tipo A y tipo B [61-64]. Los extractos también se pueden
limpiar utilizando columnas de inmunoafinidad las cuales estan rellenas de un gel que soporta
anticuerpos especificos para las micotoxinas. Esta metodologia proporciona extractos muy
limpios debido a la gran especificidad de la unién anticuerpo-analito. Existen columnas de
inmunoafinidad para DON [65-67], para las toxinas T-2 y HT-2 [68-70] y para el analisis
simultaneo de DON, ZEA, T-2 y HT-2 [71, 72] y de DON + NIV [73]. En estos ultimos afios,
con el uso de metodologias que adicionan sales durante el proceso extractivo (QUEChERS
(quick, easy, cheap, effective, rugged and safe)) ha aumentado el uso de la extraccion en fase
solida por dispersion (dSPE). Esta metodologia utiliza los adsorbentes a granel, los cuales se
adicionan directamente al extracto [74, 75].

Para la deteccion y cuantificacion de las micotoxinas se debe emplear una técnica analitica
adecuada. Clasicamente, se han utilizado técnicas cromatogréaficas como cromatografia en
capa fina de alta eficiencia (HPTLC) [76, 77], cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
y cromatografia de gas (GC). Dependiendo del tipo de tricoteceno analizado, se deben acoplar
distintos detectores al sistema cromatografico. Se describen métodos utilizando HPLC con
detector ultavioleta para el analisis de tricotecenos de tipo B (TCTB) [78, 79]. Para el analisis
de tricotecenos de tipo A (TCTA) se puede utilizar HPLC con detector de fluorescencia,
previa derivatizacion de las toxinas para inducir fluorescencia, ya que los tricotecenos no
poseen fluorescencia nativa [70, 80]. El empleo de un detector de masas acoplado al sistema
de HPLC, permite el andlisis simultaneo de TCTA y TCTB [81, 82]. El andlisis de
tricotecenos mediante cromatografia de gas requiere una etapa adicional de derivatizacion de
las micotoxinas para transformarlas en compuestos volatiles. Con esta finalidad, se pueden
utilizar reactivos de sililacion (TMS) y de acilacion (TFAA, HFBA, PFPA). La eleccion del
reactivo derivatizante depende del tipo de tricoteceno que se desea determinar y del detector
empleado [83]. Se describen métodos utilizando cromatografia de gas con detector de
ionizacion de llama (FID) [84, 85], detector de captura de electrones (ECD) [86-88], detector
de masas [89-91]. Alternativamente, se han buscado métodos que permitan un analisis mas
rapido y menos complejo, surgiendo asi los denominados métodos rapidos o de screening
basados en inmunoensayos (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISAS),
dispositivos de flujo lateral (LFDs), inmunoensayo por polarizacion fluorescente (FPIA),
biosensores) y espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR) [59, 60, 92].
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2. Hipotesis de trabajo

Las especies de Fusarium aisladas desde trigo candeal (Triticum turgidum), afectado con
fusariosis de la espiga durante el ciclo agricola 2012/13 en la provincia de Nuble, son
productoras de micotoxinas.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad micotoxigénica de las especies de Fusarium aisladas desde trigo candeal,
variedad Llareta INIA, afectado con fusariosis de la espiga durante el ciclo agricola 2012/13
en la provincia de Nuble.

3.2. Objetivos especificos

e Aislar y purificar especies de Fusarium provenientes de trigo candeal, variedad Llareta
INIA, afectado con fusariosis de la espiga.

e Caracterizar morfoldgica y molecularmente las especies de Fusarium aisladas.

e Implementar una metodologia analitica para la deteccion y cuantificacion de las
micotoxinas producidas.

e Determinar la capacidad micotoxigénica, in vitro, de las especies aisladas.
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4.1.

4. Materiales

Equipos y materiales

Cromatografo de gas 6890N Agilent Technologies (California, USA) equipado con
inyector automatico de liquidos 7683B Series y detector de captura de electrones de
micro-celda (u-ECD).

Estufa WTB Binder (Tuttlingen, Alemania).

pH metro Thermo Orion Modelo 920 (Cummings, MA, USA) acoplado a electrodo de
vidrio combinado.

Vortex de contacto V1 Plus Boeco (Hamburg, Alemania).

Agitador horizontal Buhler KL2 (Hechingen, Alemania).

Sistema purificador de agua Simplicity de Millipore (Bedford, USA).

Balanza analitica Denver Instrument Company AA-200 (Géttingen, Alemania).
Molinillo Krups GV X2.

Micropipetas Brand Transferpette 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL, 1 — 10 mL (Wertheim,
Alemania).

Evaporador Reacti-Vap'™ modelo 18780 Pierce (lllinois, USA).

Camara de flujo laminar modelo 1846 Forma Scientific, Inc. (Ohio, USA).
Autoclave 50 litros Amilab (La Florida, Santiago).

Microscopio Zeiss Axioskop (Oberkochen, Alemania).

Céamara de vacio VisiprepTM Supelco (Bellefonte, PA, USA).

Columna Quadrex 5 % fenil — 95 % metilpolisiloxano 30 m x 0.25 mm 1.D. x 0.25 pm
de espesor de film (Woodbridge, CT, USA).

Cartuchos de extraccion en fase solida Bond Elut Mycotoxin Agilent Technologies
(California, USA).

Papel filtro Whatman N° 4 (New Jersey, USA).

Material de vidrio.
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4.2. Reactivos

Deoxinivalenol, 3-acetildeoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol, nivalenol, 2-(2-clorofenil)-2-
(4-clorofenil)-1,1-dicloroetileno,  1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)etileno, BSA  (N,O-
bis(trimetilsilil)acetamida) + TMCS (trimetilclorosilano) + TMSI (N-trimetilsililimidazol)
3:2:3 (Sylon BTZ) Kit, se obtuvieron desde Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). Di-
hidrogenofosfato de sodio monohidrato (NaH,PO, x H,0O) y di-sodio hidrégenofosfato
dodecahidrato (Na,HPO, x 12 H,0) grado analitico; acetonitrilo grado HPLC y hexano grado
GC, se obtuvieron desde Merck (Darmstadt, Alemania). Agar papa dextrosa (EP/USP/JP/BP)
se obtuvo desde Oxoid (Hampshire, UK). Agua ultrapura (18,2 MQcm) fue producida por el
sistema Simplicity.

4.3. Medio de cultivo

Se utiliz6 agar papa dextrosa como medio de cultivo. Para su preparacién se disolvieron 39
gramos de agar papa dextrosa en un litro de agua destilada estéril. Se agité y calenté hasta
disolver completamente el polvo. Luego, se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15
minutos. El medio de cultivo fue adicionado con 0.05 g L™ de cloranfenicol para evitar el
desarrollo de bacterias.

4.4. Soluciones

4.4.1. Solucion tampon

La solucién tampdn fosfato 60 mM pH 7 se prepar6 disolviendo 253 mg de NaH,PO4x H,O y
416 mg de NaHPO,4 x 12 H,0 en agua ultrapura, posteriormente se ajusto el pH con NaOH 1
N y se complet6 a un volumen final de 50 mL con agua ultrapura.

4.4.2. Solucién extractiva

La solucion extractiva se prepar6 adicionando 80 mL de acetonitrilo grado HPLC y 20 mL de
agua ultrapura.
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4.4.3. Soluciones patron

Estandar interno: se prepard una solucién madre de o,p’-DDE, p,p’-DDE 100 pg mL™,
para lo cual se pesaron 5 mg de cada analito, se disolvieron en hexano y se completé a
un volumen final de 50 mL con hexano grado GC. A partir de esta solucion se preparo
una solucién diluida de 0.12 pg mL™ la cual se us6 como estandar interno. Ambas
soluciones se almacenaron a — 20 °C.

Estandar de micotoxinas: se prepararon soluciones madres de cada micotoxina (DON,
3-ADON, 15-ADON, NIV) a una concentracién de 100 pg mL™, disolviendo el
estandar solido en la cantidad adecuada de acetonitrilo grado HPLC. A partir de estas
soluciones se prepararon, mediante dilucion con acetonitrilo, soluciones estandar de
trabajo de concentraciones 0.5 y 2.5 pg mL™, consistente en una mezcla de las
micotoxinas estudiadas. Todas las soluciones se almacenaron a — 20 °C.
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5. Metodologia

5.1. Aislamiento y purificacion de especies de Fusarium desde trigo

Se seleccionaron las espigas de trigo que presentaron sintomatologia de fusariosis de la espiga,
es decir, espigas decoloradas en las cuales se observé crecimiento de micelio de color rosa o
blanquecino [17, 19].

Desde estas espigas, se extrajeron las glumas afectadas y fueron puestas en placas con medio
agar papa dextrosa (PDA) para permitir el crecimiento del hongo. Las placas se dejaron a
temperatura ambiente y luego de unos dias, se observo el crecimiento de las distintas colonias.
Con un sacabocado se tomé una porcion de una determinada colonia y se coloco en el centro
de una nueva placa de PDA, dejando la superficie cubierta de micelio en contacto con el
medio PDA; este procedimiento se debe realizar hasta obtener un aislamiento puro del hongo.

Esta actividad y todas las relacionadas con el estudio y manipulacion del material fangico se
realizaron en el Laboratorio de Fitopatologia de Cereales del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA) Quilamapu, Chillan, gracias a la gentileza del Dr. Ricardo Madariaga B.

5.2. ldentificacion de las especies aisladas

5.2.1. Identificacion morfoldgica

En primer lugar se observaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias aisladas en las
placas de PDA. Se observo la velocidad de crecimiento del hongo en la placa, la forma de
crecimiento y la pigmentacion del anverso y reverso de la placa. Posteriormente, se tomé una
pequefia porcion de micelio del hongo y se observo bajo el microscopio para verificar la
presencia 0 ausencia de estructuras microscopicas que son caracteristicas del género
Fusarium.

5.2.2. ldentificacién molecular

Para la extraccion del ADN de los hongos aislados, se molieron 200 mg de micelio del hongo
en tampdn de extraccion CTAB 2 % de acuerdo a lo descrito por Montalva et al [93].

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé utilizando partidores especificos [94]
para Fusarium graminearum, Fusarium pseudograminearum, Fusarium avenaceum, Fusarium
culmorum y Fusarium acuminatum.

El analisis de cada aislamiento se realizé en duplicado utilizando un volumen final de 25 pL
por muestra, conteniendo: tampon PCR, MgCl, 1.5 mM, 200 uM de cada dNTP, 240 nM de
cada partidor, 1.5 U de Tag ADN polimerasa y 25 ng de ADN del hongo, de acuerdo con el
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protocolo descrito por Scott et al. [94]. La reaccién se realizo utilizando un termociclador
programado con los siguientes tiempos y temperaturas de amplificacion: 1 ciclo a 94 °C por 3
minutos para la desnaturalizacion del ADN molde; 35 ciclos de desnaturalizacion ciclica a 94
°C por 45 segundos, 35 ciclos de 45 segundos, a una temperatura dependiente del partidor
utilizado [94] para la hibridacion del partidor al ADN molde; 35 ciclos a 72 °C por 2 minutos
de extension y un ciclo de extension final a 72 °C por 7 minutos.

La presencia de producto amplificado se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1
% p/v en tampon borato de sodio tefiido con bromuro de etidio. Se adicionaron 10 pL de
producto de amplificacion mezclado con 2 pL de tampon de carga y se realizd la electroforesis
a un voltaje constante de 100 volt durante 40 minutos. Finalmente, las bandas de ADN
amplificado se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta.

La identificacion molecular del aislamiento se realiz6 bajo la supervision del Dr. Ernesto
Moya E. en el Laboratorio de Fitopatologia, Departamento de Produccion Vegetal, Facultad
de Agronomia, Universidad de Concepcion Campus Chillan.

5.3. Implementacién de un método cromatografico para la detecciéon y cuantificacion
de tricotecenos en trigo

5.3.1. Extraccién y limpieza

La extraccion de las micotoxinas desde trigo se realizé segun el procedimiento descrito por
Klotzel et al. [95], con algunas modificaciones. 25 gramos de trigo molido se extrajeron con
100 mL de solucion extractiva acetonitrilo:agua (80:20, v/v) durante 1 hora a temperatura
ambiente, utilizando un agitador horizontal. Posteriormente, se filtrd el extracto y se tom6 una
alicuota de 4 mL del filtrado para realizar la limpieza del extracto con cartuchos de extraccién
en fase solida Bond Elut Mycotoxin. Finalmente, se tomaron 2 mL del eluato y se evaporaron
a sequedad bajo corriente de nitrogeno.

5.3.2. Derivatizacion de las micotoxinas

Las micotoxinas se derivatizaron utilizando el procedimiento descrito por Rodriguez-Carrasco
et al. [96], con algunas modificaciones. Al extracto seco, se adicionaron 50 pL de reactivo de
derivatizacion BSA + TMCS + TMSI (3:2:3) y se dejé reaccionar a 30 °C por 30 minutos.
Luego se agregaron 500 pL de solucién o,p’-DDE y p,p’-DDE 0.12 pg mL™ en hexano
(estandar interno), o simplemente hexano en el caso del blanco de reaccion, y se agitd en
vortex por 30 segundos. Posteriormente se agregé 1 mL de tampén fosfato (60 mM, pH 7) y se
agito en vortex por 30 segundos. Luego se transfirio la fase superior de hexano a un vial para
su posterior analisis por cromatografia de gas.
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5.3.3. Condiciones cromatograficas

Las muestras se analizaron utilizando cromatografia de gas con detector de captura de
electrones bajo las siguientes condiciones cromatogréficas:

e Volumen de inyeccion : 1 pL en modo splitless.

e Temperaturainyector : 250 °C a presion constante de 20.3 psi.
e Fase estacionaria . 5 % fenil — 95 % metilpolisiloxano 30 m x 0.25 mm
I.D. x 0.25 um de espesor de film.
e Gas de arrastre . nitrogeno.
e Programa de
temperatura del horno  : 80 °C

245 °C a 60 °C/min, mantener por 3 min.

260 °C a 3 °C/min

270 °C a 10 °C/min, mantener por 10 min
e Temperatura detector : 300 °C

5.4. Determinacion parametros analiticos

5.4.1. Linealidad

La linealidad de un método analitico es la capacidad, dentro de un intervalo definido, de
obtener resultados que son directamente proporcionales a la concentracion de analito en una
muestra [97].

Para verificar la linealidad de la respuesta del detector con respecto a la concentracion de las
micotoxinas, se confeccionaron curvas de calibracion estdndar empleando el método de
estandar interno. Las curvas de calibracion se construyeron utilizando 8 niveles de
concentracion comprendidos en el rango de 50 a 1000 ug kg™, utilizando una concentracion de
estandar interno de 0.12 pg mL™. Las ecuaciones que describen el comportamiento lineal se
obtuvieron graficando la relacién entre la proporcion de area del analito (Aa) y el area del
estandar interno (A;s), versus la concentracion del analito. Cada curva de calibracion se realizd
en duplicado en tres dias distintos.

Para evaluar el efecto de la matriz sobre la linealidad, se confeccionaron curvas de calibracion
sobrecargando trigo. El trigo utilizado fue previamente analizado y no se detect6 la presencia
de las micotoxinas estudiadas, por tanto es apto para su uso como trigo blanco. La extraccion
de trigo se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.3.1. Al extracto seco,
se adicion0 una cantidad adecuada de estandar de micotoxinas para obtener concentraciones
de 50, 100, 350, 650 y 1000 pg kg™, se evaporé el solvente bajo corriente de nitrégeno y se
derivatizaron los extractos (ver seccion 5.3.2). Las curvas de calibracion en matriz se
realizaron en duplicado en tres dias distintos y las ecuaciones correspondientes se obtuvieron
de la forma sefialada anteriormente.
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5.4.2. Precision y exactitud

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de dispersion de una serie de
medidas obtenidas bajo condiciones establecidas. Mientras que la exactitud expresa el grado
de concordancia entre el valor que se acepta como valor verdadero y el valor encontrado [97].

Para la determinacion de estos parametros, se sobrecargaron muestras de trigo a dos niveles de
concentracién 200 y 750 pg kg™. Para esto, se adiciond una cantidad adecuada de solucién
estandar a 25 g de trigo molido y luego se realizé la extraccion de las muestras siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 5.3.1. Los extractos obtenidos, se derivatizaron (ver
seccion 5.3.2) y se analizaron por cromatografia de gas (ver seccion 5.3.3). La evaluacion de
cada nivel de concentracion se realizo en triplicado durante dos dias distintos. EI grado de
dispersion de los resultados obtenidos, se evalu6 mediante la determinacién de la desviacion
estandar relativa (RSD) y la exactitud se evalu6 mediante la determinacién del porcentaje de
recuperacion.

5.4.3. Limite de deteccidon y limite de cuantificacion

El limite de deteccién es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto. Mientras que el limite
de cuantificacion es la menor cantidad de analito en una muestra que puede ser determinada
cuantitativamente con precision y exactitud adecuadas [97].

Estos parametros se determinaron utilizando el método de sefial/ruido, para esto se sobrecarg6
un extracto de trigo a una concentracion de 20 pg kg™ de cada micotoxina y se evalué en
conjunto con un blanco de trigo. Los limites se determinaron considerando una relacion
sefial/ruido de 3.3:1 para el limite de deteccion y de 10:1 para el limite de cuantificacion.

5.5. Produccién de micotoxinas in vitro

5.5.1. Disefio de experimento

Para evaluar si el aislamiento obtenido tiene la capacidad de producir micotoxinas, se planifico
un disefio de experimentos del tipo factorial completo (FFD) de tres variables a dos niveles.
Posteriormente, con las respuestas obtenidas a partir de los experimentos disefiados, se generd
un modelo matematico utilizando regresion por cuadrados parciales minimos (PLSR). De esta
forma, ademas de evaluar la produccion de micotoxinas, se puede determinar si las variables
evaluadas impactan de manera significativa en la produccion de micotoxinas y si existen
interacciones entre estas variables.
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5.5.2. Contaminacion de arroz

La contaminacién del arroz con el aislamiento de Fusarium se realizé6 de acuerdo a lo
planificado en el disefio de experimentos, utilizando las siguientes variables:

e Cantidad de agua destilada: 40 y 80 mL
e Temperatura de incubacién: 20y 25 °C
e Tiempo de incubacion  : 3y 4 semanas.

El procedimiento general consisti6 en agregar (en frascos de 250 mL), la cantidad
correspondiente de agua destilada a 100 gramos de arroz pulido (arroz blanco marca
Miraflores® grado 1, grano largo — ancho). Posteriormente, esta mezcla se esterilizo en
autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 minutos y se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Al dia siguiente, se contamino el arroz con 10 discos (de 1 cm de didmetro) de una
colonia del hongo en medio PDA de siete dias de crecimiento. Finalmente, los arroces
contaminados se incubaron en estufa bajo las condiciones que se describen en la tabla 5.1.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se seco el arroz en una estufa a 50 °C por tres dias. Las
muestras se almacenaron a — 20 °C hasta su analisis mediante GC-ECD.

Tabla 5.1: Condiciones experimentales ensayo produccion de micotoxinas in vitro.

Condicidn Tiempo Temperatura Cantidad de agua
(semanas) (°C) (mL)
1 3 20 40
2 3 20 80
3 3 25 40
4 3 25 80
5 4 20 40
6 4 20 80
7 4 25 40
8 4 25 80

Se realizaron 5 réplicas de cada condicién ensayada mas un blanco al cual no se adicionaron
discos de PDA con el hongo, obteniéndose un total de 6 experimentos por cada condicién
ensayada.

5.5.3. Deteccion y cuantificacion de las micotoxinas producidas

Para la extraccion de las micotoxinas se molieron los 100 gramos de arroz de cada ensayo, y
se homogeneizaron completamente. De este homogeneizado, se tomaron 25 gramos de arroz y
se extrajeron con 100 mL de solucidn extractiva acetonitrilo:agua (80:20, v/v) durante 1 hora a
temperatura ambiente, utilizando un agitador horizontal. Posteriormente, se filtro el extracto y
se tomd una alicuota de 8 mL del filtrado para realizar la limpieza del extracto con cartuchos
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de extraccion en fase solida Bond Elut Mycotoxin. Finalmente, se tomaron 4 mL del eluato y
se evaporaron a sequedad bajo corriente de nitrégeno.

Una vez seco los extractos, se adicionaron 50 pL de reactivo de derivatizacion BSA + TMCS
+ TMSI (3:2:3) y se dejo reaccionar a 30 °C por 30 minutos. Luego se agregaron 250 uL de
hexano y se agitd en vortex por 30 segundos. Posteriormente, se agregé 1 mL de tampdn
fosfato (60 mM, pH 7) y se agitd en vortex por 30 segundos. Finalmente, se transfirio la fase
superior de hexano a un vial para su posterior analisis por cromatografia de gas, utilizando las
condiciones cromatograficas sefialadas en la seccién 5.3.3.

Las muestras se cuantificaron utilizando el método de calibracion externa, para lo cual se
confecciond una curva de calibracion con arroz sobrecargado en un rango de concentracion de
25 a 1000 ug kg™

5.6. Tratamiento de datos

Los datos fueron evaluados utilizando estadistica descriptiva (promedio, desviacion estandar y
desviacién estandar relativa). Las ecuaciones de la recta correspondiente a cada curva de
calibracion se obtuvieron utilizando regresion lineal empleando el programa Excel®
(Microsoft Corporation, USA). Para los analisis estadisticos de datos correspondientes a t-
student y test Fisher se utilizé el software GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad, USA). Para la
elaboracion del disefio experimental factorial completo y analisis de regresion por cuadrados
parciales minimos (PLSR) se utiliz6 el software MODDE® 7.0 (Umetrics, Suecia).
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6. Resultados

6.1. Identificacion de las especies aisladas

6.1.1. Identificacion morfoldgica

Desde las espigas de trigo candeal, variedad Llareta INIA, que presentaron crecimiento de un
micelio de coloracion rosa-blanquecino, se obtuvo un aislamiento puro del hongo responsable
de la patologia. Este aislamiento se denomind FUS 2013-7.

En la figura 6.1 se observa el aislamiento obtenido en placas de PDA, se aprecia un
crecimiento radial del hongo, el cual crecié a una velocidad de 1 centimetro por dia. La
colonia presenta un micelio algodonoso de coloracién blanquecina con tintes rosados,
observandose claramente esta coloracion en el reverso de la placa de PDA.

Figura 6.1: Aislamiento FUS 2013-7 en medio PDA. A) anverso de la placa, B) reverso de la placa.

Al observar el micelio del hongo con un microscopio dptico, para determinar la presencia de
estructuras microscopicas que permitan identificar el aislamiento, se encontrd ausencia de
microconidias y presencia de macroconidias. Como se observa en la figura 6.2, las
macroconidias encontradas tienen forma curvada (“forma de canoa”), son pluriseptadas y
presentan una célula basal con forma de pie, esto Gltimo es una caracteristica del género
Fusarium.
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Figura 6.2: Macroconidia del aislamiento FUS 2013-7.

Las caracteristicas macroscopicas y microscépicas observadas permiten identificar
morfologicamente al aislamiento como Fusarium graminearum.

6.1.2. lIdentificacién molecular

Se realiz6 la caracterizacion molecular del aislamiento FUS 2013-7 utilizando partidores
especificos para distintas especies del género Fusarium. Este ensayo se realizo en conjunto
con otros aislamientos denominados FUS 2013-14 y FUS 2013-19 los cuales tienen una
procedencia distinta al aislamiento estudiado en este trabajo.

En la figura 6.3 se observa el producto de amplificacion obtenido al utilizar partidores para F.
graminearum Fg16NF/Fg16NR (lineas 1 — 7) y F. pseudograminearum Fpl-1/Fpl-2 (lineas 8
— 14) los cuales amplifican bandas de 280 y 523 pb respectivamente [94]. Las lineas 1, 2, 8 y 9
contienen ADN del aislamiento FUS 2013-7, las lineas 3, 4, 10 y 11 contienen ADN del
aislamiento FUS 2013-14 y las lineas 5, 6, 12 y 13 contienen ADN del aislamiento FUS 2013-
19; 7 y 14 son controles negativos que no contienen ADN y M corresponde a un marcador de
peso molecular. Se observa amplificacion de la banda de 280 pb en las lineas 1 y 2 lo que
permite identificar el aislamiento FUS 2013-7 como Fusarium graminearum.
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Figura 6.3: Gel de agarosa ensayo PCR utilizando partidores para F. graminearum y F. pseudograminearum.

Con la finalidad de identificar los aislamientos FUS 2013-14 y 2013-19 se realiz6 un nuevo
ensayo de PCR utilizando partidores especificos para F. graminearum Fgl6NF/Fg16NR, F.
avenaceum FA-ITSF/FA-ITSR, F. culmorum FcO1F/FcO1R y F. acuminatum FAC-F/FAC-R
los cuales amplifican bandas de 280, 272, 570, 602 pb respectivamente [94].

En la figura 6.4 se observa el producto de amplificacion obtenido. Las lineas 1 y 2 contienen
ADN del aislamiento FUS 2013-7, las lineas 4, 5, 9, 10, 14 y 15 contienen ADN del
aislamiento FUS 2013-14 y las lineas 6, 7, 11, 12, 16 y 17 contienen ADN del aislamiento
FUS 2013-19; 3, 8, 13 y 18 son controles negativos que no contienen ADN y M es un
marcador de peso molecular. Se observa amplificacion de la banda de 280 pb en las lineas 1 y
2 lo que ratifica que el aislamiento FUS 2013-7 es un Fusarium graminearum. También se
observa amplificacion de la banda de 602 pb en las lineas 14 — 17 lo que permite identificar
los aislamientos FUS 2013-14 y FUS 2013-19 como Fusarium acuminatum.

Estos resultados también demuestran la especificidad de la metodologia utilizada ya que cada
aislamiento amplific6 solamente con un partidor.
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Figura 6.4: Gel de agarosa ensayo PCR utilizando partidores para F. graminearum (1 — 3), F. avenaceum (4 — 8),
F. culmorum (9 — 13) y F. acuminatum (14 — 18).

6.2. Implementacion de un método analitico para la deteccion y cuantificacion de
tricotecenos en trigo

6.2.1. Micotoxinas estudiadas

Al inicio de la implementacion del meétodo cromatografico se evalud la deteccion de
tricotecenos de tipo A (DAS y HT-2) y tricotecenos de tipo B (DON, 3-ADON y NIV).

En la figura 6.5 se presenta el cromatograma obtenido, en el cual se observa una separacion
adecuada de las micotoxinas, excepto para DAS, que no se resuelve respecto al 3-ADON. Por
otra parte, a pesar que todas las micotoxinas son derivatizadas de igual forma, se observa que
la respuesta de los tricotecenos de tipo A es bastante menor a la sefial obtenida para los
tricotecenos de tipo B (TCTB). Este resultado concuerda con lo reportado en literatura donde
se sefiala que los trimetilsilil derivados de los tricotecenos de tipo A otorgan menor sefial al ser
analizados mediante GC-ECD, debido a la carencia del grupo carbonilo en C-8 [85, 98, 99].
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Figura 6.5: Cromatograma de una mezcla de estandar de DON (300 pg kg™), 3-ADON (300 pg kg™), NIV (300
ug kg™t), DAS (1200 pg kg™) y HT-2 (1200 ug kg™) derivatizados con BSA + TMCS + TMSI.

En base a lo anteriormente sefialado y, sumado al hecho de que F. gramineareum se asocia
con la produccién de tricotecenos de tipo B [8, 63, 89, 100, 101], se decidié continuar el
trabajo estudiando solamente el grupo de tricotecenos de tipo B.

6.2.2. Temperatura de reaccion

Los procedimientos de derivatizacién de tricotecenos con BSA + TMCS + TMSI descritos en
literatura utilizan distintas temperaturas de reaccion, entre las cuales destacan: temperatura
ambiente [62, 102], 30° [103, 104], 40° [101, 105] y 80 °C [88, 106]. Debido a esto se decidio
estudiar si habria diferencia al realizar la reaccion de derivatizacion a 30° u 80 °C. Para esto se
derivatiz6 estandar de tricotecenos de tipo B a una concentracion de 100 pg kg™ en triplicado
a las temperaturas ensayadas. Se comparo las areas promedio obtenidas mediante una prueba
de t-student (0=0.05), encontrandose que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre realizar la reaccion a 30° u 80 °C para ninguna de las micotoxinas estudiadas (figura
6.6). Por tanto, se decidio realizar la reaccion de derivatizacion a 30 °C.
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Figura 6.6: Comparacion temperatura de reaccién de derivatizacién de tricotecenos de tipo B (100 pg kg™) con

BSA + TMCS + TMSI. Se representa la media y la desviacion estandar.

6.2.3. Eleccién estandar interno

Se utiliza un estandar interno clorado para controlar la respuesta y disminuir los problemas de
reproducibilidad y repetibilidad del instrumento (GC-ECD) [105, 107]. Con esta finalidad, se
ensayé el uso de o,p-DDE y p,p’-DDE. En la figura 6.7 se observa la sefial obtenida para
estos analitos y su relacion con las micotoxinas estudiadas. Ambos compuestos proporcionan
una sefial adecuada libre de interferencias de la matriz. Se decidi6 utilizar p,p"-DDE como
estandar interno ya que proporciona mayor sefial y presenta una menor cantidad de picos

aledanos.
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Figura 6.7: Cromatograma de trigo blanco (linea roja) y trigo sobrecargado (linea azul) con o,p”-DDE, p,p"-DDE:
0.12 ug mL™ y TCTB: 500 pg kg™

6.3. Determinacion parametros analiticos

6.3.1. Linealidad

6.3.1.1. Curva de calibracion estandar

En la figura 6.8 se presentan las curvas de calibraciéon obtenidas para las cuatro micotoxinas
estudiadas. Las ecuaciones de la recta, correspondiente a cada micotoxina, se presentan en la
tabla 6.1 junto con el coeficiente de correlacion. Los resultados obtenidos demuestran que
existe una relacion lineal entre las variables en el rango ensayado.
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Figura 6.8: Curvas de calibracién estandar. n = 2; 3 dias distintos.
Tabla 6.1: Linealidad de tricotecenos en estandar®.
Micotoxina Ecuacion de la recta Coeficiente de correlacion (r)
DON y =0.0013 x + 0.0087 0.9999
3-ADON y =0.0012 x + 0.0185 0.9997
15-ADON y =0.0010 x + 0.0225 0.9996
NIV y =0.0017 x +0.0216 0.9997

? Rango lineal: 50 — 1000 pg kg™

6.3.1.2. Curva de calibracion en matriz

En la figura 6.9 se presentan las curvas de calibracion en matriz obtenidas para las cuatro
micotoxinas estudiadas. Las ecuaciones de la recta, correspondiente a cada micotoxina, se
presentan en la tabla 6.2 junto con el coeficiente de correlacion. Los resultados obtenidos
demuestran que existe una relacion lineal entre las variables en el rango ensayado.
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Figura 6.9: Curva de calibracién en trigo. n = 2; 3 dias distintos.
Tabla 6.2: Linealidad de tricotecenos en trigo®.
Micotoxina Ecuacion de la recta Coeficiente de correlacion (r)
DON y =0.0020 x - 0.0034 0.9998
3-ADON y =0.0020 x + 0.0317 0.9996
15-ADON y =0.0015 x + 0.0212 0.9999
NIV y =0.0027 x - 0.0044 0.9999

? Rango lineal: 50 — 1000 pg kg™

Posteriormente, se procedié a comparar las pendientes de las curvas de calibracion de estandar
con la curva de calibracion en matriz mediante un test Fisher (0=0.05). La comparacion
muestra que las pendientes de ambas curvas no son iguales, p < 0.0001. Se obtuvo el mismo
resultado para todas las micotoxinas, esto se observa graficamente en las figuras 6.10 a la
6.13. Este resultado muestra que hay un efecto matriz y, por tanto, se debe utilizar una curva
de calibracion en matriz para la cuantificacion de las micotoxinas en trigo.
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Figura 6.10: Comparacion curva de calibracion estandar y matriz para deoxinivalenol.
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Figura 6.11: Comparacion curva de calibracién estandar y matriz para 3-acetildeoxinivalenol.
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Figura 6.13: Comparacioén curva de calibracién estandar y matriz para nivalenol.
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6.3.2. Precision y exactitud

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6.3, se observa que los valores de
recuperacion méas bajos corresponden a NIV y los més altos a 3-ADON. Se obtuvo una
recuperacion adecuada para DON, 3-ADON y 15-ADON sin embargo, la recuperacion de NIV
se encuentra fuera del rango aceptado (80 — 110 %) de acuerdo al criterio de AOAC [108]. La
baja recuperacion de NIV es frecuentemente reportada en literatura, por ejemplo utilizando
columnas Bond Elut Mycotoxin Klotzel et al. reporta una recuperacion de 67 % en trigo [95],
mientras que Yue et al. sefiala una recuperacion de 60.1 % en plantas medicinales [109].
Utilizando otros procedimientos de limpieza del extracto también se describen valores de
recuperacion inferiores al 80 % [62, 104, 106, 110, 111]. Por tanto, debido a la baja
recuperacion de NIV (50.1 %) la metodologia implementada, sélo es adecuada para analizar la
presencia de esta micotoxina en las muestras.

En cuanto a la dispersion de los resultados (RSD), esta es adecuada obteniéndose valores que
van desde 1.5 a 6.3 %.

Tabla 6.3: Recuperacion y desviacion estandar relativa de tricotenenos en trigo sobrecargado
(n =6).

Micotoxina Nivel de sobrecarga Recuperacion RSD
(g kg™) (%) (%)
DON 200 86.7 6.2
750 93.1 1.5
3-ADON 200 109 3.3
750 110 52
15-ADON 200 107 3.1
750 108 4.2
NIV 200 52.1 6.3
750 50.1 4.2
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6.3.3. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Estos parametros se evaluaron en matriz utilizando el método de sefial/ruido, obteniéndose
limites de cuantificacion entre 30 y 44 pg kg™ como se sefiala en la tala 6.4. Los valores
obtenidos para los limites de deteccion y cuantificacion se verificaron experimentalmente
sobrecargando un blanco de trigo con las concentraciones correspondientes y se inyectd en
quintuplicado.

Tabla 6.4: Limite de deteccidn y cuantificacion de tricotecenos en trigo.

Micotoxina Limite de deteccion Limite de cuantificacion
(ug kg™) (ug kg™)
DON 13.2 40.0
3-ADON 13.2 40.0
15-ADON 14.5 44.0
NIV 10.0 30.0

6.3.4. Analisis de muestra de trigo afectado con FHB

Utilizando la metodologia analitica implementada, se analizaron los granos de trigo obtenidos
desde las espigas que presentaron sintomatologia de FHB. El andlisis de la muestra no detect6
la presencia de micotoxinas en los granos de trigo.

6.4. Produccién de micotoxinas in vitro

Las muestras de arroz de los ensayos de produccion de micotoxinas in vitro se cuantificaron
utilizando el método de calibracidn externa. El detalle de las curvas de calibracion empleadas
para dicha cuantificacion se presenta en el anexo A.

6.4.1. Primer ensayo

Se realiz6 un ensayo preliminar para determinar si el aislamiento de Fusarium graminearum,
FUS 2013-7, tenia la capacidad de producir micotoxinas en un medio de arroz. Para esto se
agregaron 40 mL de agua destilada a 100 gramos de arroz (en un matraz erlenmeyer de 500
mL), esta mezcla se esterilizo en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 minutos y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se contaminé el arroz con 10 discos de
una colonia del hongo en medio PDA de siete dias de crecimiento y se dejé en incubacion bajo
las siguientes condiciones:

e 20 °C durante 3 semanas
e 20 °C durante 4 semanas
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e 25 °C durante 3 semanas
e 25 °C durante 4 semanas

En las tabla 6.5 se presentan los resultados obtenidos, se observa que el aislamiento FUS
2013-7 produce DON y 3-ADON bajo las condiciones ensayadas. La micotoxina 15-ADON
no fue analizada porque no se disponia del estandar.

Tabla 6.5: Micotoxinas producidas por aislamiento FUS 2013-7 en arroz.

Concentracion de DON (ug kg™) Concentracion de 3-ADON (ug kg™)

3 semanas 4 semanas 3 semanas 4 semanas
Réplica 20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C
1 51.1 10854 53.3 356.9 nd® 81.2 22.2 174.4
2 433.8 29040 96.2 79183 nd 35.9 24.0 39.0
3 116.3 454.0 118.7 3637.8 nd 155.8 17.0 113.6
Promedio 200.4 1481.1 894 3971.0 91.0 21.1 109.0
SD” 204.7 12720 332 37/91.7 60.5 3.6 67.8
RSD 102.2 85.9 37.2 955 66.5 17.2 62.2

8 No detectado
® Desviacion estandar

6.4.2. Segundo ensayo

Debido a que el ensayo preliminar mostré que el aislamiento FUS 2013-7 tiene la capacidad
de producir micotoxinas, se realizd un segundo ensayo de produccién de micotoxinas in vitro
utilizando un disefio de experimentos para evaluar cuales son las variables que tienen un
mayor impacto en la produccién de micotoxinas.

Para este estudio “screening” de variables, se planifico un disefio experimental factorial
completo (FFD) de tres variables a dos niveles (2°). Este tipo de disefio experimental permite
determinar la influencia y el impacto de las variables sobre la respuesta medida y también
permite determinar si existen interacciones significativas entre las variables estudiadas. Se
midié como respuesta la concentracién de cada micotoxina en pg kg™t y se estudiaron las
variables: x; temperatura de incubacion (Ti,c), X2 tiempo de incubacion (tinc) Y X3 cantidad de
agua adicionada (Agua). Los niveles estudiados para cada variable fueron dos, los cuales se
codificaron como ( -1 ) para el nivel mas bajo y ( +1 ) para el nivel mas alto de cada variable
como se indica en la tabla 6.6. Esta normalizacion tiene por objetivo poder trabajar con
variables que poseen diferentes unidades y magnitudes, de esta forma, al trabajar con valores
codificados estas variables se pueden relacionar y comparar directamente unas con otras.
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Tabla 6.6: Variables estudiadas en el disefio experimental de tipo factorial completo de dos
niveles (2°), segundo ensayo de produccién de micotoxinas in vitro.

Variables Niveles

-1 +1
X1 Temperatura de incubacién (°C) 20 25
X» Tiempo de incubacion (semanas) 3 4
X3 Cantidad de agua (mL) 40 80

Como las variables experimentales, X, son tres y se estudiaron en dos niveles, el disefio estaria
conformado por 2* experimentos, lo que corresponde a 2% = 8 experimentos. Sin embargo,
debido a la gran variabilidad de los resultados obtenidos en el ensayo preliminar, se decidi
realizar cada experimento en quintuplicado, por lo que se tiene un total de 40 experimentos,
los que se detallan en la tabla B1 del anexo B. La contaminacion del arroz con el aislamiento
FUS 2013-7 se realizo utilizando el procedimiento descrito en la seccion 5.5.2. Los resultados
obtenidos se presentan en las tablas 6.7 a la 6.9, a partir de las cuales se observa que el
aislamiento FUS 2013-7 produce DON, 3-ADON y 15-ADON bajo las condiciones
ensayadas. La produccion simultanea de DON, 3-ADON y 15-ADON es un hallazgo frecuente
al utilizar un medio de cultivo sélido (arroz, trigo) para evaluar la produccion de micotoxinas
[53, 112-115]. Sin embargo, a pesar de la produccion simultanea de ambos derivados
acetilados, se aprecia que la cantidad producida de 15-ADON es bastante mayor a la cantidad
producida de 3-ADON, entre 5 y 10 veces mayor, lo que permite clasificar al aislamiento de
Fusarium graminearum, FUS 2013-7, en el quimiotipo 15-ADON.
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Tabla 6.7: Cantidad de deoxinivalenol producido por el aislamiento FUS 2013-7 en el segundo ensayo de produccion de
micotoxinas in vitro.

Réplica Concentracion de DON (pg kg™)
20/ 3/ 40° 20/ 3/ 80 20/ 4/ 40 20/ 4/ 80 25/ 3/ 40 25/ 3/ 80 25/ 4/ 40 25/ 4/ 80

1 8.9 6201.4 26.5 9799.7 187.8 246.5 288.4 140.6

2 43.9 1252.4 15.7 3584.4 140.8 60.5 372.0 37.3

3 1185.5 22.0 18.4 8663.7 147.5 153.5 227.6 118.2

4 12.4 13885.4 2033.2 759.6 209.4 1154 344.5 176.2

5 9.3 113.7 69.0 17.0 213.9 46.2 241.9 284.8
Promedio 252.0 4295.0 432.6 4564.9 179.9 124.4 294.9 151.4
SD 522.0 5928.9 895.1 4481.3 34.2 80.7 62.8 90.3
RSD 207.2 138.0 206.9 98.2 19.0 64.8 21.3 59.6

& Condiciones del ensayo denominadas segtin temperatura (°C)/ tiempo de incubacion (semanas)/ cantidad de agua adicionada (mL).

Tabla 6.8: Cantidad de 3-acetildeoxinivalenol producido por el aislamiento FUS 2013-7 en el segundo ensayo de produccion de
micotoxinas in vitro.

Réplica Concentracion de 3-ADON (ug kg™)
20/ 3/ 40° 20/ 3/ 80 20/ 4/ 40 20/ 4/ 80 25/ 3/ 40 25/ 3/ 80 25/ 4/ 40 25/ 4/ 80
1 nd® 534.8 38.3 434.2 95.0 143.7 97.0 83.6
2 42.1 346.8 33.2 461.4 81.2 66.8 94.7 43.2
3 274.0 33.6 34.1 392.0 85.6 108.6 69.5 715
4 314 821.5 349.7 101.9 94.6 74.2 99.4 86.9
5 30.7 68.2 42.5 31.0 93.5 51.7 83.8 100.9
Promedio 94.6 361.0 99.6 284.1 90.0 89.0 88.9 77.2
SD 119.8 330.0 139.9 201.8 6.3 37.0 12.4 21.7
RSD 126.7 91.4 140.5 71.0 7.0 41.6 13.9 28.1

2: Condiciones del ensayo denominadas segun temperatura (°C)/ tiempo de incubacion (semanas)/ cantidad de agua adicionada (mL).
: No detectado.
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Tabla 6.9: Cantidad de 15-acetildeoxinivalenol producido por el aislamiento FUS 2013-7 en el segundo ensayo de produccion de

micotoxinas in vitro.

Réplica Concentracion de 15-ADON (ug kg™)
20/ 3/ 40° 20/ 3/ 80 20/ 4/ 40 20/ 4/ 80 25/ 3/ 40 25/ 3/ 80 25/ 4/ 40 25/ 4/ 80
1 28.7 6491.0 81.0 5638.8 641.5 1207.1 779.2 671.0
2 204.5 2554.2 50.4 4345.8 415.8 304.9 860.7 211.4
3 2063.0 63.4 64.7 3070.9 435.2 707.5 522.2 619.4
4 38.4 9274.3 2639.1 1346.8 665.9 438.7 869.0 860.8
5 28.6 294.0 145.9 43.4 791.4 199.9 661.1 910.4
Promedio 472.6 3735.4 596.2 2889.1 590.0 571.6 738.4 654.6
SD 892.2 4031.0 1142.6 2246.8 160.7 402.9 147.0 276.5
RSD 188.8 107.9 191.6 77.8 27.2 70.5 19.9 42.2

& Condiciones del ensayo denominadas segtin temperatura (°C)/ tiempo de incubacion (semanas)/ cantidad de agua adicionada (mL).
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Para modelar la relacion existente entre las variables estudiadas y las respuestas medidas, se
generé un modelo matemaético utilizando regresion por cuadrados parciales minimos (PLSR).
De esta forma, se obtiene una ecuacion polinomial refinada que describe el comportamiento
del sistema en estudio, ecuacion 1.

Y = Do + D1x1 + DsX3 + D1gXiXs (1)

Donde y es la respuesta medida, x son los valores codificados de las variables, by es la
constante de la ecuacion y by, son los diferentes coeficientes de regresion del polinomio.

Para evaluar el ajuste del modelo y, por tanto, su confiabilidad se debe examinar la variacion
explicada y la variacién predicha. La variacion explicada se expresa mediante R? (bondad del
modelo) y es una medida de qué tan bien se ajusta el modelo de regresion a los datos
experimentales. Este R? puede tener valores entre 0y 1, en donde 1 indica un modelo que se
ajusta de manera perfecta a los datos experimentales, y 0 indica que el modelo no se ajusta en
absoluto. La variacion predicha se expresa por medio de Q* (bondad de prediccién) la cual
estima el poder predictivo del modelo. El valor de Q* puede ir desde 1 a - «, ¢ indica un buen
modelo cuando existe una diferencia no mayor a 0.2 — 0.3 con respecto a R?. Otros parametros
que permiten complementar la informacion de la calidad del modelo son los valores de
validacién y de reproducibilidad. Cuando el valor de validacion del modelo es mayor a 0.25
no hay falta de ajuste en el modelo, y cuando este valor es menor a 0.25 se tiene una
significativa falta de ajuste. La reproducibilidad es una medida del control del error
experimental, y cuando este valor es alto (> 0.5) se tiene un buen control del error
experimental [116]. En la tabla 6.10 se presenta la evaluacion del modelo, estos parametros de
evaluacion muestran que el modelo se ajusta bien a la respuesta experimental, encontrandose
valores de R® > 0.84, lo que indica un buen ajuste y valores de Q® > 0.77 indicando un buen
poder predictivo.

Tabla 6.10: Evaluacion del modelo PLS tras 2 PLS-componentes, segundo ensayo de
produccién de micotoxinas in vitro.

y-respuestas

Parametros del DON 3-ADON 15-ADON Modelo total
modelo

R? 0.8717 0.8401 0.8624 0.8582
Q? 0.8289 0.7777 0.8191 0.8072
Validez del modelo 0.8472 0.6606 0.8334

Reproducibilidad 0.8553 0.8333 0.8458

El modelo se validé utilizando un test de ANOVA el cual se presenta en la tabla B2 del anexo
B. Se aprecia que la significancia del modelo de regresién, para cada una de las respuestas
medidas, tiene un valor de p < 0.000 lo que indica que es un modelo satisfactorio y
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significativo. La comparacion del error del modelo con el error de réplicas arroja un valor de p
> 0.05 que indica que el modelo no tiene falta de ajuste, y muestra por tanto un buen ajuste de
los datos para las tres respuestas. Con esta validacion estadistica del modelo, se tienen
garantias para interpretar los coeficientes de regresion obtenidos de dicho modelo.

En la tabla 6.11 se presentan los valores de los coeficientes de regresién del polinomio (b),
estos coeficientes permiten conocer la relacion existente entre cada variable y las respuestas.
Como las variables usadas en el modelo tienen sus valores normalizados de -1 a +1, el
impacto relativo de cada variable esta directamente relacionado con el tamafio del coeficiente
de regresion, esto quiere decir que mientras méas grande el valor del coeficiente (ya sea
positivo 0 negativo), esa variable tiene un mayor impacto sobre la respuesta [117]. En la tabla
6.11 se aprecia que, entre las variables individuales, la cantidad de agua adicionada tiene un
mayor impacto en la produccion de micotoxinas, y debido a que este coeficiente tiene signo
positivo, se tiene que a mayor cantidad de agua se produce mayor cantidad de micotoxina
como se aprecia en la figura 6.14. La Tj, tienen un impacto menor en la produccion de DON y
3-ADON mientras que para 15-ADON su impacto no es estadisticamente significativo.
También se observa que existe una interaccion fuerte entre las variables temperatura de
incubacion y cantidad de agua (TincXAgua), esta interaccion tiene un mayor impacto sobre la
produccidn de micotoxinas que las variables individuales debido al alto valor de su coeficiente
de regresion.

Tabla 6.11: Coeficientes de regresion normalizados (b) para el modelo PLS, segundo ensayo
de produccion de micotoxinas in vitro.

Términos del polinomio Y1 Y2 Y3
DON 3-ADON 15-ADON
constante by 2.739 +0.063 5.317 £0.070 4.216 + 0.066
p = 0.000° p =0.000 p = 0.000
b1 Tinc —0.137 £ 0.064 -0.168 £ 0.071 0.074 = 0.067
p=0.041 p=0.024 p=0278
bs Agua 0.531 + 0.064 0.522 £ 0.071 0.556 = 0.067
p = 0.000 p = 0.000 p = 0.000
b13 TineXAgua —0.773 £ 0.065 -0.768 £ 0.072 —0.750 £ 0.068
p = 0.000 p = 0.000 p = 0.000

% Coeficientes de regresion normalizados + error estandar.

®Valor de p para el coeficiente.
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Figura 6.14: Efecto de la variable cantidad de agua sobre la produccion de micotoxinas in vitro.
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En la figura 6.15 se observa la interaccion Ti,:xAgua, se aprecia que al aumentar la Tinc se
genera un aumento en la produccién de micotoxinas al utilizar menor cantidad de agua, y que
al utilizar el nivel més alto de agua se produce una disminucion en la produccion de
micotoxinas. Sin embargo, a pesar de esta disminucidn, se observa gque la produccién es mayor
al utilizar mayor cantidad de agua. Ademas, se aprecia que esta diferencia de comportamiento
se minimiza al utilizar una temperatura de incubacion de 25 °C.
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Figura 6.15: Gréficos de interaccion T, vs. Agua. (a) DON, (b) 3-ADON, y (c) 15-ADON. (A) 40 mL de agua,
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En la figura 6.16 se presenta el grafico de loadings en el cual se grafican todas las variables y
las respuestas al mismo tiempo, mostrando asi sus interrelaciones. Cuando una variable o
interaccion esta lejos del origen del grafico significa que tiene un gran impacto en la respuesta,
y mientras més cerca del origen del grafico menor es su impacto. Entre la variables estudiadas,
Tinc tiene el menor impacto, mientras que la variable Agua y la interaccién Ti,cxAgua poseen
las mayores influencias en las respuestas.
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Figura 6.16: Gréfico de loadings del primer y segundo PLS-componente, segundo ensayo de produccion de
micotoxinas in vitro.

Para tener una mejor apreciacion de la informacién que entrega el grafico de loadings, se
puede trazar una linea a partir de una respuesta pasando por el origen del gréfico. Luego,
desde cada variable e interaccion se traza una proyeccion perpendicular a esta linea (figura
6.17). Cuando la interseccién de estas se aleja del origen del gréafico, mas importante es esta
variable para la respuesta evaluada. Se observa que para las tres micotoxinas el agua tiene un
gran impacto en la produccion de éstas y como se encuentra en el mismo cuadrante que las
respuestas, esta correlacionada positivamente, es decir, a mayor cantidad de agua mayor
produccién de micotoxinas. La interaccion Ti,.xAgua tiene un gran impacto en la produccion
de las tres micotoxinas y como se ubica en el cuadrante contrario a las respuestas presenta un
coeficiente de regresion con signo negativo, esto se aprecia claramente en el grafico de
coeficientes (figura 6.18). La Tin tiene un impacto menor en la produccion de micotoxinas e
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impacta de forma negativa la produccion de DON y 3-ADON, es decir, a mayor Ti, Se tiene
una menor produccion de estas toxinas. En el caso de 15-ADON esta variable tiene un impacto
menor y se encuentra correlacionada positivamente. También se puede observar que DON, 3-
ADON vy 15-ADON se encuentran muy cercanas entre si, lo cual indica que son respuestas
fuertemente correlacionadas y por tanto debieran poseer similares perfiles de coeficientes, lo
cual se puede corroborar al observar la figura 6.18.
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Figura 6.17: Grafico de loadings del primer y segundo PLS-componente con proyecciones para las respuestas (a)
3-ADON; (b) DON; vy (c) 15-ADON, segundo ensayo de produccién de micotoxinas in vitro.
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Figura 6.18: Grafico de coeficientes de regresion normalizados (b) para el modelo PLS, segundo ensayo de
produccion de micotoxinas in vitro. (*) p <0,001; (**) p < 0,05; y (***) p > 0,05.

Por tanto, dentro de las variables estudiadas, la variable cantidad de agua es la que tiene un
mayor impacto en la produccion de micotoxinas in vitro. La temperatura de incubacion tiene
un impacto menor en la produccion de micotoxinas, sin embargo posee una interaccion con la
cantidad de agua y esta interaccion entre variables TincxAgua influye significativamente en la
produccion de micotoxinas in vitro.
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6.4.3. Tercer ensayo

Debido a la gran dispersion de los resultados obtenidos en las réplicas de cada condicion
ensayada, se decidio realizar un tercer ensayo para evaluar si al modificar la forma de
contaminar el arroz se logra mayor homogeneidad. Para esto, se moli6 y homogeneiz6
completamente el medio PDA que contiene la colonia del aislamiento FUS 2013-7 de siete
dias de crecimiento. Luego, se tomé una porcién de este homogeneizado y se contaming el
medio de arroz. Es importante destacar que la porcion del homogeneizado utilizada para
realizar la contaminacion es equivalente al volumen ocupado por los 10 discos de la colonia en
medio PDA empleados en los ensayos anteriores.

Se planificd un disefio factorial completo (FFD) de tres variables a dos niveles. Las variables
estudiadas y las respuestas medidas son las mismas que se evaluaron en el segundo ensayo de
produccion de micotoxinas in vitro. Es decir, se midié como respuesta la concentracién de y;
DON, y, 3-ADON vy y; 15-ADON en pg kg™ y se estudiaron las variables: x; temperatura de
incubacion (Tinc), X2 tiempo de incubacion (tinc) y X3 cantidad de agua adicionada (Agua) como
se sefiala en la tabla 6.12. Como se estudiaron tres variables experimentales a dos niveles, el
disefio deberfa estar compuesto por 2° = 8 experimentos, sin embargo, se realizaron cuatro
réplicas por cada experimento lo que genera un total de 32 experimentos los que se detallan en
la tabla B3 del anexo B.

Tabla 6.12: Variables estudiadas en el disefio experimental de tipo factorial completo de dos
niveles (2%), tercer ensayo de produccién de micotoxinas in vitro.

Variables Niveles

-1 +1
X1 Temperatura de incubacién (°C) 20 25
X, Tiempo de incubacion (semanas) 3 4
x3 Cantidad de agua (mL) 40 80

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 6.13 a la 6.15. Se aprecia que, en general,
los datos presentan menor dispersion (RSD) que los obtenidos en el segundo ensayo. Sin
embargo, se observa una diferencia importante respecto al segundo ensayo, ya que en general
se produce una menor cantidad de micotoxinas, especialmente en las condiciones que utilizan
80 mL de agua. Esto se aprecia claramente en los resultados obtenidos para 3-ADON donde
no se detectd esta micotoxina en ninguna de las condiciones que utilizan 80 mL de agua. Estas
diferencias en la cantidad de micotoxinas producidas se puede deber a la modificacion que se
realizé en la forma de contaminar el arroz, ya que tal vez se produjo un efecto de dilucion al
moler todo el medio de PDA con el hongo y luego tomar una porcion de este homogeneizado.
De esta forma, el nUmero de conidias agregadas tal vez fue inferior al nimero de conidias
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adicionadas utilizando la modalidad de discos conteniendo el hongo. Sin embargo, a pesar de
estas diferencias en cuanto a cantidad de micotoxinas producidas, se mantiene la tendencia de
produccién de micotoxinas observada en el segundo ensayo, esto es: 15-ADON > DON > 3-
ADON lo que confirma que el aislamiento FUS 2013-7 pertenece al quimiotipo 15-ADON, ya
que esta es la micotoxina que produce en mayor cantidad.
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Tabla 6.13: Cantidad de deoxinivalenol producido por el aislamiento FUS 2013-7 en el tercer ensayo de produccién de micotoxinas
in vitro.

Réplica Concentracion de DON (pg kg™)
20/ 3/ 40° 20/ 3/ 80 20/ 4/ 40 20/ 4/ 80 25/ 3/ 40 25/ 3/ 80 25/ 4/ 40 25/ 4/ 80
1 43.6 nd 64.7 42.8 38.0 nd 58.7 nd
2 100.4 nd 72.9 37.4 42.9 nd 71.9 nd
3 454.8 nd 73.8 nd 42.5 nd 44.6 nd
4 48.2 nd 44.9 nd 47.1 nd 39.3 53.0
Promedio 161.7 64.1 40.1 42.6 53.6 53.0
SD 197.1 13.4 3.8 3.7 14.6
RSD 121.9 20.9 9.5 8.7 27.3

Z: Condiciones del ensayo denominadas segln temperatura (°C)/ tiempo de incubacion (semanas)/ cantidad de agua adicionada (mL).
: No detectado.

Tabla 6.14: Cantidad de 3-acetildeoxinivalenol producido por el aislamiento FUS 2013-7 en el tercer ensayo de produccion de
micotoxinas in vitro.

Réplica Concentracién de 3-ADON (ug kg ™)
20/ 3/ 40° 20/ 3/ 80 20/ 4/ 40 20/ 4/ 80 25/ 3/ 40 25/ 3/ 80 25/ 4/ 40 25/ 4/ 80

1 37.7 nd 43.6 nd 35.7 nd 41.3 nd

2 54.4 nd 44.1 nd 37.5 nd 37.4 nd

3 75.4 nd 43.0 nd 35.6 nd 36.5 nd

4 39.2 nd 36.4 nd 38.9 nd nd nd
Promedio 51.7 41.8 36.9 38.4
SD 17.5 3.6 1.6 2.5
RSD 33.9 8.6 4.3 6.6

Z: Condiciones del ensayo denominadas seguin temperatura (°C)/ tiempo de incubacion (semanas)/ cantidad de agua adicionada (mL).
: No detectado.
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Tabla 6.15: Cantidad de 15-acetildeoxinivalenol producido por el aislamiento FUS 2013-7 en el tercer ensayo de produccion de

micotoxinas in vitro.

Réplica Concentracion de 15-ADON (ug kg™)
20/ 3/ 40° 20/ 3/ 80 20/ 4/ 40 20/ 4/ 80 25/ 3/ 40 25/ 3/ 80 25/ 4/ 40 25/ 4/ 80

1 102.1 33.6 170.0 35.1 66.3 52.2 162.0 43.6

2 302.2 nd 165.8 35.0 94.3 40.9 76.5 67.6

3 704.2 34.3 153.3 35.8 59.7 40.2 98.2 42.1

4 122.7 35.9 108.2 47.2 103.3 42.2 56.4 58.9
Promedio 307.8 34.6 149.3 38.3 80.9 43.9 98.3 53.0
SD 279.1 11 28.3 6.0 21.1 5.6 45.8 12.3
RSD 90.7 3.3 19.0 15.6 26.1 12.8 46.6 23.2

& Condiciones del ensayo denominadas segln temperatura (°C)/ tiempo de incubacion (semanas)/ cantidad de agua adicionada (mL).

®- No detectado.
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La relacion existente entre las variables estudiadas y las respuestas medidas se modelo
utilizando regresion por cuadrados parciales minimos (PLSR), obteniéndose la ecuacion 2 que
describe el comportamiento del sistema en estudio.

y = bg + b1xq + boXo + baXs + b1oXaXo + D13X1X3 + DasXoXs (2)

El modelo obtenido, tras una refinacion de los datos, presenta buenas caracteristicas. En la
tabla 6.16 se aprecia que el modelo total tiene un valor de R* = 0.8440 y un valor de Q* =
0.7252 lo que indica que el modelo se ajusta bien a la respuesta experimental y tiene un buen
poder predictivo. Los valores de validacion del modelo son superiores a 0.25 y se tiene un
buen control del error experimental, ya que los valores de reproducibilidad son superiores a
0.5.

Tabla 6.16: Evaluacion del modelo PLS tras 3 PLS-componentes, tercer ensayo de produccién
de micotoxinas in vitro.

y-respuestas

Parametros del DON 3-ADON 15-ADON Modelo total
modelo

R? 0.8368 0.9305 0.7642 0.8440
Q? 0.7002 0.8654 0.6204 0.7252
Validez del modelo 0.5144 0.5488 0.7377

Reproducibilidad 0.8040 0.9168 0.7041

En la tabla B4 del anexo B, se presenta el test de ANOVA que confirma la validez del modelo.
Se observa que la significancia del modelo de regresion tiene un valor de p < 0.000 lo que
indica que es un modelo satisfactorio y significativo. También se aprecia que el modelo no
tiene falta de ajuste ya que la comparacién del error del modelo con el error de réplicas arroja
un valor de p > 0.05. Por tanto, el modelo es apropiado para obtener informacion de cuales son
las variables que tienen mayor influencia en la produccion de micotoxinas in vitro y
determinar si existen interacciones significativas entre las variables.
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Tabla 6.17: Coeficientes de regresion normalizados (b) para el modelo PLS, tercer ensayo de

produccion de micotoxinas in vitro.

Términos del polinomio Y1 Y2 Y3
DON 3-ADON 15-ADON
constante by 0.600 + 0.076° 0.909 + 0.051 5.917 £ 0.094
p = 0.000° p = 0.000 p = 0.000
b1 Tinc -0.007 £ 0.077 -0.128 £ 0.052 -0.190 £ 0.096
p=0.931 p =0.021 p =0.058
b2 tin 0.309 + 0.077 —0.051 £ 0.052 —-0.017 £ 0.096
p =0.000 p =0.336 p =0.857
bs Agua -0.753 £ 0.077 —0.936 £ 0.052 -0.764 £ 0.096
p =0.000 p =0.000 p =0.000
b12 TincXtinc 0.076 £ 0.078 0.035 + 0.053 0.107 £ 0.097
p = 0.340 p=0.513 p=0.281
b1z TinexAgua 0.131 +£0.078 0.109 + 0.053 0.367 £ 0.097
p =0.106 p =0.050 p =0.001
b3 tinexAgua 0.341 £ 0.078 0.056 + 0.053 0.107 £ 0.097
p = 0.000 p =0.296 p=0.282

& Coeficientes de regresion normalizados # error estandar.
®Valor de p para el coeficiente.

Los coeficientes de regresion y sus significancias estadisticas se detallan en la tabla 6.17 y se
aprecian visualmente en el grafico de coeficientes presentado en la figura 6.19. Se observa que
el agua es la variable que tiene el mayor impacto en la produccién de micotoxinas. La
temperatura de incubacion (Ti,) sOlo tiene un efecto significativo en la produccion de 3-
ADON vy, el tiempo de incubacion (tinc) solo tiene un impacto significativo en la produccion de
DON. En este grafico también se observa la presencia de interacciones entre las variables que
afectan significativamente la produccion de micotoxinas in vitro. El detalle del efecto de las
variables individuales en la produccion de cada micotoxina se aprecia en la figura 6.20. En
esta figura, se observa claramente que al aumentar el tiempo de incubacién de tres a cuatro
semanas se produce un aumento en la produccién de DON, mientras que la produccién de 3-
ADON se ve disminuida. Esta disminucién en la cantidad de 3-ADON se puede deber a la
transformacion de este derivado acetilado en DON (producto final de la biosintesis), lo que
explicaria el aumento en la cantidad de esta micotoxina al aumentar el tiempo de incubacion
[44, 118]. Por otra parte, no se observan cambios en la cantidad de 15-ADON al aumentar el
tiempo de incubacion en el rango estudiado. Al graficar el efecto de la Ti,c se observa que al
aumentar de 20 a 25 °C la Tinc no se genera diferencia en la cantidad de DON producido, pero
si se observa una disminucion en la cantidad de 3-ADON y 15-ADON, produciéndose una
mayor cantidad de estas micotoxinas a una menor Ti,.. ESto concuerda con lo reportado por
Llorens et al. quien sefiala una Ti,c Optima de 15 °C para 3-ADON [119]. Finalmente, al
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graficar el efecto de la cantidad de agua adicionada, se observa que esta variable afecta de
igual forma a las tres micotoxinas, teniendo un efecto inversamente proporcional en la
produccion de micotoxinas lo que se ve reflejado en el signo negativo de su coeficiente de
regresion.
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Figura 6.19: Gréafico de coeficientes de regresion normalizados (b) para el modelo PLS, tercer ensayo de
produccion de micotoxinas in vitro. (*) p < 0,001; (**) p < 0,05; y (***) p > 0,05.
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Figura 6.20: Graficos de efectos principales sobre la produccién de micotoxinas in vitro. (a) Efecto del tiempo de
incubacidn; (b) efecto de la temperatura de incubacién; y (c) efecto de la cantidad de agua.

En el gréfico de loadings (figura 6.21) se observa que las micotoxinas 15-ADON y 3-ADON
se encuentran muy cercanas entre si, mientras que la micotoxina DON se encuentra mas
alejada. Esto explicaria la diferencia observada en el impacto de algunas variables, a
diferencia de lo observado en el segundo ensayo de produccion de micotoxinas in vitro, donde
las tres micotoxinas se encontraban agrupadas y se veian afectadas de la misma forma por las
variables e interacciones que eran significativas.
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Al observar la figura 6.21, se aprecia la similitud en el impacto de las variables sobre la
produccion de 15-ADON y 3-ADON (25.a y 25.b). Se observa que la interaccion TipcxAgua
tiene un gran impacto sobre la produccion de los derivados acetilados, no asi en la produccién
de DON vya que el intercepto de su proyeccion se encuentra muy cerca del origen del grafico
(figura 6.21.c). La variable agua tiene un gran impacto en la produccion de las tres
micotoxinas ya que en todos los graficos es la variable que se encuentra mas alejada del origen
del grafico, y su ubicacion en el cuadrante opuesto a las respuestas sefiala que al aumentar la
cantidad de agua disminuye la produccion de micotoxinas. Se observa que la variable tinc
afecta de manera importante y directamente proporcional la produccién de DON, pero no la
produccion de 3 y 15-ADON. Este aumento en la cantidad de DON producido al aumentar el
tiempo de incubacion es frecuentemente reportado en literatura [120-122]. La produccion de
DON también se ve fuertemente impactada por la interaccion ti,cxAgua lo que no ocurre en la
produccién de 3 y 15-ADON ya que el intercepto de su proyeccion se encuentra practicamente
en el origen del gréfico.
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Por tanto, este tercer ensayo confirma que la cantidad de agua adicionada al medio de arroz y
la interaccion TincxAgua, tienen un impacto significativo en la produccion de micotoxinas in
vitro. Ademas de sefialar que el tiempo de incubacion y la interaccion ti,.xAgua influyen
significativamente en la produccion de DON. Estos resultados concuerdan con lo reportado en
literatura donde varios estudios sefialan que la actividad de agua, temperatura y tiempo de
incubacidn, y las interacciones entre estas variables tienen un efecto significativo sobre la
produccién de DON vy otros tricotecenos producidos por hongos pertenecientes al género
Fusarium [120, 122-125].

6.4.4. Confirmacion de la identidad de las micotoxinas producidas

En la figura 6.22 se observa uno de los cromatogramas obtenidos en los ensayos de
produccion de micotoxinas in vitro. Se observa un pequefio pico en el tiempo de retencién del
nivalenol, razon por la cual se analizé la muestra por cromatografia de gas con detector de
masas (GC-MS/MS). De esta manera, se puede confirmar la identidad de las micotoxinas
DON, 3-ADON y 15-ADON analizadas mediante GC-ECD. Ademas de discriminar si ese
pequefio pico que se observa en la muestra es nivalenol o corresponde a otro compuesto. La
muestra se derivatizo siguiendo el procedimiento empleado para el analisis mediante GC-
ECD. Las condiciones cromatograficas relacionadas al GC fueron las descritas en la seccion
5.3.3, a excepcion del gas de arrastre que en este caso fue helio. La muestra se analizé en
modo scan y modo MRM (Monitorizacion de Reaccion Mdltiple) segin el procedimiento
descrito por Rodriguez-Carrasco et al. [96]. En la tabla 6.18 se presentas las transiciones
utilizadas para el analisis en modo MRM.
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Figura 6.22: Cromatograma ensayo produccion de micotoxinas in vitro incubacion a 20 °C, 3 semanas, 40 mL de
agua. Linea roja: blanco de arroz. Linea verde: muestra de arroz contaminado. Linea azul: arroz sobrecargado con
TCTB 200 pg kg™

Tabla 6.18: Transiciones utilizadas para el analisis en modo MRM.

Micotoxina MRM; cuantificador MRM; cualificador
DON 392 > 259 407 > 197
3-ADON 392 > 287 467 > 147
15-ADON 392 > 287 467 > 147
NIV 289> 73 379>173
ZEA 462 > 151 462 > 333

Los resultados obtenidos, tanto en modo scan como en modo MRM, permitieron confirmar la
presencia de DON, 3-ADON y 15-ADON en la muestra de arroz contaminado con el
aislamiento FUS 2013-7. Los resultados también permiten descartar la presencia de NIV en la
muestra, como se aprecia en la figura 6.23. Por tanto, el pico observado en el cromatograma
obtenido con GC-ECD en el tiempo de retencién de NIV, puede corresponder a otro
compuesto producido por el hongo, ya que en el blanco de arroz incubado bajo las mismas
condiciones no se observa el compuesto. Ademas, este pico sélo se observé en algunas
condiciones de incubacion.
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También se investigd la presencia de zearalenona (ZEA) en la muestra de arroz. Esta
micotoxina no se evalud utilizando la metodologia de GC-ECD porque, a pesar de ser
derivatizada con el reactivo de derivatizacion utilizado, el detector de captura de electrones
(ECD) no es capaz de detectar este analito. Los cromatogramas en modo MRM indican la
presencia de ZEA en la muestra de arroz, lo cual se confirmé comparando el espectro de
masas de la muestra con el espectro de masas de un estandar de ZEA (figura 6.24).
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7. Conclusiones

Los resultados expuestos permiten alcanzar las siguientes conclusiones:

Mediante la observacion de caracteristicas morfologicas e identificacion molecular, se ha
identificado al hongo Fusarium graminearum como agente causal del episodio de
fusariosis de la espiga observado en trigo candeal cultivado en la provincia de Nuble,
Region del Bio Bio, durante el ciclo agricola 2012/13.

La metodologia analitica implementada utilizando cromatografia de gas con detector de
captura de electrones, demostr6 ser efectiva para la cuantificacion de deoxinivalenol, 3-
acetildeoxinivalenol y 15-acetildeoxinivalenol en trigo.

El método analitico implementado presenta un bajo porcentaje de recuperacion para la
micotoxina nivalenol. Por tanto, ésta metodologia s6lo es adecuada para investigar la
presencia de esta micotoxina en muestras de trigo, es decir para el analisis cualitativo de
NIV.

Los ensayos desarrollados, in vitro, utilizando un medio de cultivo de arroz, demuestran
que el aislamiento de Fusarium graminearum, tiene la capacidad de producir micotoxinas
bajo las condiciones ensayadas. Ademas, el perfil micotoxigénico presentado por el
aislamiento permite su clasificacién en el quimiotipo 15-ADON.

La cantidad de agua adicionada al medio de arroz y la interaccion entre la temperatura de

incubacion y la cantidad de agua adicionada (Ti,cxAgua) son los factores que tienen mayor
influencia en la produccion de micotoxinas in vitro.
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Anexo A
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Figura Al: Curva de calibracion en arroz.
Tabla A1: Ecuaciones de la recta de tricotecenos en arroz’.
Micotoxina Ecuacion de la recta Coeficiente de determinacion (R?)
DON y = 765.18 X - 26949 0.9945
3-ADON y =725.08 x - 24601 0.9946
15-ADON y =580.54 x - 17561 0.9955
NIV y = 1036.96 x - 35669 0.9950

? Rango lineal: 25 — 1000 pg kg™.

En la figura A2 se presenta un cromatograma de arroz sobrecargado con tricotecenos de tipo B
a una concentracion de 500 pg kg™, correspondiente al quinto nivel de la curva de calibracion.
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Figura A2: Cromatograma de arroz blanco (linea roja) y arroz sobrecargado (linea azul) con TCTB 500 pg kg™
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Anexo B

Tabla B1: Datos experimentales del disefio experimental factorial completo de dos niveles
(2%), segundo ensayo de produccion de micotoxinas in vitro.

x-variables y-respuestas
Exp? X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3
Tinc tinc Agua DON 3-ADON 15-ADON
(°C)  (semanas)  (mL) (Mg kg ™) (Mg kg ™) (Mg kg ™)

1 20 (-1 3(-1)  40(-1) 8.9 ~¢ 28.7
2 25 (+1) 3(-1) 40 (-1) 187.8 95.0 641.5
3 20 (-1) 4 (+1) 40 (-1) 26.5 38.3 81.0
4 25 (+1) 4 (+1) 40 (-1) 288.4 97.0 779.2
5 20 (-1) 3(-1) 80 (+1) 6201.4 534.8 6491.0
6 25 (+1) 3(-1) 80 (+1) 246.5 143.7 1207.1
7 20 (-1) 4 (+1) 80 (+1) 9799.7 434.2 5638.8
8 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) 140.6 83.6 671.0
9 20 (-1) 3(-1) 40 (-1) 43.9 42.1 204.5
10 25 (+1) 3(-1) 40 (-1) 140.8 81.2 415.8
11 20 (-1) 4 (+1) 40 (-1) 15.7 33.2 50.4
12 25 (+1) 4 (+1) 40 (-1) 372.0 94.7 860.7
13 20 (-1) 3(-1) 80 (+1) 1252.4 346.8 2554.2
14 25 (+1) 3(-1) 80 (+1) 60.5 66.8 304.9
15 20 (-1) 4 (+1) 80 (+1) 3584.4 461.4 4345.8
16 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) 37.3 43.2 211.4
17 20 (-1) 3(-1) 40 (-1) - - -

18 25 (+1) 3(-1) 40 (-1) 147.5 85.6 435.2
19 20(-1)  4(+1)  40(-1) 18.4 34.1 64.7
20 25 (+1) 4 (+1) 40 (-1) 227.6 69.5 522.2
21 20 (-1) 3(-1) 80 (+1) - - -

22 25 (+1) 3(-1) 80 (+1) 153.5 108.6 707.5
23 20 (-1) 4 (+1) 80 (+1) 8663.7 392.0 3070.9
24 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) 118.2 715 619.4
25 20 (-1) 3(-1)  40(-1) 12.4 31.4 38.4
26 25 (+1) 3(-1) 40 (-1) 209.4 94.6 665.9
27 20 (-1) 4 (+1) 40 (-1) - - -

28 25 (+1) 4 (+1) 40 (-1) 344.5 99.4 869.0
29 20 (-1) 3(-1) 80 (+1) 13885.4 821.5 9274.3
30 25 (+1) 3(-1) 80 (+1) 115.4 74.2 438.7
31 20 (-1) 4 (+1) 80 (+1) 759.6 101.9 1346.8
32 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) 176.2 86.9 860.8
33 20 (-1) 3(-1) 40 (-1) 9.3 30.7 28.6
34 25 (+1) 3(-1) 40 (-1) 213.9 93.5 791.4
35 20 (-1) 4 (+1) 40 (-1) 69.0 425 145.9
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36 25 (+1) 4 (+1)
37 20 (-1) 3(-1)
38 25 (+1) 3(-1)
39 20 (-1) 4 (+1)
40 25 (+1) 4 (+1)

40 (-1)
80 (+1)
80 (+1)
80 (+1)
80 (+1)

241.9
46.2

284.8

83.8
51.7

100.9

661.1
199.9

910.4

 Experimentos del disefio.

®\zalores en paréntesis corresponden a los valores codificados de cada nivel.

¢ Valores omitidos.

Tabla B2: Test ANOVA para el modelo tras 2 PLS-componentes, segundo ensayo de
produccién de micotoxinas in vitro.

gl* Sumade Media de Valorde Valorde Desviacion
cuadrados cuadrados F p estandar
y; DON
Total corregido 34 24.0487 0.70731 0.841019
Regresion 3 20.9634 6.98779 70.2109  0.000 2.643440
Residual 31 3.08530 0.09953 0.315477
Falta de ajuste (error del modelo) 4 0.32255 0.08064 0.78807  0.543 0.283968
Error puro (error de réplicas) 27 2.76274 0.10232 0.319881
y» 3-ADON
Total corregido 33 4.63042 0.14032 0.374587
Regresion 3 3.89006 1.29669 52.5432  0.000 1.138720
Residual 30 0.74036 0.02468 0.157094
Falta de ajuste (error del modelo) 4 0.13212 0.03303 141197  0.258 0.181744
Error puro (error de réplicas) 26 0.60823 0.02339 0.152949
ys 15-ADON
Total corregido 34 14.2187 0.41819 0.646682
Regresion 3 12.2624 4.08746 64.7697  0.000 2.021750
Residual 31 1.95634 0.06311 0.251212
Falta de ajuste (error del modelo) 4 0.21570 0.05393 0.83648 0.514 0.232219
Error puro (error de réplicas) 27 1.74063 0.06447 0.253905

& Grados de libertad.
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Tabla B3: Datos experimentales del disefio experimental factorial completo de dos niveles
(2%, tercer ensayo de produccién de micotoxinas in vitro.

x-variables y-respuestas
Exp® X1 X2 X3 Y1 y2 Y3
Tine ting Agua DON 3-ADON 15-ADON
(°C)  (semanas)  (mL) (ug kg ™) (ug kg ™) (ug kg™)

1 20 (1) 3(-1) 40 (-1) 43.6 37.7 102.1
2 25 (+1)  3(-1) 40 (-1) 38.0 35.7 66.3
3 20 (-1)  4(+1) 40 (-1) 64.7 43.6 170.0
4 25 (+1) 4 (+1) 40 (-1) 58.7 41.3 162.0
5 20(-1) 3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 33.6
6 25 (+1)  3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 52.2
7 20 (-1) 4 (+1) 80 (+1) 42.8 0.1 35.1
8 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) _c 0.1 43.6
9 20(-1) 3(-1) 40 (-1) 100.4 54.4 302.2
10 25 (+1)  3(-1) 40 (-1) 42.9 37.5 94.3
11 20 (-1) 4 (+1) 40 (-1) 72.9 44.1 165.8
12 25 (+1) 4 (+1) 40 (-1) 71.9 37.4 76.5
13 20(-1) 3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 -

14 25 (+1)  3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 40.9
15 20 (-1) 4 (+1) 80 (+1) 37.4 0.1 35.0
16 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) - 0.1 67.6
17 20(-1) 3(-1) 40 (-1) 454.8 75.4 704.2
18 25 (+1)  3(-1) 40 (1) 42.5 35.6 59.7
19 20 (-1) 4 (+1) 40 (1) 73.8 43.0 153.3
20 25 (+1) 4 (+1) 40 (1) 44.6 36.5 98.2
21 20(-1) 3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 34.3
22 25 (+1)  3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 40.2
23 20 (-1) 4 (+1) 80 (+1) 0.1 0.1 35.8
24 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) - 0.1 42.1
25 20(-1) 3(-1) 40 (-1) 48.2 39.2 122.7
26 25 (+1) 3(-1) 40 (-1) 47.1 38.9 103.3
27 20 (-1)  4(+1) 40 (-1) 44.9 36.4 108.2
28 25 (+1) 4 (+1) 40 (-1) 39.3 - 56.4
29 20(-1) 3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 35.9
30 25 (+1)  3(-1) 80 (+1) 0.1 0.1 42.2
31 20 (-1)  4(+1) 80 (+1) 0.1 0.1 47.2
32 25 (+1) 4 (+1) 80 (+1) 53.0 0.1 58.9

% Experimentos del disefio.
®Valores codificados de cada nivel en paréntesis.
° Valores omitidos.
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Tabla B4: Test ANOVA para el modelo tras 3 PLS-componentes, tercer ensayo de produccién
de micotoxinas in vitro.

g.l.*  Sumade Media de Valorde Valorde Desviacion
cuadrados cuadrados F p estandar
y; DON
Total corregido 28 51.0954 1.82484 1.35087
Regresion 6 42.7578 7.12629 18.8036  0.000 2.66951
Residual 22 8.33767 0.37899 0.61562
Falta de ajuste (error del modelo) 1 0.82497 0.82497 2.30601  0.144 0.90828
Error puro (error de réplicas) 21 7.51270 0.35775 0.59812
y, 3-ADON
Total corregido 30 15377.5 512.585 22.6403
Regresion 6 14309.0 2384.83 53.5621  0.000 48.8347
Residual 24 1068.59 44,5246 6.67267
Falta de ajuste (error del modelo) 1 87.7267 87.7267 2.05708 0.165 9.36626
Error puro (error de réplicas) 23 980.862 42.6462 6.53041
y; 15-ADON
Total corregido 30 2.98612 0.09954 0.31549
Regresion 6 2.28198 0.38033 12,9631  0.000 0.61671
Residual 24 0.70415 0.02934 0.17129
Falta de ajuste (error del modelo) 1 0.02672 0.02672 0.90736  0.351 0.16348
Error puro (error de réplicas) 23 0.67742 0.02945 0.17162

& Grados de libertad.
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