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RESUMEN

Los cereales son comunmente colonizados por especies del género Fusarium y,
a menudo, contaminados con micotoxinas (metabolitos secundarios toxicos), las
cuales tienen un gran impacto en la salud humana/animal, en la economia y en
la productividad agroprecuaria. Por ello, se planteé como objetivo identificar
molecularmente algunas especies de Fusarium aisladas desde muestras de maiz
y trigo, provenientes de la region de Nuble, Chile, determinar su capacidad
micotoxigénica, in vitro, y evaluar el efecto de la humedad del grano (adicionando
40 mL y 80 mL de agua) y la temperatura (15, 25 y 30 °C) en la produccién de
micotoxinas. Ademas de implementar métodos de analisis para detectar y
cuantificar las micotoxinas. Los hongos aislados desde los granos de maiz y trigo
se identificaron como F. proliferatum y F. graminearum, respectivamente.
Utilizando un medio de arroz para la produccion de micotoxinas, in vitro, se
obtuvo que F. proliferatum tiene la capacidad de producir FB1y FB2, mientras que
F. graminearum las micotoxinas NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON y ZEA. Se
implementaron métodos analiticos por HPLC-FLD para el analisis de FB1y FB2y
UHPLC-ESI-MS/MS para TCT-B y ZEA. Las concentraciones de FB1, FB2y DON
aumentaron a mayor temperatura y menor cantidad de agua; mientras que
3-ADON y 15-ADON a mayor temperatura y cantidad de agua. NIV solo se
detectd y ZEA no se ajustd al modelo. Se concluye que el efecto de las variables
humedad del grano y temperatura afectan en la produccion, in vitro, de las

micotoxinas.



ABSTRACT

Cereals are commonly colonized by species of the genus Fusarium and are often
contaminated with mycotoxins (toxic secondary metabolites), which have a great
impact on human/animal health, the economy and agricultural productivity.
Therefore, the objective was to molecularly identify some Fusarium species
isolated from corn and wheat samples, from the Nuble region, Chile, to determine
their mycotoxigenic capacity under, in vitro conditions, and to evaluate the effect
of grain moisture (adding 40 mL and 80 mL of water) and the temperature (15, 25
and 30 °C) in the production of mycotoxins. In addition to implementing analytical
methods to detect and quantify mycotoxins. The fungi isolated from corn and
wheat grains were identified as F. proliferatum and F. graminearum, respectively.
Using a rice medium to produce in vitro mycotoxins, it was obtained that F.
proliferatum has the ability to produce FBi1 and FB2, while F. graminearum the
mycotoxins NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON and ZEA. Analytical methods were
implemented by HPLC-FLD for the analysis of FB:1 and FB2 and HPLC-ESI-
MS/MS for TCT-B and ZEA. The concentrations of FB1, FB2, DON and ZEA
increased at higher temperatures and with less water; while 3-ADON and 15-
ADON at a higher temperature and amount of water. NIV only detected and ZEA
did not fit the model. It is concluded that the effect of the grain humidity and

temperature variables affect the in vitro production of mycotoxins.
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1. INTRODUCCION

1.1. Género Fusarium

El género Fusarium, perteneciente al reino Fungi, es uno de los géneros mas
importantes en la produccion de micotoxinas a nivel mundial. Fue descrito por
primera vez por Link en 1809 en plantas de Malamaceae, posterior a esto, se han
descubierto mas de mil especies de Fusarium (Wei & Wu, 2020). Muchas de estas
especies, en condiciones ambientales favorables, principalmente en regiones
templadas, pueden producir una variedad de micotoxinas - que son metabolitos
secundarios toxicos - ampliamente distribuidas en la naturaleza y se encuentran
comunmente en cereales cultivados en América, Europa y Asia. Estos hongos
causan deterioro en la calidad de los cultivos y de los granos, ademas de
representar riesgos en la salud humana y animal (Kalagatur et al., 2018). Las
consecuencias de la ingestion de estos compuestos fungicos varian desde
enfermedades agudas y manifiestas con alta morbilidad y muerte hasta
enfermedades crénicas (Escriva et al., 2015). Se estima, que entre el 10 y el 30%
de los granos cosechados se pierden debido a la presencia de infecciones fungicas,
y que aproximadamente un 25% de los cultivos de cereales del mundo estan
contaminados por algun tipo de micotoxinas (FAO, 2003). Por lo tanto, es
importante investigar a miembros del género Fusarium desde diferentes
perspectivas, dado las toxinas que producen, y el impacto econdémico y social que

tienen en las producciones agricolas (Hassan et al., 2019).



1.1.1. Caracterizacién molecular

La identificacion de hongos asociados a los alimentos ha avanzado por el desarrollo
de técnicas moleculares basadas en la amplificacion por la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) del genoma fungico, que detectan secuencias de ADN Unicas
para una especie o0 un grupo de especies. Para la identificacion especifica e
inequivoca de especies de Fusarium se han disefiado varios cebadores o partidores
especificos (Tupaki-Sreepurna & Kindo, 2018). Las regiones y genes utilizados para
esto son: factor de elongacion de traduccion 1-a (TEF 1-a) (O’'Donnell et al., 1998)
(O’Donnell et al., 2015), ARN polimerasa |l dirigida por ADN mas grande (RPB1) y
una segunda unidad de ADN mas grande (RPB2) (O’Donnell et al., 2010), gen de
B-tubulina (O’Donnell & Cigelnik, 1997), gen de calmodulina (O’Donnell et al., 2000),
espaciador transcrito interno (ITS) (Rakeman et al., 2005), espaciador intergénico
(IGS) (Patifio et al., 2004) (Jurado et al., 2006), los dominios D1 y D2 del ADN
ribosomico de subunidad pequefia nuclear (ADNr) (Hall et al., 2004), y las

secuencias de ARN de subunidades grandes y pequefias (Micolog, 2018).

La B-tubulina fue el primer gen que codifica proteinas que usé O’ Donnell para la
filogenética molecular en Fusarium spp. Sin embargo, encontré que su utilidad es
limitada debido a la presencia de paralogos divergentes dentro de los complejos de
especies de F. solani, F. incarnatum-equiseti y F. chlamydosporum (O’'Donnell et

al., 1998).

Los cebadores ITS son muy especificos para el género Fusarium, siendo

seleccionados como “codigo de barras” (Bluhm et al., 2002), sin embargo su utilidad
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para Fusarium spp, y muchos otros grupos de hongos (Gazis et al., 2011), esta
limitado por el hecho de que a menudo no es informativo a nivel de especie y, como
TEF 1-a, solo se puede alinear de forma fiable entre los miembros de un complejo
de especies o varios estrechamente relacionados. En linajes fitopatologicamente
importantes recientemente evolucionados como F. graminearum (Hao et al., 2017),
F. oxysporum (O’Donnell et al., 2009) y complejos de especies de F. fujikuroi
(O’Donnell et al., 2000), muchas de las especies comparten alelos idénticos o casi

idénticos de ADNr ITS.

Dentro de las especies de Fusarium las principales micotoxinas que se encuentran
en los alimentos son los tricotecenos (TCT), zearalenona (ZEA) (Rosa Seus Arraché
et al., 2018) y las fumonisinas (FUMO) (Smith et al., 2017). A partir del estudio de la
region IGS, se utilizaron partidores especificos (VERT1 - VERT2) y del gen de
calmodulina (VER1 - VER?2) para F. verticillioides (Nagaraj et al., 2016). Y cebadores
especificos Fp3F - Fp4R (IGS) y PRO1 - PRO2 (calmodulina) para F. proliferatum,
permitiendo asi discriminar entre ambas especies productoras de FUMO (Visentin
et al., 2009). También se han utilizado secuencias de ITS para la deteccién de

Fusarium spp, potencialmente productores de FUMO (Grimm & Geisen, 1998).

Para Fusarium productores de TCT, se obtuvieron diversos partidores especie
especificos FP82F/R (F. culmorum) (Nicholson et al., 1998), Fgl6F/R (F.
graminearum) (Nicolaisen et al., 2005) (Garmendia et al., 2018) y AF330109CF/R
(F. sporotrichioides) (Demeke et al., 2005), esto permite identificar entre las tres

especies principales productoras de TCT.



1.2.  Micotoxinas producidas por Fusarium spp

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos de bajo peso molecular,
aproximadamente de < 1000 Da, producidos por muchas especies de hongos que
colonizan una variedad de cultivos, incluidos; cebada, avena, arroz, centeno, trigo y
maiz (Escriva et al., 2015; Santini et al., 2009), conduciendo al desarrollo de
enfermedades (micotoxicosis) en humanos y animales, por via directa (a través de
los alimentos de origen vegetal) o indirecta (por alimentos de origen animal,
provenientes de animales alimentados con granos contaminados) (Marin et al.,
2013). El crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas son el resultado de
la interaccibn compleja de varios factores (como la temperatura ambiental,
humedad, disponibilidad de agua) (Al-Taher et al., 2017) contaminando los
alimentos a lo largo de la cadena alimentaria; en el proceso, transporte o
almacenamiento. Por lo tanto, la comprensién de cada factor involucrado es
esencial para entender el proceso general y para predecir y prevenir el desarrollo

de micotoxinas (Ramirez et al., 2006).

Las especies de Fusarium producen tres de las mas importantes clases de
micotoxinas con respecto a la salud y la produccién animal: FUMO, ZEA y TCT
(deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), toxinas T-2 y HT-2), también producen
micotoxinas emergentes, como fusaproliferina (FUS), beauvericina (BEA),

eniantinas (ENN) y moniliformina (MON), que se han descubierto mas



recientemente y son menos estudiadas (Tabla 1-1) (Choi et al., 2021; Jerome

Jeyakumar et al., 2018).

Tabla 1-1. Micotoxinas prevalentes producidas por Fusarium spp.

Fusarium spp Micotoxinas

F. proliferatum FUMO, BEA, FUS
F. verticillioides FUMO, ZEA

F. oxysporum FUMO
F. graminearum DON, NIV, ZEA

F. culmorum DON, NIV, ZEA

F. poae HT-2, T-2, ENN, FUS
F. equiseti T-2
F. acuminatum HT-2, T-2

1.2.1. Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas no fluorescentes, solubles en agua y
solventes polares, con una fuerte similitud estructural con la esfinganina, el
precursor principal de los esfingolipidos, que son lipidos de membrana, que
desemperfian un papel importante en la regulacién y transporte de las membranas
celulares, (Escriva et al., 2015). Se aislaron inicialmente de cultivos de maiz de F.

moniliforme en Sudafrica (Gelderblom et al.,, 1988). Posteriormente, de otras



especies de Fusarium como F. verticillioides y F. proliferatum que son las principales

especies productoras de FUMO (Bezuidenhout et al., 1988).

Las FUMO se dividen en cuatro categorias: FUMO A (A1, A2y A3), FUMO B (B4, B2
y Bs), FUMO C (Ci, C3y C4) y FUMO P (P1, P2 y P3), las mas importantes son las
de la serie B, siendo la fumonisina Bi (FB1) la mas prevalente en términos de
toxicidad y ocurrencia (Ahangarkani et al., 2014). FB1 es un diéster del acido
propano-1, 2, 3-tricarboxilico (TCA) y 2S-amino-12S, 16R-dimetil-3S, 5R, 10R, 14S,
15R-pentahidroxieicosano, donde los grupos hidroxi C-14 y C-15 estan esterificados
con el grupo carboxi terminal del acido propano-1,2,3-tricarboxilico. FB2 es un 10-

desoxi FB1, mientras que FB3 es un 5-desoxi FB1 (Figura 1-1) (Soriano et al., 2005).

o) OH
IR
OH R; o OH

NH, R o OH
TXX
o OH

| R1 R2
Fumonisina B1 OH OH
Fumonisina B2 | OH H
Fumonisina B3 H OH

Figura 1-1. Estructura quimica fumonisinas.

Este grupo de micotoxinas, especialmente FBi, inhibe fuertemente la enzima
ceramida sintasa que cataliza la acilacibn de esfinganina y el reciclaje de
esfingosina. La inhibicién de la enzima ceramida sintasa aumenta la esfingosina
intracelular y otras bases esfingoides, que son compuestos altamente citotoxicos.
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Este desequilibrio ha sido propuesto como el principal responsable de su toxicidad,
basado en estudios celulares y confirmado por estudios en animales (Norred et al.,

1992; Marin et al., 2013).

El consumo de alimentos contaminados con FUMO se ha asociado a diversos
sintomas que incluyen: leucoencefalomalacia en equinos, toxicidad hepatica y renal
en roedores, edema pulmonar en cerdos y cancer de esofago y defectos del tubo
neural en humanos (Cendoya et al., 2018; Ji et al., 2019). No tienen mutagenicidad,
sin embargo, debido al efecto toxicolégico en animales y humanos, las FB1 y FB:2
han sido clasificadas como carcindégenos del grupo o tipo "2B" “posiblemente
cancerigeno en seres humanos” por la Agencia Internacional de Investigacion sobre

el Cancer (IARC) (IARC, 1993).

La fumonisina B1 es la micotoxina mas abundante y contaminante que se encuentra
en el maiz y productos en base a maiz, especialmente cuando se cultivan en
regiones mas cdlidas. F. verticillioides y F. proliferatum crecen en un amplio rango
de temperaturas, pero solo en actividades de agua relativamente elevadas (aw >
0,9). Las FUMO se forman en el maiz antes de la cosecha o durante la etapa inicial
de almacenamiento. Son bastante estables al calor y el contenido de toxinas se
reduce significativamente solo durante los procesos en los que la temperatura

excede 150 °C (Marin et al., 2013; EFSA, 2005).

La Union Europea ha legislado los niveles maximos permisibles de FUMO en maiz
y productos en base a maiz (Tabla 1-2) (European Commission, 2006). Asi como

también la legislacion chilena, en el Reglamento Sanitario de los Alimentos,
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establece un limite maximo para las FUMO de 4000 ug kg en maiz no elaborado
y 1000 ug kg en maiz y sus derivados para consumo directo (Ministerio de Salud,

2021).

Tabla 1-2. Limite maximo permitido de FUMO (FB1 + FB2) por la Union Europea.

Contenidos méaximos

Producto alimenticio
(Mg kg?)

Maiz no elaborado 2000

Harina de maiz, maiz molido,
maiz triturado, germen de maiz 1000
y aceite de maiz refinado

Alimentos a base de maiz
destinados al consumo humano 400
directo

Alimentos elaborados a base de
maiz y alimentos infantiles para 200
lactantes y nifios de corta edad

1.2.2. Tricotecenos

Los tricotecenos son la clase de micotoxinas mas importante del género Fusarium,
se encuentran en diversos tipos de cereales (cebada, maiz, avena, arroz, centeno
y trigo), presentan pesos moleculares que oscilan entre 200 y 500 Da, altamente
estables, tanto durante el almacenamiento/molienda como en el
procesamiento/coccion de los alimentos, y no se degradan con las altas

temperaturas (McCormick et al., 2011). Los TCT son quimicamente diversos,
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incluyen més de 200 toxinas que tienen una estructura sesquiterpenoide ciclica con
un grupo 12,13-epoxitricoteceno comun responsable de su citotoxicidad y un doble
enlace 9,10 con varias sustituciones de la cadena lateral (Pinton & Oswald, 2014).
Se pueden clasificar en cuatro categorias (tipos A, B, C y D) segun los grupos

funcionales caracteristicos (Figura 1-2).

Micotoxina R, R, R; Ry
Deoxinivalenol OH H OH OH
Nivalenol OH OH OH OH
15-acetildeoxinivalenol OH H 0O Ac OH
3-acetildeoxinivalenol O Ac H OH OH

Figura 1-2. Estructura quimica TCT.

Los tipos A, B y C se pueden diferenciar en funcién de la sustitucion en la posicion
C-8. Los TCT no macrociclicos constituyen dos grupos: el tipo A que tiene un grupo
de sustitucion hidroxilo, éster o sin oxigeno en C-8, que incluye la toxina T-2, HT-2,
producidas por F. sporotrichioides, F. langsethiae, F. acuminatum y F. poae, y las
micotoxinas neosolaniol (NeoSol) y diacetoxiscirpenol (DAS), mientras que el grupo
de tipo B contiene una funcién ceto (carbonilo) en C-8 e incluye DON y sus
derivados, 3-acetildeoxinivalenol (3-ADON) y 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON), y
NIV, junto con el precursor acetilado de NIV (4-acetilnivalenol, también denominado
Fusarenon-X (FUX)). Las especies caracteristicas de los tricotecenos de tipo B
(TCT-B) son F. culmorum, F. cerealis y F. graminearum. Los tipos C y D incluyen
algunos TCT de menor importancia que no son producidos por hongos

pertenecientes al género Fusarium (Escriva et al., 2015; Ji et al., 2019).



La toxicidad de los TCT se debe a que son potentes inhibidores de la sintesis
proteica, uniéndose a la subunidad ribosémica 60S e interactuando con la enzima
peptidiltransferasa. Esta interaccion conduce a diversos grados de inhibicion de la
formacién de enlaces peptidicos, la cual depende de la estructura quimica del tipo
de tricoteceno (Marin et al., 2013). Estas micotoxinas pueden causar retraso del
crecimiento, trastornos reproductivos, supresion del sistema inmunoldogico,
anorexia, vémitos, hemorragias, diarrea e incluso la muerte en animales (Huang et

al., 2019).

Los TCT mas comunmente encontrados son los del grupo B, DON y NIV, seguidos
por T-2, HT-2 y por los derivados acetilados 3 y 15-ADON (Huang et al., 2019;

Santini et al., 2009).

DON se encuentra en todo tipo de cereales, como: trigo, centeno, cebada y avena,
es estable a temperaturas extremas (120-180 °C) y soluble en solventes organicos
polares como acetonitrilo (ACN), cloroformo (CHCI3), metanol (MeOH), etanol
(EtOH) y acetato de etilo (AcEt) (EFSA, 2005). La ingestion de alimentos
contaminados con DON se ha asociado a alteraciones del sistema intestinal,
inmunoldgico, endocrino y nervioso, dando lugar, en casos de exposicion aguda, a
enfermedades caracterizadas por vomitos (por eso también es conocido como
vomitoxina), dolor de cabeza, mareos, trastornos digestivos, dafio oxidativo, y
toxicidades reproductivas en animales y seres humanos (Berthiller et al., 2011; Ji et
al., 2019). Sin embargo, esta micotoxina es clasificada en el grupo 3 por la IARC

como “no carcindgeno en seres humanos” (IARC, 1993). La toxicidad del DON se
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basa en su capacidad para cruzar las barreras biolégicas y afectar las funciones y
la viabilidad de células y érganos (Maresca, 2013). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) considera al DON como un agente teratdgeno, neurotéxico e

inmunosupresor.

La Unidn Europea ha legislado los niveles maximos permisibles de DON en
alimentos para bebés y productos en base a cereales (Tabla 1-3) (European
Commission, 2006). La legislacién chilena, en el Reglamento Sanitario de los
Alimentos, establece un limite maximo para DON de 750 ug kg en cereales y sus

derivados (Ministerio de Salud, 2021).

Tabla 1-3. Limite maximo permitido de DON por la Union Europea.

Producto alimenticio Contenidos maximos (ug kg™?)

Cereales no elaborados que no

; . 1250
sean trigo duro, avenay maiz
Trigo duro y avena no 1750
elaborados
Maiz no elaborado 1750
Cereales destinados al
consumo humano directo,
harina de cereales (incluida la
harina de maiz, maiz triturado y 750

molido), salvado como
producto final comercializado
para el consumo humano
directo y germen
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Alimentos elaborados a base de
cereales y alimentos infantiles
para lactantes y nifios de corta

edad

200

Pan (incluidos pequefios
productos de panaderia),
pasteles, galletas, aperitivos de 500
cereales y cereales para
desayuno

Pasta seca 750

El nivalenol suele coexistir con DON en los cultivos de maiz, cebada y trigo, son
similares en términos de estructura quimica, y también comparten muchas
propiedades toxicolégicas, ambas toxinas inhiben la sintesis de proteinas y
aumentan los niveles de MAPKs activadas por estrés y la fosfatasa alcalina sérica
(Escriva et al., 2015). Entre las diversas micotoxinas de Fusarium, NIV ejercié uno
de los mayores efectos inmunosupresores in vitro en células mononucleares de
sangre periférica humana (Nagashima & Nakagawa, 2014). La IARC lo clasifica en

el grupo 3 de “no carcindgeno en seres humanos” (IARC, 1993).

La Union Europea y la legislacion chilena en el Reglamento Sanitario de los

Alimentos, no establecen limites maximos permitidos para NIV en cereales.

La toxina T-2 es la micotoxina de TCT mas comun del grupo A y uno de los
miembros mas toxicos de la familia de los TCT, presente en el trigo, el centeno, el
maiz y la soja; aunque se detecta con menor frecuencia en comparacion con los

otros TCT (Escriva et al., 2015). El principal efecto de la toxina T-2 es la inhibicién
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de la sintesis de proteinas, lo que conduce a una alteracion secundaria de la sintesis
de ADN y ARN (Seeboth et al., 2012). La toxina T-2 causa una amplia gama de
efectos tdxicos en los animales, como pérdida de peso, emesis, diarrea, letargo,
inhibicién de la inmunidad, necrosis, dafio de los tejidos cartilaginosos, disminucion
del recuento de células sanguineas y leucocitos, hemorragia, reduccién de la
glucosa plasmatica y cambios patoldgicos en el higado y el estémago (Li et al.,
2011). A pesar de que los metabolitos de la toxina T-2 y sus estructuras asociadas
son bien conocidos, la toxicidad de estos compuestos en animales y seres humanos
no se comprende claramente debido a los limitados estudios en animales (Ji et al.,

2019).

La toxina HT-2 se ha identificado como el principal metabolito de la toxina T-2 tanto
in vivo como in vitro, y su toxicidad es bastante similar a la de la toxina T-2, ya que
T-2 se metaboliza rapidamente a HT-2 y, por lo tanto, la toxicidad de T-2 puede

atribuirse en parte a la eficiencia de la formacion de HT-2 (Ndossi et al., 2012).

1.2.3. Zearalenona

La zearalenona es una micotoxina estrogénica no esteroidal, se describe
guimicamente como lactona del &cido 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-i-
resorcilico (Figura 1-3), es producida por varias especies de hongos de Fusarium.
El principal productor de ZEA es F. graminearum. Otras especies del género
Fusarium capaces de producirla incluyen F. culmorum, F. verticillioides, F.

sporotrichioides, F. semitectum, F. equiseti y F. oxysporum (Frizzell et al., 2011).
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Figura 1-3. Estructura quimica ZEA.

La zearalenona se considera, después del DON, la segunda micotoxina mas comun
que se encuentra en muestras de granos de maiz sin procesar, también contamina
cebada, avena, trigo, mijo, arroz, malta, soja y cerveza, pero en menor proporcion
(Streit et al., 2012). El maiz es un hospedador importante, y dado que las mismas
condiciones de cultivo favorecen la formacion de aflatoxinas (AF) y de FUMO,
pudiese contaminarse simultineamente con AF, FUMO, TCT y ZEA. Existen
multiples estudios que muestran la coexistencia de ZEA con otras micotoxinas e
indica que estas micotoxinas podrian estar involucradas en una amplia gama de

interacciones sinérgicas y aditivas (Vandicke et al., 2019).

La zearalenona es una toxina cristalina blanquecina con un punto de fusion de
164 °C a 165 °C, es liposobuble, insoluble en agua, soluble en alcalis y varios
solventes organicos. ZEA es termoestable durante el almacenamiento, la molienda,

el procesamiento y la coccion (EFSA, 2005).

El principal objetivo de esta micotoxina es el sistema reproductivo debido a la

similitud estructural de ZEA y algunos de sus metabolitos (a-ZEN y B-ZEN) con las
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hormonas estrogénicas (Koraichi et al., 2012). En animales de laboratorio,
principalmente en cerdos que son considerados las especies animales mas
sensibles, los efectos téxicos incluyeron cambios en el tracto reproductivo,
agrandamiento uterino, reduccion de la fertilidad, aumento de la reabsorcién
embrionaria letal y cambios en niveles séricos de progesterona y estradiol (Zhang
etal., 2014). En humanos, algunos estudios muestran una relacion entre la pubertad
precoz o la incidencia de adenocarcinomas de endometrio. La zearalenona es
inmunotdxica, hematotoxica, hepatotoxica y nefrotdxica y un potenciador de la
peroxidacion lipidica, es clasificada en el grupo 3 como “no carcindbgeno en seres

humanos” por la IARC (IARC, 1993).

Los niveles de ZEA estan regulados por la Union Europea estableciendo como
limites maximos permitidos los presentes en la Tabla 1-4. La legislacion chilena, en
el Reglamento Sanitario de los Alimentos, establece un limite maximo para ZEA de

200 ug kgt en cereales y sus derivados (Ministerio de Salud, 2021).

Tabla 1-4. Limite maximo permitido de ZEA por la Unién Europea.

) . Contenidos maximos
Producto alimenticio

(Mg kg?)
Cereales no elaborados distinto
, 100
al maiz
Maiz no elaborado 200
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Cereales destinados al consumo
humano directo, harina de
cereales (incluida la harina de
maiz, maiz triturado y molido),
salvado como producto final
comercializado para el consumo
humano directo y germen

75

Maiz destinado al consumo
humano directo, harina de maiz,
maiz molido, maiz triturado y
aceite de maiz refinado

200

Aperitivos de maiz y cereales
para el desayuno a base de maiz

50

Pan (incluidos pequefios
productos de panaderia),
pasteles, galletas, aperitivos de
cereales y cereales para
desayuno, excluidos los
aperitivos de maiz y los cereales
para el desayuno a base de maiz

50

Alimentos elaborados a base de
cereales (excluidos los alimentos
elaborados a base de maiz) y
alimentos infantiles para
lactantes y nifios de corta edad

20

Alimentos elaborados a base de
maiz para lactantes y nifios de
corta edad

20

1.3. Biosintesis

1.3.1. Fumonisinas

Las FUMO son micotoxinas estructuralmente simples, pero su biosintesis requiere

un complejo grupo de genes de 42 kb de longitud (Desjardins & Proctor, 2007). F.
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verticillioides reveld la presencia de dos genes adicionales (FUM20 y FUM21) en el
grupo FUM, como resultado el grupo FUM contiene 17 genes co-regulados (Figura
1-4). Las funciones bioquimicas generales de los genes FUM se predijeron
basandose en similitudes de sus secuencias de aminoacidos deducidas con

proteinas con funciones conocidas (Figura 1-4) (Gil-Serna et al., 2020).
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Figura 1-4. Esquema y funciones del grupo biosintético de FUMO en F.

verticillioides, F. oxysporum y F. proliferatum.

El primer FUML1, considerado el gen clave de esta via, que codifica el complejo
enzimatico policétido sintasa que cataliza el paso inicial para la biosintesis de
FUMO, por lo tanto, su disrupcién produce el bloqueo de la produccion de FUMO
en especies de Fusarium (Alexander et al., 2009). Ademas, se ha identificado una
correlacién positiva entre la proporcién de transcripciones de FUM1 que se estiman
mediante RT-PCR en tiempo real y la proporcién de FUMO biosintetizadas (L6pez-

Errasquin et al., 2007).

El gen FUMB8 codifica una a-oxoamina sintasa que media si la especie de Fusarium

produce FUMO del tipo B (FB) o C (FC), al catalizar la condensacion del policétido
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lineal con alanina para producir FB o con glicina para producir FC. El gen FUM19
se encuentra a una distancia de 35 kb del gen FUM1 que expresa un transportador
de union a ATP responsable de exportar FUMO extracelulares. Ademas, la
expresion de una aminotransferasa por FUM8 funciona para mantener la molécula
FB1 biolégicamente activa (Madhu Kamle et al., 2019). Ha sido descrito un regulador
transcripcional, FUM21, primero en F. verticillioides y luego en otros miembros del
complejo de especies de F. fujikuroi como F. proliferatum. La proteina del gen
FUM21, Fum21p, presenta un dominio de unién a Zn (lI) 2Cys6DNA que sugiere su
participacion en la regulacién transcripcional, aunque no hay informes que
describan los elementos promotores reconocidos para activar la transcripcion de
genes biosintéticos de FUMO. Sin embargo, la participacion de FUM21 en la
regulacion de la sintesis de FUMO es evidente, ya que sus mutantes tienen una
expresion drasticamente modificada de genes biosintéticos como FUM1 y FUMS8

(Brown et al., 2007; Madhu Kamle, et. al, 2019).

El ndmero, orden y orientacion de los genes dentro de los grupos FUM en F.
verticillioides, F. oxysporum y F. proliferatum son los mismos. Sin embargo, las
secuencias que flanquean los grupos difieren, lo que indica que el grupo se
encuentra en una ubicacién gendmica diferente en estas tres especies (Proctor et
al., 2013). Aparte de estas especies incluidas en el complejo de especies de F.
fujikuroi, se ha informado de otras especies relacionadas filogenéticamente

distantes como productoras de FUMO. Se detecté FB2 en cultivos de tres cepas de
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Aspergillus niger que consta de once homoélogos de los genes FUM de Fusarium

(Pel et al., 2007).

La ruta biosintética para FUMO se ha sugerido basandose en estudios de genética
molecular, bioquimica y quimica analitica (Figura 1-5) (Alexander et al., 2009). Sin
embargo, se ha encontrado que existen diferencias en la biosintesis de FUMO
dependiendo de las condiciones ambientales, como la temperatura, la longitud de

onda de la luz, la actividad de agua, tipo de soluto y la humedad (Fanelli et al., 2012).

La ruta biosintética propuesta para FUMO comienza cuando la proteina Fumlp del
gen FUML1 cataliza la condensacién de 9 unidades de acetato y 2 de metilo para
formar un policétido lineal de 18 carbonos de longitud (Gerber et al., 2009). En el
segundo paso de laruta, la proteina del gen FUM8, Fum8p, cataliza la condensacion
del policétido lineal y la alanina para producir una molécula lineal que tiene 20
carbonos de largo y tiene una amina en C-2, un carbonilo en C-3 y funciones metilo

en C-12 y C-16 (Du et al., 2008).
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Figura 1-5. Ruta biosintética propuesta para FUMO.
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El tercer paso es catalizado por la proteina FUM6, Fum6p, y consiste en la
hidroxilacién del producto de condensacion policétido-aminoéacido en C-14 y C-15.
La reduccion del carbonilo en C-3 es catalizada por Fum13p (Butchko et al., 2003),
y lo més probable es que la hidroxilacién de C-10 sea catalizada por Fum2p. La
evidencia de esto es que los mutantes por delecion de FUM2 y las variantes
naturales producen FUMO que carecen del hidroxilo en C-10. Ademas, la secuencia
de aminoacidos predicha de Fum2p es muy similar a las monooxigenasas del
citocromo P450, que son enzimas que a menudo catalizan reacciones de

hidroxilacion (Proctor et al., 2006).

La esterificacion de los restos tricarboxilicos a los hidroxilos en C-14 y C-15 de las
FUMO son catalizados por Fum14p. La esterificacion catalizada por Fum14p de la
cadena principal de fumonisina indica que la formacion de enlaces éster y amida
puede implicar mecanismos enzimaticos similares. Aunque Fuml4p cataliza la
esterificaciéon en C-14 y C-15, el analisis de delecion de genes indica que Fum7p,
Fum10p y Fum1lp también contribuyen a la formacion de los ésteres tricarboxilicos.
Fum10p es una acil-CoA sintetasa/acil-proteina sintetasa, un grupo de enzimas que
catalizan la formacion de tioésteres de acidos carboxilicos a coenzima A (CoA) y
proteinas. (Alexander et al., 2009; Proctor et al., 2006). Los mutantes por delecién
de FUM7 producen analogos de FUMO con un solo doble enlace carbono-carbono
en cada uno de los ésteres tricarboxilicos. Fum7p es mas similar a las
deshidrogenasas que contienen hierro, una clase de enzimas que a veces catalizan

la reduccion de los dobles enlaces carbono-carbono. Fumllp es similar a las
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proteinas incrustadas en la membrana mitocondrial interna que transportan
intermediarios de &cido tricarboxilico desde el ciclo de Krebs fuera del lumen
mitocondrial. Con base en estos datos, se propuso que Fumllp transporta &cido
tricarboxilico fuera del lumen mitocondrial interno con el fin de hacerlos disponibles
para la biosintesis de FUMO en el citoplasma y en la membrana del reticulo
endoplasmatico (Brown et al., 2007). La produccién de niveles reducidos de FB1,
FB2, FBs y FBs4 por mutantes FUM11 sugiere que otros transportes de acido
tricarboxilico en F. verticillioides pueden compensar parcialmente la ausencia de
Fumllp. Elpaso final en la ruta biosintética de FUMO es la hidroxilacion catalizada

por Fum3p del esqueleto de fumonisina en C-5.

Los otros genes del grupo FUM (FUM15, FUM16, FUM17, FUM18, FUM19 y
FUMZ21) tienen papeles indirectos en la biosintesis de FUMO o no son esenciales

para la produccion de FB1, FB2, FB3 0 FB4 (Alexander et al., 2009; Ding et al., 2004).

1.3.2. Tricotecenos

La ruta biosintética de los TCT se ha analizado principalmente en especies
patdgenas pertenecientes al género Fusarium (Aoki et al., 2014). Las enzimas
implicadas en la biosintesis de los TCT junto con sus elementos reguladores estan
codificadas por 15 genes distribuidos en 3 loci diferentes (Merhej et al., 2012). El
grupo TRI central presenta 10 genes co-regulados, incluido el gen TRI5 codifica la
enzima tricodieno sintasa y que fue clonado desde F. sporotrichioides en 1989

(Moretti et al., 2013). Estos 10 genes codificaron 7 genes de vias estructurales, 2
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genes reguladores y 1 transportador (Figura 1-6) (Kimura et al., 2007). Ademas, 2
regiones gendmicas adicionales presentan genes implicados en la biosintesis de
TCT en F. sporotrichioides y F. graminearum: el locus de 2 genes TRI1-TRI16 y el

locus TRI101 de un solo gen (Gil-Serna et al., 2020).

Tril3
Trid
Trifi
Tris
Tril ()
Tri9
Trill
Tril2
Tril3
Trild

8
7

27 kb

Figura 1-6. Esquema del grupo biosintético de TCT en F. graminearum.

La biosintesis de TCT es iniciada por un sesquiterpeno ciclasa que produce
tricodieno desde su sustrato, pirofosfato de farnesilo (Canevascini et al., 1996). Un
citocromo P450 monooxigenasa multifuncional, codificado por TRI4, cataliza los
siguientes cuatro pasos en la ruta (Figura 1-7): hidroxilacion C-2, epoxidacion C-
12,13, seguida de hidroxilacion en C-11 y C-3 (Tokai et al., 2007). El producto,
isotricotriol, se somete a dos etapas de isomerizacion no enzimatica formando el
anillo central de isotricodermol, que consiste en la estructura del esqueleto del TCT

base con un grupo hidroxilo C-3 (Nora A. Foroud et al., 2019).
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Figura 1-7. Primeras etapas de la biosintesis de TCT.

El grupo TRI1-TRI16 es responsable de coordinar el grupo funcional en C-8 y, por
lo tanto, participa en la diferenciacién de los TCT de tipo A y de tipo B. TRI1 es
necesario para la oxigenacion en C-8, catalizando la adicién de un grupo hidroxilo
(Meek et al., 2003), en F. graminearum este grupo puede esterificarse mediante
TRI16 a un grupo isovalerato, como se encuentra en la toxina T-2 y la toxina HT-2,
mientras que el gen TRI16 no es funcional en F. graminearum (Figura 1-8) (Nora A.

Foroud et al., 2019).
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(a) F. sporotrichioides (b) F. graminearum

AcQ

J-acetylneosolaniol

AHG

3-acetyl T2-toxin 3,15-acetyldeoxynivalenaol

Figura 1-8. Diferenciacion TCT-A y TCT-B en (a) F. sporotrichioides (b) F.

graminearum.

TRI13 es necesario para la oxigenacion y TRI7 para la acetilacion en C-4,

desempefiando papeles claves en la produccion de NIV en F. graminearum y la

produccion de toxina T-2 en F. sporotrichioides (Figura 1-9) (Brown et al., 2007).
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(a) F. sporotrichioides (b) F. graminearum (NIV chemotypes)
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Figura 1-9. Biosintesis de (a) T-2 en F. sporotrichioides; (b) NIV en F. graminearum

(quimiotipo NIV).

Ambos genes han perdido funcionalidad en los quimiotipos DON, de ahi la ausencia
del hidroxilo C-4 en esta toxina. Los quimiotipos DON también producen derivados
acetilados, 3-ADON o 15-ADON, mediante la desacetilacion en C-3 o C-15 de 3-
ADON o 15-ADON, respectivamente, que originalmente esta acetilado por TRI101

y TRI3 (Alexander et al., 2009; Nora A. Foroud et al., 2019).
26



Las variaciones alélicas de F. graminearum TRI8 determinan la
estereoespecificidad de la esterasa codificada, determinando asi si el quimiotipo
DON en una cepa de F. graminearum dada produce 3-ADON o0 15-ADON (Figura
1-10). En F. sporotrichioides, TRI8 es una esterasa en C-3 necesaria para la
biosintesis de la toxina T-2, que lleva un grupo hidroxilo en esta posicion

(McCormick et al., 2011).

a) F. sporotrichioides b} F. graminearum
(a) (b)

OAc

F-acetyl T2-toxin 3,15-acetyidecxynivalenol

/ \
lTRlB (G, esterase) ll,-"" TRI& \\ (Cy-esterase)

OAc

J-acetyl T2-toxin J-acetyldeoxynivalenol

:
/!
HO

demaynivalenol

Figura 1-10. Biosintesis de (a) T-2 en F. sporotrichioides; (b) 3-ADON y 15-ADON

en F. graminearum (quimiotipo 3-ADON y 15-ADON).
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Los analisis de secuencia de genes TRI se utilizan para predecir quimiotipos de TCT
de diferentes cepas de Fusarium, aunque es necesario un analisis bioquimico para

confirmar la produccién de micotoxinas (Anne E. Desjardins, 2008).

1.3.2.1. Quimiotipos de F. graminearum

Los quimiotipos de Fusarium son fuertemente influenciados por factores climéticos
y el estado nutricional de los granos de cereales o del sustrato (Nora A. Foroud et
al., 2014; Pasquali et al., 2016). F. graminearum se caracteriza por ser productor de
TCT-B y dependiendo el tipo de micotoxina producida, se pueden distinguir tres
quimiotipos (Yoruk & Albayrak, 2012): los quimiotipos de DON que producen los
derivados acetilados: 3-ADON o 15-ADON, los cuales histéricamente se aislaron en
Eurasia, siendo el quimiotipo 15-ADON mas abundante en América del Norte y en
el norte y centro de Europa (Mirocha et al., 1989), mientras que el quimiotipo 3-
ADON es mas frecuente en regiones del noroeste de Europa (Aamot et al., 2015).
Sin embargo, se han identificado ambos quimiotipos en ambos continentes (Ward
et al., 2008). En América de Sur, paises como Brasil, Uruguay y Argentina sefalan
un predominio del quimiotipo 15-ADON en trigo (Chen et al., 2013; Ponte et al.,
2015; Reynoso et al., 2011). Los quimiotipos 3-ADON comunmente producen mas
DON que el quimiotipo 15-ADON vy esta diferencia se ha reflejado en la abundancia
de micotoxina acumulada en espigas de trigo y cebada inoculadas con cualquiera
de los quimiotipos (Gilbert et al., 2010). Las diferencias en la patogenicidad se han

informado en algunos experimentos de invernadero entre los quimiotipos 3 y 15-
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ADON, donde el quimiotipo 3-ADON es mas agresivo en algunos genotipos o

métodos de inoculacion en trigo (Serajazari et al., 2019).

El otro quimiotipo producido es el NIV, el cual no produce DON y su capacidad de
produccion de micotoxinas en el cereal tiende a ser mas baja que los quimiotipos
DON. NIV es menos fitotoxico que DON y este quimiotipo suele ser menos agresivo
en el trigo y el centeno (N A Foroud et al., 2012). La mayoria de los quimiotipos de
NIV se encuentran en Europa Occidental y aunque los productores de DON siguen
siendo el quimiotipo dominante en esta y otras regiones, existen lugares donde este
guimiotipo toma el relevo, por ejemplo, el quimiotipo NIV representa casi el 80% de
las poblaciones identificadas en el estado de Louisiana, Estados Unidos y en

diferentes regiones del norte de Iran (Nora A. Foroud et al., 2019).

1.3.3. Zearalenona

La zearalenona es un metabolito policétido, sintetizado mediante reacciones
secuenciales catalizadas por grandes complejos proteicos multienzimaticos que
contienen policétidos sintasas (PKS), se considera una enzima clave, que participa
en la biosintesis de ZEA de manera similar a otras micotoxinas policétido como
FUMO, AF, patulina y ocratoxina A (Nahle et al., 2020). La secuenciacion del
genoma ha revelado que F. graminearum tiene 15 PKS, pero se ha identificado la
funcién de solo 8 PKS. Entre ellos, un PKS reductor (PKS4) y uno no reductor

(PKS13) que son esenciales para la produccion de ZEA (Gaffoor & Trail, 2006).
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Los genes PKS fungicos generalmente residen en grupos de genes que codifican
factores de transcripcion, enzimas metabolicas y transportadores. Se requieren
cuatro genes vecinos (PKS4, PKS13, ZEB1 y ZEB2) para la biosintesis de ZEA y
constituyen el grupo de genes biosintéticos de ZEA. ZEB1 codifica una isoamil
alcohol oxidasa que se requiere para la conversion de (B-zearalenol en ZEA. ZEB2
es un factor de transcripcion que lleva un dominio de unién al ADN de cremallera de
leucina basica (bZIP) y regula la actividad de otros genes de agrupacion biosintética
de ZEA (Y.-T. Kim et al., 2005). Con base en los resultados de los analisis genéticos
moleculares de estos genes, se propone que la via biosintética de zearalenona sea
iniciada por PKS4, que cataliza la condensacion de carbonos a partir de una sola
acetil-CoA y cinco moléculas de malonil-CoA, lo que da como resultado la formacién
de una hexaketida (Figura 1-11). En el siguiente paso, PKS13 completa tres
interacciones que extienden la cadena ZEA agregando tres moléculas de malonil-
CoA, lo que da como resultado un nonaketide. Luego, las cetonas no reducidas se
someten a dos rondas de reacciones aromaticas intramoleculares, lo que provoca
la formacion de un anillo aromético y una estructura de anillo macrélido que contiene
un enlace lactona. La conversion final de zearalenol en ZEA es catalizada por ZEB1.
Los genes biosintéticos de ZEA no son esenciales para otros rasgos de F.
graminearum como el crecimiento de hifas, conidiacion, pigmentacién, produccién
de TCT, virulencia o reproduccion sexual (Gaffoor & Trail, 2006; J.-E. Kim et al.,

2018).
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Figura 1-11. Ruta biosintética propuesta para ZEA.

1.4. Métodos de andlisis Fusarium toxinas

Normalmente los métodos de analisis implican una cierta cantidad de pasos, como
la molienda, homogeneizacién, limpieza, extraccién de compuestos y la separacion

y deteccidn de las micotoxinas objetivos (Biselli & Hummert, 2007).

En la molienda se obtienen tamafios de muestra de grano para la extraccién que
estan en el rango de 20 a 50 g, lo que favorece la interaccion entre el disolvente de
extraccion y la matriz, para permitir la ruptura de los complejos matriz-analito. En
este contexto, es bien conocido que un tamafio de particula mas pequefio aumenta
la superficie disponible para el disolvente en una extraccion solido-liquido (Krska et

al., 2007). El muestreo, es el paso previo mas critico en la determinacion de la
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contaminacion por micotoxinas en lotes de granos de cereales, ya que
generalmente su distribucién no es homogénea, y con ello no hay un muestreo
representativo, afectando la veracidad de los resultados analiticos (Tittlemier et al.,

2011).

Las micotoxinas de Fusarium constituyen un grupo muy heterogéneo de
compuestos con diferentes propiedades fisicoquimicas, y normalmente se han
optimizado procedimientos especificos de extraccibn y limpieza para una
micotoxina, aunque en los ultimos afios se han desarrollado métodos extractivos
para la extraccidon simultanea de varias micotoxinas (Malachova et al., 2018).
Respecto a la limpieza de los extractos para reducir el efecto matriz, se han probado
QUEChERSs (rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro) (Miré et al., 2019),
microextraccion en fase sélida (SPME) (Vargas et al., 2021), extraccion en
dispersibn en fase sdlida (dSPE) (Dzuman et al.,, 2014), columnas de
inmunoafinidad (IAC) (Solfrizzo et al.,, 2018) o extraccién en fase solida (SPE)
(Mirén-Mérida et al., 2021). A pesar de los nuevos métodos de extraccion que
existen en la actualidad, SPE sigue siendo una de las técnicas mas utilizadas
(Jedziniak et al., 2019). Generalmente en matrices sélidas como cereales, SPE
también se puede utilizar para la etapa de limpieza y/o concentracion de la muestra
después del procedimiento de extraccion, principalmente debido a la extrema
complejidad de los extractos. En esta técnica la muestra se pasa a través de un
“cartucho” o “columna” relleno de un material solido (sorbente), donde se retienen

las micotoxinas y luego se eluyen con un solvente adecuado, permitiendo asi su
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separacion de posibles interferentes (Pereira et al., 2015). Diversos autores han
informado que altas concentraciones de MeOH o ACN (= 75%) en el solvente de
extraccion son adecuados para la extraccién de la mayoria de las micotoxinas, como
TCT y ZEA, mientras que se pueden obtener altas eficiencias de extraccion para
FUMO aumentando la fraccion de agua y/o disminuir el pH de la mezcla de
extraccion (Paepens et al.,, 2005). Hoy en dia existen diferentes sorbentes y su
eleccion de material sorbente dependera de los analitos, los interferentes y el
disolvente de extraccion utilizado. Por ejemplo, las columnas de intercambio
anionicos fuertes (SAX) se siguen empleando para la extraccién de FUMO (Bordin
et al., 2015), al igual que las Bond Elut Mycotoxin®, que han sido disefiadas para la
limpieza simultanea de 12 TCT de tipo Ay B y ZEA (Meneely et al., 2011), ambas
se utlizan debido a su reproducibilidad, simplicidad, menor costo y similar
rendimiento con relacién a las IAC. Ademas, las IAC tienen una limitacion en la
variabilidad de los analitos y podrian promover la interaccion con los constituyentes

de la matriz (Zuo et al., 2018).

Para la separacion, deteccion y cuantificacion de las micotoxinas de Fusarium se
deben conocer los valores maximos establecidos por la regulacion, junto con los
niveles de contaminacion esperados en las muestras, ya que es crucial durante el

disefio de los métodos analiticos (Shanakhat et al., 2018).

Los métodos de andlisis mas comunes involucran principalmente los de
inmunoensayo y los cromatograficos (Tang et al.,, 2019). En los métodos de

inmunoensayo, las micotoxinas actlan como antigeno al interactuar con un
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anticuerpo. Este grupo incluye el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) y dispositivos de flujo lateral (LFD) (Shanakhat et al., 2018). ELISA es
simple, répido y de bajo costo, ademas es capaz de entregar resultados
semicuantitativos, ha sido utilizado para determinar diversas micotoxinas como
FUMO en maiz (Coronel et al., 2016), TCT-B y ZEA en trigo (Hendrickson et al.,
2017). Sin embargo, aunque los anticuerpos interactian con grupos especificos de
un compuesto, pueden mostrar una reactividad cruzada considerable, porque
pueden reconocer analogos estructurales (toxinas similares o componentes de la
matriz) y actuar con estos, dando como resultados falsos positivos 0 negativos

(Shanakhat et al., 2018).

Las técnicas cromatograficas para el analisis simultaneo de micotoxinas incluyen:
cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia en capa fina de alta resoluciéon
(HPTLC), cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) y cromatografia de gases
(GC) (Vargas et al., 2021). TLC es el método cualitativo mas antiguo utilizado en la
separacion e identificacion de micotoxinas. Recientemente se desarrollé6 un método
analitico por HPTLC-MS para identificar TCT-B y ZEA en arroz, maiz y trigo, siendo
su principal ventaja el andlisis simultdneo de varias muestras en poco tiempo,
ademas de ser un método econdmico, sencillo, confiable y eficiente (Jorquera-
Pereira, 2021). En los ultimos afios, HPLC acoplada al espectrémetro de masas
(MS) (Campone et al., 2020; Zadeike et al., 2021), al detector ultravioleta (UV) (Y.
Liu et al., 2019; Seus et al., 2018) y de fluorescencia (FLD) (Z. Liu et al., 2020), han

ido reemplazando cada vez mas la cromatografia de gases (GC) acoplada a los
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detectores de ionizacién de llama (FID) (Cerver6 et al., 2007) y captura de
electrones (ECD) (Eke et al., 2004), ya que la GC generalmente requiere de una
etapa de derivatizacion de los compuestos antes del andlisis. Los métodos mas
populares para la deteccién de micotoxinas en cereales son HPLC-FLD y HPLC-
MS. HPLC-FLD ha sido utilizado para cuantificar FUMO en granos de cereales, en
donde se requiere un paso de derivatizacion para incorporar un cromoéforo en la
estructura quimica para una deteccion sensible por emision o absorcion de luz. Los
reactivos de derivatizacion han incluido el uso de anhidrido maleico, fluorescamina,
cloruro de dansilo, 4-fluoro-7-nitrobenzofurano y o-ftaldiaaldehido (OPA)/2-
mercaptoetanol (Smith et al., 2017). Los tricotecenos de tipo B y la zearalenona se
han determinado en forma simultdnea en trigo por HPLC/MS, en comparacion con
el método HPLC/UV, se suele observar que los limites de cuantificacion (LOQ) son
inferiores, favoreciendo el analisis de trazas de diversas micotoxinas. En particular,
la técnica de MS es un meétodo Util para el analisis de multimicotoxinas, que elimina
la necesidad de derivatizar las muestras, permite entregar la informacion estructural
del analito, con requisitos minimos para la preparacion de muestras, la posibilidad
de identificar la amplia gama de analitos en diferentes polaridades, una
cuantificacion mas precisa, mejor selectividad y mayor sensibilidad en comparacion

con otros métodos cromatograficos (Tittlemier et al., 2019).
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1.5. Estudios de micotoxinas en Chile

La presencia de micotoxinas se ha detectado en el pais en diferentes matrices
alimentarias y biologicas, por ejemplo: Vega (1995) mediante el proyecto Fondecyt
1951139, detect6 en granos nacionales de trigo, arroz y maiz en las Regiones del
Maule y Biobio, especies de Fusarium productoras de TCT, FUMO y ZEA.
Posteriormente, Vega et al., (2003) participé en el proyecto INCO ICA4.CT-2002-
10043 cuyo objetivo principal fue desarrollar un sistema de gestion de la calidad de
los alimentos para el control de micotoxinas en las cadenas de produccion y
procesamiento de cereales en los paises del Cono Sur de América Latina. En el afio
2009, Vega et al., (2009) detectaron por cromatografia liquida OTA en productos de

cereales en el mercado chileno (Vega et al., 2009).

En fluidos biolégicos, Mufioz et al., (2006) realizaron un estudio preliminar de OTA
en plasma humano en zonas agricolas de Chile y su relacion con el consumo
alimentario, en el cual la presencia de OTA fue confirmada por la formacion de éster
metilico de ocratoxina, en rangos de 0,07 a 2,75 ug kg?. Mufoz, et al., (2010)
(2014), detectaron la presencia de OTA en leche materna, suero sanguineo y orina
de lactante. Estudios recientes por Foerster et al., (2019) analizaron la ocurrencia
de AF (16%), aflatoxina M1 (6%), OTA (30%), patulina (7%), FUMO (21%), ZEA
(2%) y DON (12%) en alimentos consumidos en Chile entre los afios 2008 y 2017.
Foerster et al., (2021) evaluaron la exposicion y el riesgo de aflatoxina B1, OTA, ZEA
y DON en 172 participantes de la Cohorte del Maule (MAUCO) mediante analisis de

biomarcadores en orina y asociaron su exposicién con el consumo de alimentos y
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Su ocupacioén, obteniendo como resultados una alta exposicién de AF (10%), DON

(62%) y ZEA (8%) en orina.

Con relacion a la produccion de micotoxinas en Chile, Rios (2000) determind la
capacidad toxicogénica de Fusarium spp. aislados desde maiz. De estos
aislamientos se caracterizaron diversas especies de Fusarium: F. culmorum; F.
sambucinum; F. sporotrichiodes; y F. graminearum; capaces de producir DON y 3-
ADON; DON y ZEA; Toxina T-2; y DON, 15-ADON y ZEA, respectivamente. En
estudios mas recientes Caro, et al., (2015) caracterizaron especies de Fusarium
aisladas de trigo nacional respecto a su capacidad micotoxigénica, en donde
determinaron que el aislamiento FUS 2013-7, correspondia a F. graminearum con
la capacidad de producir principalmente las micotoxinas 15-ADON, DON y 3-ADON,
clasificando al aislado en el quimiotipo 15-ADON. Por lo tanto, se han encontrado
especies de Fusarium chilenos con la capacidad de producir micotoxinas, por lo que
en el presente trabajo se pretende determinar la influencia que tienen los
pardmetros de humedad del grano y la temperatura en la produccién de micotoxinas

en especies de Fusarium aislados desde cereales nacionales.
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2. HIPOTESIS

- La produccion de micotoxinas de las especies de Fusarium aisladas desde
cereales nacionales se ve afectada por los parametros de humedad del grano

y de la temperatura.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo general

- Evaluar la influencia de la humedad del grano y la temperatura en la
produccion de micotoxinas de especies de Fusarium aisladas desde cereales

nacionales.

3.2.  Objetivos especificos
- Aislar y purificar especies de Fusarium provenientes de cereales nacionales.
- Caracterizar molecularmente las especies de Fusarium aisladas.

- Implementar las metodologias analiticas para la deteccién y cuantificacion de

las micotoxinas producidas.

- Determinar la capacidad micotoxigénica, in vitro, de la(s) especie(s)

aislada(s).

- Evaluar el efecto de la humedad del grano y la temperatura en la produccién

de las micotoxinas en estudio.
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4.1.

4. MATERIALES

Equipos y materiales

Agitador magnético BOECO (Alemania).
Agitador orbital BOECO (Alemania).
Autoclave AV-100, Phoenix Luferco (Brasil).

Balanza electronica analitica BOECO (Alemania).

Camara de flujo laminar ZHJH-C1106C, Zhicheng (China).
Camara de vacio VisiprepTM Supelco (EE.UU.).

Cartuchos de extraccion en fase soélida Bond Elut Mycotoxin Agilent

Technologies (EE.UU.).

Cartuchos de extraccion en fase solida SEP-PAK, Waters (Irlanda).
Columna XB-C18 Kinetex 2,6 pmm, 100 x 4,6 mm (EE.UU.).
Columna XB-C18 Kinetex 5,0 pmm, 150 x 4,6 mm (EE.UU.).

Cromatografo de liqguidos Shimadzu (Japén) equipado con: Bomba binaria
LC-20AT, unidad de desgasificacion DGU-20A5R, autosampler SIL-20AC,
mddulo de comunicacién CBM-20A, Horno CTO-20AC y espectrometro de
masas de triple cuadrupolo MS 8030 con fuente de electropulverizacion

(ESI).
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Cromatografo de liquidos Waters (EE.UU.) equipado con: Bomba binaria
HPLC Waters 1525, Horno Serie 1500 Column Heater Waters y FLD Waters
2475.

Espectrofotdmetro para microplacas Epoch 2, BioTek (EE.UU.).

Estufa Memmert GmbH HPP 110 (Alemania).
Estufa WTB Binder (Alemania).

Evaporador Reacti-Therm Ill, Thermo Scientific (EE.UU.).

Incubadora Biobase (China).
Incubadora Shaking JJSI-20, JSR (Corea del Sur).

Licuadora Somela (Chile).
Material volumétrico clase A.

Micropipetas Brand Transferpette 10 - 100 upL, 100 - 1000 pL, 1 - 10 mL

(Alemania).

Molinillo Sindelen (Chile).

Papel filtro Whatman N° 4 (EE.UU.).

Sistema purificador de agua Simplicity de Millipore (EE.UU.).

Sonicador VWR Aquasonic (EE.UU.).

Tamizadora vibratoria Jel Engelsmann (Alemania).
Termociclador Maxygene II, Axygen (Australia).

Vortex Maxi Mix Il (Reino Unido).
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4.2.

4.3.

Reactivos

Estandar de DON, NIV, 3-ADON, 15-ADON, ZEA, FB1, FB2, a-OTA (= 98%

pureza), Sigma-Aldrich (EE.UU.).

ACN y MeOH, grado HPLC, acido acético glacial (AcAcét), acido fosférico
(H3PO4) > 85%, hidroxido de sodio (NaOH), fosfato monosédico hidratado
(NaH2POa4 x H20), tetraborato de sodio decahidratado (Na2B4O7 x 10H20),
2-mercaptoetanol (HSCH2CH:20H), o-ftalaldehido (OPA), grado analitico,
Merck (Alemania). Agar papa dextrosa (PDA) (EP/USP/JP/BP), Oxoid (UK).

Agua ultrapura (18,2 MQcm) producida por el sistema Simplicity.

Medio de cultivo

PDA: Se disolvieron 39 g de PDA en un litro de agua destilada estéril. Se dejé
reposar durante 10 a 15 minutos y se calent6 agitando hasta disolver
completamente el polvo. Luego, se esterilizé en autoclave a 121 °C durante
15 minutos. Al medio de cultivo se le adicion6 200 mg L* de sulfato de

estreptomicina para evitar el desarrollo de bacterias.
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

Soluciones
Solucién tampoén

Tampdn fosfato 0,1 M: Se disolvieron 3,45 g de NaH2PO4 x H20 en 250 mL

de agua ultrapura.

Soluciones extractivas

MeOH:H20 (75:25, v/v): Se adicionaron 75 mL de MeOH grado HPLC con 25

mL de agua ultrapura.

ACN:H20 (80;20, v/v): Se adicionaron 80 mL de ACN grado HPLC con 20 mL

de agua ultrapura.

Soluciones reactivo de derivatizacion

Tetraborato de sodio decahidratado 0,1 M: Se disolvieron 3,8 g Naz2B4O7 x

10H20 en 100 mL de agua ultrapura.

Reactivo OPA: Se disolvieron 40 mg de OPA en 1 mL de MeOH, se diluyé
con 5 mL de Na2B4O7 x 10H20 0,1 M. Finalmente se adicionaron 50 pL de 2-

mercaptoetanol y se mezclé.
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4.4.4. Solucién patron

Estandar interno: Se prepard una solucién madre de a-OTA 1,0 mg L en
MeOH grado HPLC. A partir de esta solucion se prepar6 una solucion diluida
de 15 pg L? la cual se utiliz6 como estandar interno. Estos estandares se

almacenaron a - 20 °C.

Fumonisinas B1 y B2: Se prepararon soluciones madres de FB1 y FB2 en
ACN:H20 (50:50, v/v) a una concentracién de 400 mg Lty 100 mg L*
respectivamente. De cada solucibn madre se tomaron alicuotas para obtener
estandares intermedios de FB1a 20, 10y 1,0 mg L, y de FB2 a 10 mg L.

Estos estandares fueron almacenados a - 20 °C.

TCT-B y ZEA: Se prepararon soluciones madres de cada micotoxina a una
concentracion de 200 mg Lt en ACN grado HPLC, a excepcién de ZEA que
se disolvio en MeOH HPLC. A partir de estas soluciones madres, se
prepararon soluciones de trabajo de concentraciones a 10 y 1,0 mg L.

Todas las soluciones se almacenaron a - 20 °C.
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5. METODOLOGIA

5.1. Aislamiento y purificacién de especies de Fusarium provenientes de cereales

nacionales

Se trabajé con una mazorca de maiz! obtenida del Mercado de Chillan, Regién de
Nuble, 2018 y con un aislado fangico desde trigo! proveniente de Santa Rosa,

Chillan, Region de Nuble, 2016.

Desde la mazorca, se tomaron los granos de maiz visiblemente afectados (granos
agrietados, decolorados o de color marrén), y se les realiz6 desinfeccion superficial
con hipoclorito de sodio 1%. Los granos desinfectados se cortaron
longitudinalmente y se sembraron en medio PDA para el crecimiento del hongo.
Posterior a 48 horas se repicaron los diferentes aislados en una nueva placa en

medio PDA hasta obtener un aislado puro del hongo.

Del aislado de trigo se tom6 una porcién de una determinada colonia y se colocé en

una placa en medio PDA para el crecimiento y posterior purificacion del hongo.

! Muestras obtenidas por Dr. Ernesto Moya Elizondo, Laboratorio de Fitopatologia,
Departamento de Produccion Vegetal, Facultad de Agronomia, Universidad de Concepcion
Campus Chillan, Chile.
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5.2.  Caracterizacion molecular de las especies de Fusarium aisladas

La caracterizacion molecular de las especies de Fusarium aisladas se realizé bajo
la supervision del Dr. Ernesto Moya Elizondo, Laboratorio de Fitopatologia,
Departamento de Produccion Vegetal, Facultad de Agronomia, Universidad de

Concepcion Campus Chillan, Chile.

5.2.1. Extracciéon del ADN

Se extrajo ADN de aproximadamente 100 mg de micelio de cada aislado mediante
el método CTAB modificado (Doyle & Doyle, 1987) utilizando molienda mecéanica
con pistilos plasticos estériles, usando acetato de amonio 7,5 M e isopropanol para
la precipitacion del ADN. De las muestras obtenidas se midi6 la concentracion y el
indice de pureza, mediante espectrofotometria a través del espectrofotometro
Epoch™ 2 (Biotek®). El indice de pureza se calcula en base a la relacién entre la
A260/A280, en donde un valor entre 1,8 y 2,1 es generalmente aceptado como
“puro” en cuanto a ADN. Las muestras se diluyeron a 10 ng uL* y se almacenaron

a -20 °C hasta su utilizacion.

5.2.2. PCR punto final

Mediante PCR se amplifico el ADN de la zona ITS, del TEF-1a y de la subunidad
pequefia del ARN ribosomal 16s (SSU rRNA), utilizando los partidores descritos en

la Tabla 5-1. Para cada amplificacion se utiliz6 tampon 1X, 2 mM MgClz, 0,2 mM
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dNTP, 0,2 uM de cada partidor, 0,5 U de ADN Polimerasa Taq Platinum (Thermo

Scientific™), 20 ng ADN del hongo y agua para completar a volumen final de 25 pL.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador MaxyGene™ || (Axygen®) y

se usaron los perfiles de amplificacion descritos por White et al., 1990 y O’Donnell

et al., 1980.

Los productos de PCR fueron observados en geles de agarosa al 1%, utilizando

tampon TBE al 0,5X y el agente de visualizacion SYBR® Safe DNA gel Stain

(Thermo Scientific™). Se cargé 5 uL de producto de PCR con 1,5 pL del tampdn de

carga 6X DNA Loading Dye y se utiliz6 5,0 uL de marcador de peso molecular

GeneRuler™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™)).

Tabla 5-1. Descripcion de partidores utilizados en la amplificacion de las zonas ITS,

TEF 1-ay SSU rRNA.

Largo
Zona  Partidor Secuencia (5’-3’) amplificacién Referencia
(pb)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG .
(White et al.,
ITS 550 1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
EF1 ATGGGTAAGGARGACAAGAC ,
(O’Donnell et
TEF 1-a 680 al., 1998)
EF2 GGARGTACCAGTSATCATGTT v
SSU NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC (White et al.,
rRNA 1130 1990)
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG
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5.2.3. Secuenciacién Sanger y alineamiento local

Los productos de PCR de cada aislado se enviaron a secuenciar mediante el
método Sanger a la empresa Macrogen Inc. en Corea del Sur. Las secuencias
sentido y antisentido obtenidas para cada hongo se alinearon con el algoritmo de
alineamiento global Needleman-Wunsch para obtener una secuencia consenso.
Estas secuencias se compararon con las secuencias en la base de datos del
National Center of Biotechnology Information (NCBI) mediante el algoritmo de

alineamiento local BLAST.

5.3. Implementacion de las metodologias analiticas para la determinacién y

cuantificaciéon de micotoxinas

Se desarrollaron dos métodos de analisis para la determinacion y cuantificacién de
micotoxinas, el primero para especies de Fusarium productoras de fumonisinas Bi

y B2y el segundo para especies productoras de TCT-B y ZEA.

5.3.1. Extraccion y limpieza
5.3.1.1. Fumonisinas B1y B2

La extraccion de las fumonisinas B1 y Bz se realiz6 segun el procedimiento descrito
por la AOAC con algunas modificaciones (AOAC, 2005). Se pesaron 50 g de arroz
(arroz blanco, marca Tucapel grado 2), previamente molido y tamizado con un
tamafo de particula entre 250 y 500 um, se le adicionaron 100 mL de MeOH:H20

(75:25, viv) utilizado como solvente de extraccion y se homogeneiz6 por una hora a
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temperatura ambiente, usando un agitador horizontal. El extracto se filtr6 (Papel
filtro Whatman N° 4), se midio su pH y de ser necesario se ajusté entre 5,8 y 6,5 con
NaOH 1 M. La limpieza del extracto se llevo a cabo en columnas SAX, la cual se
acondicion6 con 5 mL de MeOH, seguidos de 5 mL de MeOH:H20 (75:25, v/v).
Luego, se tomd una alicuota de 10 mL del filtrado para realizar su limpieza por la
columna. Posteriormente, se lavé la columna con 5 mL MeOH:H20 (75:25, viv) y 3
mL de MeOH. Las FUMO se eluyeron con 10 mL AcAcét:MeOH (1:99, v/v), de los
cuales se tomaron 4 mL del eluato y se evaporaron a sequedad bajo corriente de
nitrégeno a 60 °C. Finalmente, al extracto seco se le agregé 1 mL de MeOH, se
evaporo con nitrdgeno para eliminar los restos de AAcét y se reconstituy6 con 200

pL de MeOH.

5.3.1.2. Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

La extraccion de TCT-B y ZEA desde las muestras de arroz se realizé segun el
procedimiento descrito por Klotzel et. al. (Klotzel et al., 2006), con algunas
modificaciones. Se pesaron 25 g de muestra molida y tamizada a un tamafio entre
250 y 500 pum, se extrajeron con 100 mL de ACN:H20 (80:20, v/v) durante una hora
a temperatura ambiente utilizando un agitador horizontal. Posteriormente, se filtré el
extracto (Papel filtro Whatman N° 4) y se limpiaron 4 mL del filtrado con columnas
de SPE Bond Elut Mycotoxin. Finalmente, se tomaron 2 mL del eluato y se
evaporaron a sequedad bajo corriente de nitrégeno. Se disolvié y reconstituyé con

500 pL de ACN.
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5.3.2. Condiciones cromatograficas

5.3.2.1. Fumonisinas B1 y B2

Para el analisis de las muestras se emple6é cromatografia liquida con detector de

fluorescencia, utilizando las siguientes condiciones cromatograficas (AOAC, 2005):

Columna: Columna XB-C18 Kinetex 5,0 umm, 150 x 4,6 mm.
Temperatura horno columna: 25 °C.

Fase movil: MeOH:NaH2PO4 (77:23, viv), pH de la fase acuosa: 3,3 ajustado

con HsPOa.

Flujo: 1,0 mL min2.

Detector: Fluorescencia: A excitacion: 335 nm, A emisiéon: 440 nm.
Volumen de inyeccién: 20 pL.

Derivatizacion: A 25 pL del estandar o muestra, se le adicionan 225 pL de
OPA, se mezclan y se inyecta luego de un minuto de agregado el reactivo

OPA.

5.3.2.2. Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

Para el analisis de las muestras se empleé cromatografia liquida acoplada con un

espectrometro de masas como detector, usando las siguientes condiciones

cromatograficas (Foerster et al., 2021):
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e Columna: Columna XB-C18 Kinetex 2,6 um, 100 x 4,6 mm.
e Temperatura horno columna: 30 °C.

e Fase movil: A: H20 (0,1% AcAcét), B: ACN (0,1% AcAcét), método en

gradiente (Tabla 5-2):

Tabla 5-2. Método en gradiente, fase movil A: H20 (0,1% AcAcét), B: ACN (0,1%

AcAcét).
Tiempo (min) % B
0 10
5 50
8 95
15 95
17 10
20 10

e Flujo: 0,4 mL mint.

e Volumen de inyeccion: 20 L.

e Detector: MS de triple cuadrupolo, con las siguientes condiciones:
o Fuente de ionizacion: Electrospray.

o Velocidad gas de secado (N2): 15 L min,
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o Temperatura de bloque de ionizacién: 400 °C.

o Temperatura de linea de solvatacion: 250 °C.

o Gas de colision: Argon.

o Modo de trabajo: Monitoreo de reaccion multiple (MRM).

o m/z: 100-2000.

5.3.3. Determinacion de parametros analiticos

En la determinacion de los parametros analiticos se contemplaron: linealidad, limite
de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ), precision y exactitud. En la

Tabla 5-3 se indica qué parametro se evalu6 para cada micotoxina.

Tabla 5-3. Parametro analitico evaluado por cada micotoxina.

Parametro analitico Micotoxina
Linealidad FB1, FB2, TCT-B, ZEA
LOD FB1, FB2
LOQ FB1, FB2, TCT-B, ZEA
Precision FBi1, TCT-B, ZEA
Exactitud FB1, TCT-B, ZEA

Nota: La determinacion de FB2 no estaba contemplada inicialmente en la tesis, sin
embargo, se encontr6 la presencia de ella en las muestras contaminadas con F.
proliferatum, por lo cual se incluy6 cuantitativamente su evaluacion.
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5.3.3.1. 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 (International Conference on Harmonisation, 2005).

Para evaluar la linealidad de la respuesta del detector con respecto a la
concentracion de las micotoxinas, se confecciond una curva de calibracion
empleando el método de estandar externo para FB1 y FB2 y de estandar interno

para TCT-B y ZEA.

Las curvas de calibracion se construyeron utilizando distintos niveles de
concentracion dependiendo de cada micotoxina, para FB1 a 7 niveles de
concentracion en el rango de 250 a 20000 ug L, FB2 a 5 niveles de concentracién
en el rango de 200 a 5000 pug L%, DON a 5 niveles de concentracién en el rango de
100 a 1000 pg L1, NIV a 6 niveles de concentracién en el rango de 50 a
1000 pg Lty 3-ADON, 15-ADON y ZEA a 8 niveles de concentracion en el rango
de 10 a 1000 pg L. En las curvas de calibracion de los TCT-B y la ZEA se utiliz6
un estandar interno a-OTA de 30 pg L. Las mediciones se realizaron en tres dias

diferentes y por duplicado a cada nivel de concentracion.

La ecuacion de la recta que describe el comportamiento lineal de FB1 y FB2 se
obtuvo graficando la relacion entre el area del analito (Aa), versus la concentracion
de este. Para TCT-B y ZEA se obtuvieron graficando la relacion entre la proporcion
de area del analito (Aa) y el area del estandar interno (Ais), versus la concentracion

del analito.
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Para evaluar el efecto de la matriz sobre la linealidad, se confeccionaron curvas de
calibracion sobrecargando arroz libre de las micotoxinas en estudio, el cual fue
previamente analizado. La extraccion del arroz se realiz6 de acuerdo con los

procedimientos descritos anteriormente (ver seccion 5.3.1.1y 5.3.1.2).

En las FUMO, se evalu6 solo la linealidad en matriz de la FB1, en donde al extracto
seco se le adicion6 una cantidad adecuada de estandar para obtener
concentraciones de 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 ug kg*. Luego, se evapord

el solvente bajo corriente de nitrégeno y se reconstituyo el extracto.

Al extracto seco de las muestras de TCT-B y ZEA, se le agregd una cantidad
adecuada de estandar para obtener concentraciones de 100, 250, 500, 750, 1000
ug kgt para DON; 50, 100, 250, 500, 750, 1000 ug kg™ para NIV y 10, 25, 50, 100,
250, 500, 750, 1000 ug kg para 3-ADON, 15-ADON y ZEA. Finalmente, se evaporé

el solvente bajo corriente de nitrdgeno y se reconstituyo el extracto.

Las curvas de calibracion en matriz se midieron en duplicado en tres dias distintos
y las ecuaciones correspondientes se obtuvieron de la forma sefialada

anteriormente.

5.3.3.2. Limite de deteccién y limite de cuantificacion

El limite de deteccidn es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede
ser detectable, pero no necesariamente cuantificada con un valor exacto. El limite
de cuantificacion es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede ser

determinada cuantitativamente con precision y exactitud adecuadas (International
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Conference on Harmonisation, 2005). Estos parametros se determinaron en base al
método de sefal/ruido, para esto se sobrecargd un extracto de arroz libre de FB1 a
una concentracion de 25 ug kg y se evalué en conjunto con un blanco de arroz. En
FB2 se determind midiendo soluciones estandar a niveles cercanos al valor mas
bajo de la curva de calibracién (200 ug L?). Para TCT-B y ZEA se sobrecargé una
muestra de arroz libre de estas micotoxinas a sus niveles mas bajos de la curva de
calibracion. Los limites se determinaron considerando una relacién sefial/ruido de

3,3:1 para el LOD y de 10:1 para el LOQ.

5.3.3.3. Precision

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de dispersion de una
serie de medidas obtenidas bajo condiciones establecidas. Esta puede considerarse
a tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad (International

Conference on Harmonisation, 2005).

Para la determinacion de la precision en FB1, se sobrecargaron blancos de arroz a
dos concentraciones de 25y 50 pg kg™. La extraccion se realizé segun lo sefialado
en la seccién 5.3.1.1 y analizada por cromatografia liquida (seccion 5.3.2.1). La
determinacién de este parametro en TCT-B y ZEA, se llevé a cabo sobrecargando
blancos de arroz a una concentracion de 250 ug kg?, la extraccion se siguié segun
el protocolo indicado en la seccion 5.3.1.2 y el analisis por cromatografia liquida
(seccion 5.3.2.2). La evaluaciéon de cada nivel de concentracion se realiz6 en

triplicado durante tres dias distintos.
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La precision bajo condiciones de repetibilidad y de precision intermedia se verificd
comparando el coeficiente de variacion (CV %) con el coeficiente de variacién de

Horwitz (CVh %). EI CVh % se calcula segun la Ecuacion 5-1.

CVh % = 2 (1-05logc) Ecuacion 5-1
Donde:

c: Concentracion real del analito expresado en potencia de 10.

Para la repetibilidad se acepta un CV < CVnr (Ecuacion 5-2) y para la precision

intermedia un CV < CVhri (Ecuacion 5-3) (Instituto de Salud Publica, 2010).

CVi%

CVnr % = 7

Ecuacion 5-2

2 CVh%

CVhri % = 3

Ecuacioén 5-3

5.3.3.4. Exactitud

La exactitud expresa la proximidad entre el valor que se acepta como un valor
verdadero y el valor experimentalmente encontrado (International Conference on

Harmonisation, 2005).
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Se emplearon los valores obtenidos en las pruebas de precision para verificar la

exactitud del método.

La exactitud se expresé en porcentaje de recuperacion (%R) (Ecuacion 5-4):

0 _ valor medido x 100 ., )
%R o p—— Ecuacion 5-4

Se utilizé el criterio de aceptabilidad establecido por la Uniébn Europea siendo el
rango de aceptacion entre 70y 110% para FB1, DON y ZEA (Reglamento de la Unién
Europea CE 519/2014, 2014), mientras que el Codex Alimentarius fija valores de
recuperacion entre 80 a 110% para FBi1, TCT-B y ZEA (Comision del Codex

Alimentarius, 2015).

5.4. Determinacion de la capacidad micotoxigénica, in vitro, de la(s) especie(s)

aislada(s)

5.4.1. Contaminacion de arroz

La capacidad micotoxigénica de las especies de Fusarium se evalué utilizando las
condiciones empleadas por Caro, et. al (2015) con algunas modificaciones (Tabla

5-4).
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Tabla 5-4. Condiciones experimentales para la produccién de micotoxinas in vitro.

Condicién Tem[()oeé;:ltura Cantid?r(rj”_d)e agua
1 15 40
2 15 80
3 25 40
4 25 80
S 30 40
6 30 80

n =5, mas un blanco de arroz libre de micotoxinas en cada condicion.

En un frasco de vidrio de 500 mL se agregaron 100 g de arroz (arroz blanco, marca
Tucapel grado 2, grano largo - ancho) con la cantidad de agua destilada respectiva.
Esta mezcla se esteriliz6 en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 minutos
y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Luego, el arroz se contamindé con 10
discos (1 cm de diametro) de una colonia de Fusarium crecida en medio PDA
durante 7 dias a 25 °C. Posteriormente, los arroces contaminados con las especies
de hongos se incubaron en estufa con las temperaturas evaluadas durante 4
semanas. Finalizado el tiempo de incubacion, el arroz se trasvasijé a un plato de
carton y se sec6 en una estufa a 50 °C por 72 horas. Finalmente, todas las muestras
se guardaron en bolsas herméticas y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis por

HPLC-FLD y HPLC-ESI-MS/MS.
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5.4.2. Deteccion y cuantificacion de las micotoxinas producidas

Se molieron 100 g de la muestra de arroz previamente contaminados, se
homogeneizaron y se siguieron los protocolos de las extracciones descritas en las
secciones 5.3.1.1. y 5.3.1.2. Para el analisis cromatogréfico se utilizaron las

condiciones especificadas en los puntos 5.3.2.1. y 5.3.2.2.

5.5. Evaluacion del efecto de la humedad del grano y de la temperatura en la

produccion de las micotoxinas

5.5.1. Determinacion de la humedad

El procedimiento para determinar la humedad del grano de arroz blanco estéril,

adicionado con 40 y 80 mL de agua destilada consiste en:

Una capsula limpia y seca se coloc6 en una estufa a 130 °C por una hora, luego la
capsula se traslad6é a un desecador, se dej6 enfriar por 20 minutos, se pesé y la
pesada se registr0 como mai. Posteriormente, se tar0 la cépsula, se pesaron
alrededor de 5,00 g de muestra de arroz (previamente molido y tamizado)
distribuidos uniformemente en la cadpsula y se registré su valor como mz. La capsula
se colocé en la estufa por una hora a 130 °C y se procedio de igual manera que la
capsula vacia. Una vez enfriada en el desecador y con peso constante, se registrd

su pesada como ms (Instituto de Salud Publica, 1998).

59



El calculo del % de humedad se indica en la ecuacion 5-5.

(m3 —m1)x100
m2

% humedad = Ecuacioén 5-5

Donde:

ma1: masa capsula vacia.

m2: masa muestra.

m3: masa muestra con capsula tarada.

5.5.2. Disefio de experimentos

Para evaluar el efecto de las variables en la produccion de micotoxinas se llevo a
cabo un disefio de experimentos (DoE) de tipo factorial completo mixto (full factorial
mixed design). En este DoE se realizaron 24 experimentos y se estudiaron las
variables temperatura (X1) y cantidad de agua (Xz), con las respuestas de las
micotoxinas producidas a partir de los experimentos disefiados. Desde el DoE se
calibr6 un modelo de interaccion por medio de regresion de cuadrados parciales
minimos (PLS). De esta forma, se estudio el efecto de cada factor de forma

independiente y sus interacciones entre si.
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5.5.3. Tratamiento de datos

Los datos fueron evaluados utilizando estadistica descriptiva (promedio, desviacion
estdndar y desviacibn estandar relativa). Las ecuaciones de la recta
correspondiente a cada curva de calibracion se obtuvieron utilizando regresion lineal
empleando el programa Excel® (Microsoft Corporation, EE.UU.). Para los analisis
estadisticos de datos correspondientes a t-student y test de Fisher se utiliz el
software GraphPad Prism® 8.0.1 (GraphPad, EE.UU.). Para la elaboraciéon del
disefio experimental se usé el software MODDE® 12 (Satorius Stedim Biotech,

Suecia).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.  Aislamiento y purificacion de Fusarium provenientes de cereales nacionales

Los hongos aislados desde los segmentos de tejido se repicaron y se observaron
bajo microscopio. Los aislados que presentaron diferencias visuales en su
crecimiento y que mostraron diferentes estructuras reproductivas se utilizaron para
la identificacion molecular (Figura 6-1). Se seleccionaron dos aislados de Fusarium

spp. identificados como “FGRAM” del aislado de trigo y “FMID” del aislado de maiz.

Figura 6-1. (a) Crecimiento micelar de FGRAM sobre medio PDA. (b) Crecimiento

micelar de FMID sobre medio PDA; 7 dias de incubacion.
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6.2.  Caracterizacion molecular de las especies de Fusarium aisladas

6.2.1. Extracciéon del ADN

Las mediciones por espectrofotometria de las extracciones de ADN arrojaron un
minimo de 25 ng uL* de ADN, y una relacion de A260/A280 maxima de 2,2, lo que
significa que las extracciones lograron producir ADN puro e integro para realizar la

reaccion de PCR. Todas las muestras se estandarizaron a 10 ng uL* de ADN.

6.2.2. PCR punto final

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%
corridos por 45 minutos a 80 V. En la Figura 6-2, se observa el producto de
amplificacion obtenido para las zonas ITS, SSU rRNA y TEF 1-a, en donde “M”
representa al marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 Kb, "B” al control negativo
que no contiene ADN, “FGRAM” y “FMID” a los aislados de Fusarium desde trigo y

maiz, respectivamente. Los ensayos se realizaron en duplicado.

ITS SSU rRNA TEF 1-a

Figura 6-2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de PCR para zonas

ITS, SSU rRNAYy TEF 1-a.
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Se obtuvo que todos los amplicones mostraron bandas del tamafio esperado para
las muestras de ADN y que no se observo amplificacién de productos inespecificos.

Finalmente, estos productos se utilizaron en la etapa de secuenciacion.

6.2.3. Secuenciacién Sanger y alineamiento local

Del alineamiento local BLAST se seleccionaron los organismos que presentaron la
mayor identidad, cobertura y valor E, con respecto a la secuencia consultada. Con
el resultado de la secuenciacion de los genes se seleccion6 un organismo consenso

para cada una de las muestras (Tabla 6-1).
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Tabla 6-1. Identificacion molecular de aislados mediante algoritmo de alineamiento local BLAST.

C.odlgo Gen Identificacién Max Total Cobertura Valor Identidad Accesion Organismo
Aislado Score Score E Consenso
ITS Fusarium 953 953 100% 0,0 100% MH108142.1

graminearum
FGRAM SSUrRNA  Fusanum 1895 1895 100% 0,0 100% KX132126.1 Fusarium
gramlnearum gramlnearum
TEF 1a Fusarium 1238 1238 100% 0,0 100% MG670538.1
graminearum
ITS1 Fusarium 963 963 100% 0,0 100% KC254041.1
proliferatum
FMID  SSU rRNA Fusarium 1912 1912 100% 0,0 100% MF522215.1 Fusarium
proliferatum proliferatum
TEF 1a Fusarium 1240 1240 100% 0,0 100% MG826879.

proliferatum
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6.3. Implementacion de las metodologias analiticas para la determinacion y

cuantificacién de micotoxinas

6.3.1. Condiciones cromatogréficas

Se evaluaron las condiciones cromatograficas descritas en la seccion 5.3.2.1. para
el andlisis de FB1y FB2 asociadas a la produccion de F. proliferatum, y en la seccion
5.3.2.2. para el analisis de TCT-B y ZEA relacionadas a la produccion de F.

graminearum.

6.3.1.1. Fumonisinas B1y B2

En la Figura 6-3 se presenta el cromatograma obtenido, en el cual se observa una
separacion adecuada de FB1y FB2, con un pico cromatografico bien definido, sin
presencia de interferentes ni picos aledafios que pudieran afectar la lectura y con
un tiempo de retencién (tr) de 4,51 minutos para FB1 y 9,53 minutos para FBo.
Ademas, se evidencia que no hay interferencias entre la matriz y una sobrecarga de
arroz con FBa1. Por lo tanto, para la utilizacion del método analitico se emplearon las

condiciones descritas en la seccién 5.3.2.1.
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Figura 6-3. Cromatograma de (a) estandar de FB1 (250 ug L1), (b) FB2 (200 pg L?),
(c) arroz sobrecargado con FB1 (25 ug kg?) y (d) arroz blanco derivatizados con

OPA.

6.3.1.2. Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

Se evaluaron las condiciones empleadas por Foerster et. al (Foerster et al., 2021)
en la matriz de arroz, utilizando las indicadas en la Tabla 6-2. Los resultados en el
modo de barrido completo mostraron una buena respuesta con baja interferencia y
ruido quimico para todos los analitos. Para cada micotoxina se seleccioné la
transicion de masa con la mayor abundancia. NIV present6 una masa carga (m/z)
de 371 > 281, DON una m/z de 297 > 249, 3-ADON y 15-ADON una m/z de 397 >
337, ZEA una m/z de 317 > 175 y una m/z de 255 > 167 para a-OTA. Se utilizd

como estandar interno de a-OTA para compensar el efecto de la matriz
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Tabla 6-2. Parametros de deteccién de las micotoxinas en estudio.

. Peso . Energia Energia lon lon
Mi . Formula Polaridad . L
icotoxina uimica molecular ES| interfase colision precursor cuantitativo
9 (g mol?) (kv) V) (m/z) (m/z)
NIV Ci1sH2007 312,3 ) -3,5 12 371 281
DON C15H200s 296,3 (+) 2,5 -12 297 249
3-ADON C17H2207 338,3 ) -3,5 4 397 337
15-ADON C17H2207 338,3 ) -3,5 4 397 337
ZEA C18H220s 318,3 ) -3,5 20 317 175
a-OTA C11H1005Cl 256,6 ) -3,5 20 255 167
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Todas las micotoxinas consiguieron picos bien definidos con un tr de 3,0; 6,2; 8,6;

8,6; 11,9 y 12,2 minutos para NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON, ZEA y a-OTA,

respectivamente. En la Figura 6-4 se presentan los espectros en modo SCAN y los

cromatogramas obtenidos de los estandares de las micotoxinas en estudio en modo

MRM.
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ZEA
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Figura 6-4. UPLC-ESI-MS/MS (a) Espectros en modo SCAN, (b) Cromatogramas
en modo MRM: estandar de NIV 350 pg L; estdndar de DON 350 g L%, estandar
de 3-ADON 350 pg L1, estandar de 15-ADON 350 g L1, estandar de ZEA 1000 ug
L1, y estandar de a-OTA 1000 pg L.

71




6.3.2. Determinacion de pardmetros analiticos
6.3.2.1. Linealidad

6.3.2.1.1.  Curva de calibracion estandar
6.3.2.1.1.1. Fumonisinas B1y B>

En la Figura 6-5 se observan las curvas de calibracion de FB1 y FB2. En la Tabla
6-3 se presenta la ecuacién de la recta, el coeficiente de correlacion (r) y el

coeficiente de determinacion (r?) de FB1y FBa.
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Figura 6-5. Curva de calibracién de estandar FB1 y FB2. n = 2; 3 dias distintos.
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Tabla 6-3. Linealidad de FB1y FB2 en estandar.

Coeficiente de Coeficiente de
Micotoxina Ecuacion de larecta correlacién determinacién
(r) (r9)
FB12 y = 28511x - 461825 0,9995 0,9991
FB2P y = 9140,5x + 123046 0,9997 0,9995

2 Rango lineal: 250 a 20000 ng L™, equivalentes a 25 a 2000 ug kg? en matriz.
b Rango lineal: 200 a 5000 ng L, equivalentes a 20 a 500 ug kg en matriz.

Los resultados obtenidos tanto para FB1 y FB2 demuestran que existe una relacion
lineal entre las variables en el rango ensayado, presentando un coeficiente de

determinacion (r?) superior a 0,99.

6.3.2.1.1.2. Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

En la Figura 6-6 se observan las curvas de calibracion para 3-ADON, 15-ADON y
ZEA 'y en la Figura 6-7 las curvas de calibracion de DON y NIV. En la Tabla 6-4 se
presenta la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de

determinacion (r?) de los TCT-B y ZEA.
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Figura 6-6. Curva de calibracion de estandar 3-ADON, 15-ADON y ZEA. n=2; 3 dias

distintos.
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Figura 6-7. Curva de calibracion de estandar NIV y DON. n=2; 3 dias distintos.
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Tabla 6-4. Linealidad de TCT-B y ZEA en estandar.

Coeficiente de Coeficiente de
Micotoxina Ecuacion de larecta correlacién determinacién
(r) (r9)

DON?2 y = 0,0250x + 0,0044 0,9975 0,9950
NIVP y = 0,0215x - 0,0005 0,9997 0,9995
3-ADONc¢ y =0,2210x + 0,1111 0,9996 0,9992
15-ADON°¢ y=0,2217x + 0,1166 0,9997 0,9995
ZEAC y =0,3251x + 0,4593 0,9965 0,9931

2 Rango lineal: 100 - 1000 ng L%, equivalentes a 100 - 1000 pg kg en matriz.
b Rango lineal: 500 - 1000 ng L, equivalentes a 500 - 1000 pg kg en matriz.
¢ Rango lineal: 10 - 1000 ng L%, equivalentes a 10 - 1000 pg kg en matriz.

Las ecuaciones de la recta de todas las micotoxinas presentan un r> mayor a 0,99

demostrando que existe una relacion lineal entre las variables en el rango ensayado.

6.3.2.1.2. Curva de calibracion en matriz
6.3.2.1.2.1. Fumonisina B1

En la Figura 6-8 se observa la curva de calibracién en matriz y en la Tabla 6-5 se
presenta la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de

determinacion (r?) de FBu.
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Figura 6-8. Curva de calibracién en matriz FB1. n = 2; 3 dias distintos.
Tabla 6-5. Linealidad de FB1 en matriz.
Coeficiente de Coeficiente de
Micotoxina Ecuacion de larecta correlaciéon determinacion
(r) (r9)
FB12 y = 28703x - 295265 0,9997 0,9994

2 Rango lineal: 25 - 2000 g kg™.
La ecuacion de la recta de FB1 presenta un r2 mayor a 0,99 demostrando que existe
una relacion lineal entre las variables en el rango ensayado.

Posteriormente, se procedié a comparar la pendiente de la curva de calibracién de
estandar con la curva de calibracion en matriz mediante un test de Fisher (a = 0,05).

La comparacion muestra que las pendientes de ambas curvas no tienen diferencias
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significativas (p = 0,6565), como se puede observar graficamente en la Figura 6-9.
Este resultado demuestra que no hay un efecto matriz para FB1, sin embargo, se
decidi6 utilizar la curva de calibracion en matriz para su cuantificacion en arroz,
debido a que permite minimizar posibles efectos de la linea base, en los resultados
obtenidos. La validacion del método analitico solo contemplaba el analisis de FB1,
sin embargo, se encontro la presencia de FB2 en las muestras contaminadas con F.
proliferatum, por lo cual se incluy6 cuantitativamente su evaluacion, mediante curva

de calibracién en estandar.
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Figura 6-9. Comparacion curva de calibracion en estandar y matriz para FB.
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6.3.2.1.2.2. Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

En la Figura 6-10 se observa la curva de calibracion en matriz para los TCT-B y
ZEA. En la Tabla 6-6 se presenta la ecuacion de la recta, el coeficiente de

correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?) de estas micotoxinas.
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Figura 6-10. Curva de calibracion en matriz TCT-B y ZEA. n=2; 3 dias distintos.
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Tabla 6-6. Linealidad de TCT-B y ZEA en matriz.

Coeficiente de Coeficiente de
Micotoxina Ecuacién de larecta correlacién determinacioén
(r) (rd)

DON2 y =0,0011x - 0,0074 0,9953 0,9906
NIVb y = 0,0015x - 0,0316 0,9993 0,9987
3-ADON¢ y = 0,0139x - 0,0959 0,9978 0,9956
15-ADON¢  y =0,0137x - 0,0792 0,9978 0,9957
ZEAC y =0,0197x + 0,2775 0,9976 0,9952

@ Rango lineal: 100 - 1000 ug kg*
b Rango lineal: 500 - 1000 pg kg*
¢ Rango lineal: 10 - 1000 pg kg*

Los resultados obtenidos muestran que hay una relacion lineal entre las variables

en el rango ensayado (r? > 0,99) para todas las micotoxinas.

Posteriormente, se procedié a comparar la pendiente de la curva de calibracién de
estandar con la curva de calibracién en matriz mediante un test de Fisher (a = 0,05)
para cada una de las micotoxinas. La comparaciéon muestra que ambas pendientes
son significativamente diferentes, con un valor p = 0,0061 para DON, y un p <
0,00001 para NIV, 3-ADON, 15-ADON y ZEA, observandose graficamente en las
Figuras 6-11 a la 6-15. Este resultado demuestra que hay efecto matriz, por lo tanto,
se debe utilizar la curva de calibracién en matriz para la cuantificacion de todas las

micotoxinas en arroz.
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Figura 6-11. Comparacion curva de calibracion en estandar y matriz para NIV.
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Figura 6-12. Comparacion curva de calibracion en estandar y matriz para DON.
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Figura 6-13. Comparacion curva de calibracion en estandar y matriz para 3-ADON.
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Figura 6-14. Comparacion curva de calibracion en estandar y matriz para 15-ADON.
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Figura 6-15. Comparacion curva de calibracion en estandar y matriz para ZEA.

6.3.2.2. Limite de deteccion y limite de cuantificacion
6.3.2.2.1. Fumonisinas B1y B2

Estos parametros se evaluaron en matriz para FB1y en estandar para FB2 utilizando
el método de sefial/ruido, obteniéndose un LOD de 7,6 ug kg para FB1 y de 61,0
ug L (equivalentes a 6,1 ug kg? en arroz) para FB2; y un LOQ de 25,0 ug kg?ty
200,0 ug L (equivalentes a 20,0 ug kg en arroz) para FB1 y FB2 respectivamente,

como se sefiala en la Tabla 6-7.
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Tabla 6-7. LOQ de FB1y FB2 en arroz.

FB1 FB2
Concentracién (ug kg™) 25,0 20,0
Area (EV) 664569,7 1697262,4
SD 11628,4 57706,9
CV % 1,8 3.4

=5

6.3.2.2.2.  Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

Estos pardmetros se evaluaron en matriz para todas las micotoxinas utilizando el
método de sefial/ruido, obteniéndose un LOQ entre 10,0 ug kgt y 100,0 ug kg*

como se sefala en la Tabla 6-8.

Para verificar experimentalmente si el LOQ tiene correspondencia con la capacidad
real del método, se sobrecargd en quintuplicado un blanco de arroz a la
concentracion de 10 pg kgt para 3-ADON, 15-ADON y ZEA, 50 ug kg para NIV y
100 pg kg en DON, todos los valores correspondieron a 10 veces la sefial del ruido,

demostrando que el LOQ obtenido es el adecuado.
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Tabla 6-8. LOQ de TCT-B y ZEA en arroz.

NIV DON 3-ADON 15-ADON ZEA
Concentraciéon (ug kg?t) 50,0 100,0 10,0 10,0 10,0
Area (Intensidad) 673,4 1305,3 1776,2 1758,1 2746,6
SD 26,2 28,9 58,2 49,5 86,9
CV % 3,9 2,2 3,3 2,8 3,3
=5
6.3.2.3. Precision

6.3.2.3.1. Fumonisina B1

Se midié repetibilidad y precision intermedia del método analitico en arroz segun lo
descrito en 5.3.3.3. Los resultados obtenidos para FBi1 se presentan en la
Tabla 6-9 y en la Tabla 6-10 para el estudio de repetibilidad (n = 6) y precision

intermedia (n = 3; 3 dias), respectivamente.

Tabla 6-9. Repetibilidad de FB1 en arroz sobrecargado (n = 6).

Sobrecarga Promedio

Micotoxina CV % CVhr %
(Mg kg?)  (Mgkg?) ’ e
B 250 21,3 1,8 13,9
! 50,0 40,3 4,2 12,6
n==6
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Los valores obtenidos del CV % de la metodologia analitica en arroz fueron
comparados con el CVnr %, siendo el CV % < CVin % en ambos niveles de
sobrecargas. Por lo tanto, el método analitico es preciso bajo condiciones de

repetibilidad para las sobrecargas de 25,0 y 50,0 ug kg™.

Tabla 6-10. Precision intermedia de FB1 en arroz sobrecargado (n = 3; 3 dias).

Sobrecarga Promedio

Micotoxina CV % CVhri %
(Mgkg’)  (ngkg?) i e
B 250 21,2 23 18,6
! 50,0 40,4 4.4 16,7
n = 3; 3 dias

Los valores obtenidos del CV % del método analitico en arroz fueron comparados
con el CVhri %, siendo el CV % < CVnr % en ambos niveles de sobrecargas. Por lo
tanto, la metodologia analitica es precisa bajo condiciones de precision intermedia

para las sobrecargas de 25,0y 50,0 ug kg.

6.3.2.3.2.  Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

Se midié repetibilidad y precision intermedia del método analitico en arroz segun lo
descrito en 5.3.3.3. Los resultados obtenidos para TCT-B y ZEA se presentan en la
Tabla 6-11 y en la Tabla 6-12 para el estudio de repetibilidad (n = 6) y precision

intermedia (n = 4; 3 dias), respectivamente.
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Tabla 6-11. Repetibilidad de TCT-B y ZEA en arroz sobrecargado (n = 6).

Sobrecarga Promedio

Micotoxina CV% CVhr %

(Mg kg™?) (ng kg™?)
NIV 250,0 180,5 8,3 9,9
DON 250,0 215,1 7.3 9,9
3-ADON 250,0 227.5 4,8 9,9
15-ADON 250,0 230,2 4,2 9,9
ZEA 250,0 216,9 8,0 9,9
n==6

Los valores obtenidos del CV % de la metodologia analitica en arroz fueron
comparados con el CVhr %, siendo en todas las micotoxinas el CV % < CVnr %. Por
lo tanto, el método analitico es preciso bajo condiciones de repetibilidad para la

sobrecarga de 250 pg kg.

Tabla 6-12. Precision intermedia de TCT-B y ZEA en arroz sobrecargado (n = 4; 3

dias).

Sobrecarga Promedio

Micotoxina CV % CVhri %

(Mg kg™) (Mg kg™)
NIV 250,0 180,5 8,4 13,1
DON 250,0 215,3 6,5 13,1
3-ADON 250,0 2296 4,38 13,1
15-ADON 250,0 230,1 4,6 13,1
ZEA 250,0 218.8 7.4 13,1
n =4; 3 dias
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Los valores obtenidos del CV % del método analitico en arroz fueron comparados
con el CVhri %, siendo el CV % < CVnri % para todas las micotoxinas en el nivel de
sobrecarga estudiado. Por lo tanto, la metodologia analitica es precisa bajo

condiciones de precision intermedia para las sobrecargas en arroz de 250 ug kg.

6.3.2.4. Exactitud
6.3.2.4.1. Fumonisina B1

Se evalud la exactitud mediante el porcentaje de recuperacion (% R) del proceso
extractivo a dos niveles de concentracion. Los resultados obtenidos se muestran en

la Tabla 6-13.

Tabla 6-13. Recuperacion de FB1 en arroz sobrecargado (n = 3; 3 dias).

Sobrecarga Recuperacién

Micotoxina SD CV %
(g kg™) (%) °
B 25.0 84.6 1,0 1,2
! 50,0 80,8 0,3 0,4
n = 3; 3 dias

Los % de recuperacion obtenidos del método extractivo se compararon con los
criterios empleados por el Codex Alimentarius (80 a 110%) y el Reglamento de la
Unién Europea (70 a 110%), los cuales estan dentro del rango de aceptaciéon. Los
valores coinciden con los obtenidos en literatura, por ejemplo, la AOAC reporta una
recuperacion para FB1 en maiz entre 81,1% y 84,2% (AOAC, 2005) y Coronel et.

al, valores mayores a 80% en maiz (Coronel et al., 2016).
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6.3.2.4.2.  Tricotecenos de tipo B y Zearalenona

Se evalud la exactitud mediante el porcentaje de recuperacion (% R) del proceso
extractivo de una sobrecarga de 250 ug kg en arroz. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 6-14.

Tabla 6-14. Recuperacion de TCT-B y ZEA en arroz sobrecargado (n = 4; 3 dias).

Sobrecarga Recuperacién

Micotoxina SD CV %
(ug kg?) (%) ’
NIV 250,0 72,0 7,7 8,1
DON 250,0 86,1 57 6,1
3-ADON 250,0 91,9 3,3 4.0
15-ADON 250,0 92,2 3,9 4.3
ZEA 250,0 87,5 5,6 6,9
(n = 4, 3 dias)

Los % de recuperacion obtenidos del método extractivo se compararon con los
criterios empleados por el Codex Alimentarius (80 a 110%) para todas las
micotoxinas y por el Reglamento de la Unién Europea (60 a 120%) para DON y ZEA.
Las micotoxinas DON, 3-ADON, 15-ADON y ZEA cumplen con los rangos de
aceptacion establecidos. En cambio, NIV presenta un %R inferior a lo sefialado por
el Codex Alimentarius. Estos valores de NIV coinciden con los obtenidos en
literatura con la columna SPE Bond Elut Mycotoxin para trigo, por ejemplo, Klotzel

et. al. reportaron una recuperacion del 67% (Klotzel et al., 2006), Schothorst & Jekel,
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un %R del 79% (Schothorst & Jekel, 2003) y Biselli & Hummert, una recuperacion
del 65% (Biselli & Hummert, 2007). Por lo tanto, el método extractivo no es exacto
para la determinacion de NIV, no obstante, debido a la similitud estructural
sesquiterpenoides de los TCT-B, podria aceptarse el %R de NIV, en base al criterio

establecido por el Reglamento de la Union Europea.

6.4. Determinacion de la capacidad micotoxigénica, in vitro, de la(s) especie(s)

aislada(s)

6.4.1. Produccion de micotoxinas in vitro

Para determinar la produccion de micotoxinas de los diferentes aislados con las
condiciones descritas en la seccion 5.4.1, se analizaron las muestras de arroz
contaminadas con las cepas “FMID” y “FGRAM” correspondiente a F. proliferatum

y F. graminearum, respectivamente.

6.4.1.1. Aislamiento de F. proliferatum

En las Tabla 6-15 y Tabla 6-16 se presentan los resultados obtenidos para el

aislamiento “FMID”.
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Tabla 6-15. Produccion de FB1 por Fusarium proliferatum cepa FMID en arroz.

Concentraciéon FB1 (ug kg™?)

15°C 25°C 30°C
Réplicas
40mL 80mL 40mL 80mL 40mL 80mL
1 869,7 1123 5729 189,8 138,7 98,2
2 586,8 6149 709,3 1472 1244 78,6
3 1377,9 451,2 1993,5 55,8 136,1 71,8
4 1339,6 368,12 8879 149,12 2716 111,7

Promedio 1042,7 386,6 1040,9 1355 167,7 90,1

SD 383,4 209,7 6481 56,6 69,5 18,3

CV % 36,8 54,2 62,3 41,8 41,5 20,3

Tabla 6-16. Produccion de FB2 por Fusarium proliferatum cepa FMID en arroz.

Concentraciéon FB2 (ug kg™?)

15°C 25°C 30°C
Réplicas
40mL 80mL 40mL 80mL 40mL 80mL
1 493.6 497 3111 154.0 75,9 36,5
2 3186 3421 466,9 146,0 59,5 13,6
3 753,3 390,6 950,0 54,0 81,3 12,0
4 9146 177,0 665,5 83,0 182,8 64,3

Promedio 620,0 2399 5984 109,3 99,9 31,6




SD 2654 156,3 275,7 48,6 56,1 24,5

CV % 42,8 65,2 46,1 44,5 56,1 77,5

Segun los resultados obtenidos en la Tabla 6-15 y la Tabla 6-16, se aprecia que F.
proliferarum cepa FMID, es capaz de producir las micotoxinas FBi1 y FB2,
caracteristico de esta especie de Fusarium (Cendoya et al., 2018; Coronel et al.,
2016; Damiani et al., 2019; Smith et al., 2017). La dispersion de los resultados se
debe a que los discos tomados de la colonia para la inoculacién no presentan la

misma cantidad de conidias.

6.4.1.2. Aislamiento de F. graminearum

En las Tabla 6-17, Tabla 6-18, Tabla 6-19 y Tabla 6-20, se presentan los resultados

obtenidos para el aislamiento “FGRAM”.

Tabla 6-17. Produccion de DON por F. graminearum cepa FGRAM en arroz.

Concentraciéon DON (pg kg™)

15°C 25°C 30°C
Réplicas
40mL 80mL 40mL 80mL 40mL 80mL
1 1219,4 339,7 1922,1 497,3 3401,1 2410,9
2 750,5 314,1 2917,9 1040,9 54124 21074
3 1004,0 596,0 2061,2 706,1 3053,2 1312,8
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4 496,0 1059 2749,1 1710,6 3561,1 2743,7

Promedio 8675 3389 24126 988,7 3856,9 2146,2

SD 313,1 200,8 494,22 530,8 1058,9 6134

CV % 36,1 59,3 20,5 53,7 27,4 28,6

Tabla 6-18. Produccion de 3-ADON por F. graminearum cepa FGRAM en arroz.

Concentracion 3-ADON (ug kg™?)

15°C 25°C 30°C
Réplicas
40mL 80mL 40mL 80mL 40mL 80mL
1 102,3 94,6 1416 136,7 100,1 122,1
2 105,1 104,9 145,7 208,4 110,2 150,7
3 78,4 136,4 1566 114,3 108,6 188,9
4 33,3 110,4 134,7 280,7 148,8 159,7

Promedio 79,8 1116 1446 1850 116,99 155,33

SD 33,2 17,8 9,2 75,4 21,7 27,5

CV % 41,7 15,9 6,3 40,7 18,6 17,7
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Tabla 6-19. Produccion de 15-ADON por F. graminearum cepa FGRAM en arroz.

Concentracién 15-ADON (ug kg™)

15°C 25°C 30°C
Réplicas
40mL 80mL 40mL 80mL 40mL 80mL
1 100,3 113,7 138,1 136,5 98,2 121,3
2 101,3 96,1 148,2 210,6 97,6 155,6
3 77,0 1019 2030 113,2 1136 1823
4 34,1 76,6 138,8 288,9 1149 1544

Promedio 78,2 97,1 157,0 187,3 106,0 1534

SD 31,5 15,5 31,0 79,5 9,4 25,0

CV % 40,3 15,9 19,8 42,4 8,9 16,3

Tabla 6-20. Produccion de ZEA por F. graminearum cepa FGRAM en arroz.

Concentracion ZEA (ug kg™)

15°C 25°C 30°C
Réplicas
40mL 80mL 40mL 80mL 40mL 80mL
1 7.4 3,3 225 4.4 6,6 7,2
2 55 3,6 27,9 25,8 4.2 6,1
3 5,4 4.3 21,2 3,8 4.3 nd

4 4,7 Nd 34,7 29,6 10,5 10,4




Promedio 5,8 3,7 26,6 15,9 6,4 7,9

SD 1,2 0,5 6,2 13,7 3,0 2,3

CV % 20,0 13,0 23,2 86,2 46,1 28,9

En los resultados obtenidos en las Tabla 6-17 a la Tabla 6-20, se observa que la
cepa FGRAM, caracterizado como F. graminearum, es capaz de producir las
micotoxinas DON, 3-ADON, 15-ADON y ZEA. Ademas, se detect6 NIV bajo el
limite de cuantificacién, confirmando su identidad por UHPLC-ESI-MS/MS. La
produccién simultdnea de DON, 3-ADON, 15-ADON y NIV es caracteristico de esta
especie de Fusarium (Belizan et al., 2019; Ferreira Geraldo et al., 2006; Garcia et
al., 2012; Winter et al., 2019), siendo un hallazgo frecuente al utilizar un medio de
cultivo sélido (arroz, trigo) para evaluar su capacidad micotoxigénica (Castafiares et
al., 2014; Ramirez Albuquerque et al., 2021). El aislamiento de F. graminearum,
cepa FGRAM, no puede ser clasificado en el quimiotipo 3-ADON o 15-ADON, ya
gue se aprecia que la cantidad producida de los derivados acetilados es similar, sin
embargo, no corresponde al quimiotipo NIV, pues la produccién in vitro de esta
micotoxina, solo pudo ser detectada a bajas concentraciones. En relacion con la
dispersion de los resultados se debe a que los discos tomados desde la colonia para

la inoculacion no presentan la misma cantidad de conidias.
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6.5. Evaluacion del efecto de la humedad del grano y temperatura en la

produccién de micotoxinas

6.5.1. Determinaciéon de humedad

Se determind el contenido de humedad del arroz estéril adicionando 40 mL y 80 mL
de agua destilada. En las Tabla 6-21 y Tabla 6-22, se observan los resultados

obtenidos para el control de humedad.

Tabla 6-21. Control de humedad en arroz estéril adicionando 40 mL de agua

destilada (n = 3).

Muestra Hur(r;/i)dad
1 68,7
2 69,7
3 70,0
Promedio 69,5
SD 1,4
CV % 2,0
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Tabla 6-22. Control de humedad en arroz estéril adicionando 80 mL de agua

destilada (n = 3).

Muestra Hur?(yeoglad
1 51,1
2 46,9
3 53,7
Promedio 50,6
SD 6,0
CV % 3,0

Los valores obtenidos en las Tabla 6-21 y 6-22 permite conocer el % de humedad
presente en el arroz estéril y ver numéricamente como esta variable influye en la

produccién de micotoxinas en las especies de Fusarium caracterizadas.

6.5.2. Disefio de experimentos

Se realizé un DoE tipo factorial completo mixto para evaluar el impacto de las
variables temperatura y humedad en la produccion de micotoxinas. Para esto se
utilizaron los resultados obtenidos de los aislamientos “FMID” y “FGRAM” en la

seccion 6.4.1.1. y 6.4.1.2, respectivamente.
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Posteriormente, para modelar la relacion existente entre las variables estudiadas y
las respuestas medidas, se generé un modelo de interaccién utilizando regresion

por cuadrados parciales minimos (PLS).

PLS encuentra la relacion entre una matriz “Y” (variables de respuesta) y una matriz

“X” (variables predictoras o factoriales) expresada como:
Y=XB+E Ecuacion 6-1

La matriz “Y” se refiere a las caracteristicas de interés (respuestas). La matriz “X”
se refiere a las variables predictoras y a sus cuadrados y/o términos cruzados si

estos se han agregado al modelo.

Al ajustar el modelo de regresion, la herramienta de diagnéstico mas importante
consiste en los dos pardmetros complementarios R? y Q2. El parametro R? se
denomina bondad de ajuste y es una medida de qué tan bien se puede hacer que
el modelo de regresion se ajuste a los datos experimentales. R? varia entre 0 y 1,
donde 1 indica un modelo perfecto y 0 que no se ajusta a ningin modelo. Por tanto,
cuanto mayor sea el valor de R?, mayor es el ajuste del modelo con las mediciones
reales de las respuestas. La principal desventaja de R? es que se puede acercar
arbitrariamente a 1. Por lo tanto, R? por si solo no es un indicador suficiente para

probar la validez de un modelo.

El pardmetro Q? proporciona una indicaciéon mucho mejor de la validez de un modelo
de regresion. Este parametro se denomina bondad de prediccion y estima el poder

predictivo del modelo. Este es un indicador de rendimiento mas realista y Util, ya
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que refleja el objetivo final del modelado: las predicciones de nuevos experimentos.
Como R?, Q? tiene el limite superior 1, pero su limite inferior es menos infinito. Para
que un modelo pase esta prueba de diagndstico, tanto R? como Q? deben ser altos,
y preferiblemente no separados por mas de 0,2 a 0,3 unidades. Una diferencia
sustancialmente mayor constituye una advertencia de un modelo con bajo poder
predictivo. Otros parametros que permiten complementar la informacion de la
calidad del modelo son de reproducibilidad y los valores de validacion. La
reproducibilidad es una medida del control del error experimental, y cuando este
valor es alto (mayor a 0,5) se tiene un buen control del error experimental. Si el valor
de validacién 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 (Eriksson

et.al., 2000).

6.5.2.1. Aislamiento de F. proliferatum

La validacion estadistica del modelo de interaccion obtenido con los 24
experimentos se realiz6 mediante un test ANOVA con un nivel de confianza del
95%. En la Tabla 6-23 se muestra los parametros del modelo correspondiente a la

produccion in vitro de las micotoxinas FB1 y FBa2.
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Tabla 6-23. Evaluacion estadistica del modelo tras 2 PLS-componentes, ensayo de

produccion in vitro de F. proliferatum cepa FMID.

, Y-respuestas
Parametros del P

modelo Modelo total
FB1 FB2
R? 0,648976 0,605247 0,627112
Q? 0,627005 0,581726 0,604366
Validez del modelo -0,2 - 0,159798

Reproducibilidad 0,779775 0,737857

p de regresién 0,000 0,000

p de lack of fit 0,006 0,010

Los resultados presentados en la Tabla 6-23 muestran que la significancia del
modelo de regresion, para cada una de las respuestas medidas, tiene un valor de p
< 0,000 y una diferencia entre R? y Q2 menor de 0,2 a 0,3 unidades (con valores de
R?> 0,60y de Q2> 0,58) lo que indica que es un modelo satisfactorio y significativo.
La reproducibilidad tiene valores mayores a 0,73, teniendo un buen control del error
experimental. Sin embargo, la validez del modelo tiene un valor negativo y la
comparacioén del error del modelo con el error de réplicas arroja un valor de p < 0,05,
lo que indica que hay falta de ajuste en el modelo.

Un medio eficaz para interpretar el modelo PLS es el grafico de loadings, en el cual

se grafican todas las variables estudiadas con sus interrelaciones y todas las
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respuestas medidas en un solo grafico. En la interpretacion del modelo se considera
la distancia al origen. Cuanto més lejos del origen del gréafico se encuentra una
variable X, mas fuerte es el impacto del modelo que tiene esa variable en particular,
y mientras més cerca del origen del grafico menor es su impacto. También se debe
considerar el signo de la carga PLS, que informa sobre la correlacion entre las
variables. Debido a que PLS da como resultado un solo modelo, es posible revisar
las relaciones entre todos los factores y todas las respuestas al mismo tiempo
(Eriksson et.al., 2000).

En la Figura 6-16 se presenta el grafico de loadings en el cual se grafican las
variables estudiadas y las respuestas, mostrando asi sus interrelaciones. Se
observa que las FB1 y FB2 estdn agrupadas, por lo tanto, hay una similitud en el
impacto de las variables en la produccion de estas. La temperatura (Temp) y la
cantidad de agua (Vol) tienen un gran impacto y como se encuentran en un
cuadrante distinto a las respuestas, estan correlacionadas negativamente, es decir,
a menor temperatura y menor cantidad de agua utilizada mayor produccién de
micotoxinas. El impacto de la interaccion Temp*Vol no es significativa sobre las

respuestas, ya que la interseccion de esta pasa cerca del origen del grafico.
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Figura 6-16. Grafico PLS loadings para las respuestas (a) FB1 y (b) FBz, ensayo de

produccion in vitro de micotoxinas por F. proliferatum cepa FMID.
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Por lo tanto, se establece que la cantidad de agua adicionada al medio de arroz y la
temperatura influyen significativamente en la produccion in vitro de estas
micotoxinas. Estos resultados coinciden con lo reportado en literatura, por ejemplo,
Ryu et. al (1999), establecieron que F. proliferatum parece estar mejor adaptado a
bajas temperaturas y puede producir mayores cantidades de FB1 (Ryu, D et al.,
1999). Marin et al (2004), mostré el efecto de diferentes sustratos (maiz, trigo y
cebada) y niveles de aw (0,93, 0,95 y 0,98) sobre el crecimiento y produccion de FB1
a 25 °C por F. verticillioides y F. proliferatum, en donde demostraron que, aunque
las especies de Fusarium productores de FUMO aislados de los granos de maiz
pueden colonizar la cebada y el trigo mas rapidamente que el maiz, no pudieron
producir FB1 en estos cereales, obteniendo que 25 °C es una temperatura adecuada
para la produccién de FUMO en maiz (Marin et al., 2004). Un estudio mas reciente
realizado por Cendoya et. al (2018), compararon el impacto de la temperatura (15,
25y 30 °C) y de la aw (0,65 a 0,995) en la produccion de FUMO en granos de trigo
irradiados, por tres cepas de F. proliferatum aisladas de granos de trigo, en el cual
encontraron que las mayores cantidades de FUMO producidas por las cepas de F.
proliferatum estudiadas fueron a 15 °C y posteriormente a 25 °C (Cendoya et al.,
2014, 2018). En relacion con la aw no se observo produccion significativa de ninguna
de las toxinas a una aw < 0,92 (equivalentes a 13,9 mL en 100 g de trigo) (Cendoya
et al., 2018).

La influencia de las variables temperatura y de aw (esta ultima estudiada en funcion
de la cantidad de agua) en la produccion de FUMO, estan ademas condicionadas

por la expresion de los genes FUM biosintéticos. Medina et. al (2013), concluyeron
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que la temperatura y la aw tienen un efecto profundo tanto en la expresion génica
como en el crecimiento y la produccién fenotipica de los metabolitos secundarios
toxicos en F. proliferatum (Medina et al., 2013). Cendoya et. al (2017), analizaron la
expresion relativa de FUM19 y FUMS8 en un trigo de tres cepas de F. proliferatum y
descubrié que para la expresiéon de ambos genes a 25 °C se correlacion6 con la

produccion de FUMO (Cendoya et al., 2017).

6.5.2.2. Aislamiento de F. graminearum

La validacion estadistica del modelo de interaccion obtenido del DoE con 24
experimentos se realiz6 mediante un test ANOVA con un nivel de confianza del
95%. En la Tabla 6-24 se muestra los parametros del modelo correspondiente a la
produccién in vitro de las micotoxinas DON, 3-ADON, 15-ADON y ZEA. NIV no fue

detectado.

Tabla 6-24. Evaluacién estadistica del modelo tras 2 PLS-componentes, ensayo de

produccion in vitro de F. graminearum cepa FGRAM.

3 Y-respuestas
Parametros del P Modelo

modelo DON  3-ADON 15-ADON  ZEA total

R2 0,820 0,347 0,291 0,179 0,409
Q2 0,687 0,199 0,137 0,033 0,264
Validez del modelo 0,916314 0,499056 0,123323 -0,2
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Reproducibilidad 0,785906 0,389114 0,441367 0,486647

p de regresién 0,000 0,011 0,027 0,126

p de lack of fit 0,716 0,124 0,030 0,004

En los resultados presentados en la Tabla 6-24 se aprecia que la significancia del
modelo de regresion para las respuestas de DON, 3-ADON y 15-ADON tiene
valores de p < 0,027, y una diferencia entre R> y Q2 menor a 0,2 - 0,3 (con valores
para DON de R?=0,82y de Q? = 0,69) lo que indica que es un modelo satisfactorio
y significativo. La reproducibilidad tiene un valor > 0,5 en DON, teniendo un buen
control del error experimental. Se muestra un buen ajuste de los datos del modelo
para DON y 3-ADON, ya que la comparacion del error del modelo con el error de
réplicas arroja valores de p > 0,05 y una validez del modelo con valores > 0,25. En
el caso de la respuesta de ZEA, se aprecia que no hay un buen control del error
experimental, con una reproducibilidad < 0,5 y una falta de ajuste en el modelo de
regresion, con un valor para la comparacién del error del modelo con el error
experimental de p = 0,004 y una validez del modelo de -0,2. Por lo tanto, el modelo
es apropiado para obtener informacion de cuéles son las variables que tienen mayor
influencia en la produccién in vitro de las micotoxinas DON, 3-ADON y 15-ADON y
determinar si existen interacciones significativas entre las variables.

En el grafico de loadings (Figura 6-17) se aprecia que DON y ZEA estan muy
cercanas entre si, por lo que se comportan de igual manera, ambas variables tienen

un gran impacto en la produccion de estas. La temperatura se encuentre en el
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mismo cuadrante, estando correlacionada positivamente, es decir, a mayor

temperatura mayor es la produccion de estas micotoxinas, contrario a la cantidad

de agua que esta en un cuadrante distinto a las respuestas, correlaciondndose

negativamente, en donde, a menor cantidad de agua, mayor es la produccion de

DON y ZEA. La produccion de 3-ADON y 15-ADON se ve afectada directamente

proporcional por las dos variables, ya que ambas micotoxinas estan agrupadas y su

ubicacion en el mismo cuadrante a las respuestas sefiala que al aumentar la

cantidad de agua o la temperatura aumenta la produccién de estas micotoxinas. El

impacto de la interaccion Temp*Vol no es significativa sobre las respuestas, ya que

la interseccion de esta pasa cerca del origen del grafico.
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Figura 6-17. Grafico de loadings del primer y segundo PLS-componente con
proyecciones para las respuestas (a) DON (b) 3-ADON (c) 15-ADON (d) ZEA;

produccion in vitro de micotoxinas del aislado de F. graminearum cepa FGRAM.

Por lo tanto, se establece que la cantidad de agua adicionada al medio de arroz y la
temperatura influyen significativamente en la produccion de las micotoxinas in vitro.
Los resultados presentan coincidencias con lo reportado en literatura, por ejemplo,
Belizan et al., (2019), analizaron el efecto de la temperatura y actividad de agua en
la produccion de DON en F. graminearum, en donde los niveles mas altos de esta
micotoxina se situaron a 30 °C y a una aw entre 0,995 (equivalente a 40,7 mL de
agua en 100 g de trigo, segun Cendoya et al., (2018)) y 0,997 (Belizan et al., 2019).

Ramirez et al., (2021), mostraron que F. graminearum presentd un patron similar de
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produccion para DON, 3-ADON y 15-ADON en relacién con la temperatura, en
donde para todas ellas las altas temperaturas (25 y 30 °C) favorecieron la
produccién de estas micotoxinas. Sin embargo, también hay estudios que presentan
diferencias con los resultados obtenidos, por ejemplo, Caro et al., (2015), determiné
que el aislamiento de F. graminearum, FUS 2013-7, proveniente desde trigo
nacional, produjo mayores concentraciones de DON a una mayor cantidad de agua.
Ademas, la interaccion entre las variables temperatura y cantidad de agua provoco
el mayor impacto en la produccion de 3-ADON, 15-ADON y DON (Caro et al., 2015).
Garcia et al., (2012), observaron que F. graminearum consiguié los niveles maximos
de DON y ZEA después de 15 dias de incubacion y a una temperatura de 15 °C
(Garcia et al., 2012). Las diferencias en los resultados pudiesen deberse a que
existen otros pardmetros que inciden en la produccion de las micotoxinas como: la
luminosidad, el tiempo de incubacién, ciclos de temperatura, pH, entre otros (Arata

et al., 2021). Por lo tanto, seria interesante incluirlos en nuevos estudios.

Con relaciéon a la ZEA, los datos publicados en literatura son muy diversos, varios
autores han obtenido que la produccién de ZEA es menor a bajas temperaturas y
humedad (Martins & Martins, 2002; Milano & Lopez, 1991; Ryu & Bullerman, 1999)
y, por el contrario, también se han encontrado que las condiciones Optimas de
produccion de ZEA fueron a temperaturas y humedades altas (Bresler et al., 1998;
Greenhalgh et al., 1983). Sin embargo, estudios mas recientes han coincidido con
los resultados obtenidos, Lahouar et. al (2017), analizaron el efecto de la

temperatura (15 a 35 °C) en la produccion de ZEA por F. graminearum en trigo, en
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donde informaron que la mayor produccion de esta micotoxina se observd a 25y 30
°C y la menor produccion en las temperaturas marginales (15 y 35 °C). Por lo tanto,
es dificil obtener conclusiones generales sobre el ajuste del modelo para controlar
las condiciones de temperatura y humedad del grano en produccion in vitro de ZEA

en diferentes cepas de Fusarium.
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7. CONCLUSIONES

Se logré aislar y caracterizar molecularmente dos especies de Fusarium
provenientes de cereales nacionales (maiz y trigo) provenientes de la Region de
Nuble, las cuales fueron identificadas como Fusarium proliferatum y Fusarium

graminearum.

Se implementaron metodologias analiticas por HPLC-FD para la determinacion y
cuantificacion de FB1 y FB2, y un método de analisis por HPLC-ESI-MS/MS para

cuantificar las micotoxinas NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON y ZEA.

Se determind la capacidad micotoxigénica de Fusarium proliferatum y Fusarium
graminearum, mediante estudios realizados in vitro en un medio de cultivo sélido
(arroz), bajo las condiciones de humedad del grano (adicionando 40 y 80 mL de

agua) y de temperatura (15, 25y 30 °C).

Se evaluaron los efectos de la humedad del grano y la temperatura en la produccion
in vitro de las micotoxinas, en donde la influencia de estas afecto significativamente
y de forma independiente la produccién in vitro de las micotoxinas. La produccion
de las fumonisinas B1 y B2 y de DON aumentaron a mayor temperatura y menor
cantidad de agua, mientras que para 3-ADON y 15-ADON se necesitaron una mayor
temperatura y cantidad de agua. En el caso de la produccién in vitro de ZEA, el

efecto de estas dos variables no fue concluyente.
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8. GLOSARIO

15-ADON: 15-acetildeoxinivalenol

3-ADON: 3-acetildeoxinivalenol

Aa: Area del analito

aw: Actividad de agua

AcAcét: Acido acético

AcEt: Acetato de etilo

ACN: Acetonitrilo

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADN/: Acido desoxirribonucleico ribosémico

AF: Aflatoxinas

Ais: Area estandar interno

ANOVA: Andlisis de varianza

AOAC: Asociacion de comunidades analiticas

ARN: Acido ribonucleico

BLAST: Busqueda de alineacion local basica

BEA: Beauvericina
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CHCIlzs: Cloroformo

CoA: Coenzima A

CTAB: Bromuro de cetil-trimetilamonio

CV: Coeficiente de variacion

dNPT: Desoxinucledtido trifosfato

dSPE: Dispersion en fase sélida

DAS: Diacetoxiscirpenol

DoE: Disefio de experimentos

DON: Deoxinivalenol

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

ECD: Detector de captura de electrones

ENN: Eniantinas

ESI: lonizacion por electrospray

EtOH: Etanol

F: Fusarium

FB: Fumonisina de tipo B

FB1: Fumonisina B1

FB2: Fumonisina B2

112



FB3: Fumonisina B3z

FC: Fumonisina de tipo C

FID: Detector de ionizaciéon de llama

FLD: Detector de fluorescencia

FUMO: Fumonisinas

FUS: Fusaproliferina

FUX: Fusarenon-X

GC: Cromatografia de gases

HzPOa4: Acido fosférico

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion

HPTLC: Cromatografia en capa fina de alta resolucion

HSCH2CH20H: 2-mercaptoetanol

IAC: Columna de inmunoafinidad

IARC: Agencia internacional de investigacion sobre el cancer

ICH: Conferencia internacional de armonizacion

IGS: Espaciador intergénico

ITS: Espaciador transcrito interno

LFD: Dispositivos de flujo lateral
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https://www.merckmillipore.com/CL/es/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_formula_chemical_value%3DHSCH%25E2%2582%2582CH%25E2%2582%2582OH

LOD: Limite de deteccién

LOQ: Limite de cuantificacion

m/z: Relacibn masa carga

MAPKSs: Proteina quinasa activada por mitdgeno

MeOH: Metanol

MON: Moniliformina

MRM: Monitoreo de reaccion multiple

MS: Espectrometria de masas

MgClz: Cloruro de magnesio

NazB40O7 x 10H20: Tetraborato de sodio decahidratado

NaH2PO4 x H20: Fosfato monobdasico hidratado

NaOH: Hidréxido de sodio

NCBI: National Center of Biotechnology Information

nd: No detectado

NeoSol: Neosolaniol

NIV: Nivalenol

OMS: Organizacion mundial de la salud

OPA: o-ftalaldehido
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OTA: Ocratoxina A

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PDA: Agar papa dextrosa

PKS: Policétidos sintasas

PLS: Regresion por minimos cuadrados parciales

Q?: Bondad de prediccién del modelo

QUEChERS: Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe

r: Coeficiente de correlacion

r2: Coeficiente de determinacién

R?: Bondad de ajuste del modelo

S/R: Sefal/Ruido

SAX: Intercambio de aniones fuertes

SD: Desviacion estandar

SPE: Extraccion en fase solida

SPME: Microextraccion en fase soélida

SSU rRNA: Subunidad pequefa del ARN ribosomal
TBE: Tris-borato-EDTA

TCA: Acido tricloroacético
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TCT: Tricotecenos

TCT-A: Tricotecenos de tipo A

TCT-B: Tricotecenos de tipo B

TEF 1-a: Factor de elongacion de traduccién 1-a

tr: Tiempo de retencion

UK: Reino Unido (United Kingdom)

UV: Ultravioleta

ZEA: Zearalenona

ZEB: Zinc finger E-box binding homeobox

o-ZEN: a-zearalenona

B-ZEN: B-zearalenona

A: Longitud de onda
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