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RESUMEN

El cultivo de arroz es de gran importancia a nivel mundial y nacional, por su elevado consumo en
la alimentacién humana. Este cereal es afectado por varias enfermedades, como las causadas
por el género Fusarium spp, que inducen marchitamiento, pudriciones en la raiz, vaneamiento,
manchado y deformacion de los granos, entre otros sintomas; asimismo, producen micotoxinas,
deteriorando la inocuidad del grano. En los ultimos afios en Colombia se han obtenido
aislamientos de Fusarium spp. a partir de plantas de arroz con lesiones, por lo cual esta
investigacion buscd identificar las especies presentes en 54 aislamientos provenientes de
diferentes regiones del pais, por medio de analisis de secuencia de los genes TEF1-ay HIS3, y
huellas gendmicas por IGS-RFLP. Asimismo, establecer la relacion entre las especies fungicas
identificadas con la inhibicion de la germinacion in vitro de plantas de arroz, la expresion de
sintomas en invernadero y la produccion de micotoxinas in vitro detectada por HPLC, para
asociarlas a la presencia de genes implicados en la sintesis de fumonisinas. La identificacion
molecular determind que 31 aislamientos correspondieron a la especie F. proliferatumy 12 a F.
verticillioides, las cuales se incluyen en el complejo Fusarium fujikuroi, consideradas como las
principales especies implicadas en enfermedades en arroz. Estas especies presentaron los
genes asociados a la biosintesis de fumonisinas FUM1 y FUM21 y fueron capaces de producir
in vitro micotoxinas del tipo FB1 y FB2. Las dos especies inhibieron la germinacion de las semillas
in vitro entre el 10 y el 60% y causaron sintomas asociados a la enfermedad Mancha café. Los
resultados evidenciaron la relacién de este género flngico con el cultivo del arroz en Colombia 'y
aportaron un precedente en el pais frente a la patogenia y produccién de toxinas que genera

para asi realizar su seguimiento y control.

Palabras Claves: Fusarium proliferatum, arroz (Oryza sativa), PCR, IGS-RFLP, fumonisinas,

FUM 1Y FUM 21, patogenicidad.



ABSTRACT

Rice cultivation is of great importance both globally and nationally due to its high consumption in
human diets. This cereal is affected by several diseases, including those caused by the genus
Fusarium spp., which induce wilting, root rots, blight, grain staining and deformation, among other
symptoms. Additionally, these fungi produce mycotoxins, compromising the safety of the grain. In
recent years in Colombia, isolates of Fusarium spp. have been obtained from rice plants with
lesions, which prompted this research to identify the species present in 54 isolates from different
regions of the country, using sequence analysis of the TEF1l-a and HIS3 genes, as well as
genomic fingerprinting by IGS-RFLP. The study also aimed to establish the relationship between
the identified fungal species and the inhibition of in vitro germination of rice plants, the expression
of symptoms in greenhouse conditions, and the in vitro production of mycotoxins detected by
HPLC, in order to associate these traits with the presence of genes involved in fumonisin
biosynthesis. Molecular identification determined that 31 isolates corresponded to the species F.
proliferatum and 12 to F. verticillioides, both of which are part of the Fusarium fujikuroi species
complex, recognized as major pathogens of rice. These species carried the fumonisin biosynthetic
genes FUM1 and FUM21, and were capable of producing FB1 and FB2 type mycotoxins in vitro.
Both species inhibited seed germination in vitro by 10 to 60% and caused symptoms associated
with the disease known as brown spot. The results demonstrated the association of this fungal
genus with rice cultivation in Colombia and provided a precedent in the country regarding its

pathogenicity and mycotoxin production, highlighting the need for monitoring and control.

Key Words: Rice crop, Fusarium spp., Grain discoloration, Pathogenicity, Molecular

identification, Mycotoxins.
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1.1. Marco Tebérico

1.1.1. El género Fusarium

Fusarium es un género cosmopolita de hongos ascomicetos filamentosos, pertenecen a la familia
Nectriaceae del orden Hypocreales dentro del phylum Ascomycota; es un género complejo,
heterogéneo y grande que circunscribe diversos taxones con caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas y ecoldgicas variables (Sharma & Marques, 2018; Samiksha & Kumar, 2021) con
base en asociaciones de huéspedes, morfologia y caracterizaciones moleculares, se estima que
estd compuesto por al menos 200 especies reconocidas en 22 complejos de especies (Sharma
& Marques, 2018). Fusarium es reconocido por ocasionar enfermedades como marchitez, tizon,
pudricion y cancros en muchos cultivos horticolas, de campo, ornamentales y forestales tanto en
ecosistemas agricolas como naturales. (Abdel-Azeem et al., 2020). Fusarium como patégeno ha
sido asociado como uno de los mas destructivos a nivel agricola, afectando diferentes cultivos
de importancia econémica como son el tomate, platano, algodén, cereales, entre otros (Sampaio
et al., 2020); La mayoria de las especies de Fusarium son hongos que habitan en el suelo, pero
los conidios de este género se pueden propagar mediante el agua de lluvia y los sistemas de
riego, que cuando se secan se propagan por el aire, lo que los hace ideales para la dispersion
atmosférica y a larga distancia, contribuyendo a su distribucion global (Rampersad, 2020). Este
patdgeno presenta una gran capacidad para sobrevivir en el suelo durante muchas décadas en
ausencia de un huésped, lo que permite que sea ampliamente distribuido en el suelo y que en
un ambiente favorable pueda incurrir en infecciones y enfermedades para los cultivos que se

desarrollen en esta zona.
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1.1.2. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas

El hongo forma colonias pigmentadas y su color varia de blanquecino a rosado, marrén o tonos
lila. Forma conidiéforos que pueden estar ramificados y conidios que se distinguen como
macroconidios y microconidios (Figura 1). Algunas de las especies también pueden contener
clamidosporas que pueden aparecer en posiciones intercalares o terminales y pueden ser

solitarias, en grupos o cadenas. (Abdel-Azeem et al., 2020).

El micelio aéreo puede ser afieltrado, algodonoso, difuso o incluso ausente; esta conformacion
estd intimamente relacionada con el medio de cultivo que se emplee. (Leslie & Summerell, 2006).
Los conidi6foros, cuando estan presentes, suelen ramificarse desde la base, pero en algunas
especies su produccién en cultivo esta restringida. A menudo, se forman pulstulas complejas que
consisten en conidi6foros agregados (esporodoquios); se puede producir una masa viscosa
confluente de esporas con apariencia grasa o grasienta (Abdel-Azeem et al., 2020; Crous et al.,

2021).

De acuerdo con Abdel-Azeem et al (2020), el rasgo caracteristico principal que es comun entre
casi todas las especies de Fusarium es la presencia de conidios en forma de platano (Figura 1),
pero las otras caracteristicas morfoldgicas pueden diferir y, por lo tanto, se utilizan para fines de

clasificacion (Leslie y Summerell, 2008).
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Figura 1. Caracteristicas Microscopicas de Fusarium. Descripcibn de caracteristicas
morfolégicas del género. A. Forma de las macroconidias B. Apéndice Macroconidias C. Base de
macroconidias D. Forma de las Fialides y agrupaciones de microconidias E. Conidiéforo
esporodoquial y células conididgenas. F. Conidiéforo aéreo con mesoconidios. G. Mesoconidios.

H. Formas de las microconidias. Fuente: Crous, P. et al., 2021

1.1.3. Ciclo de vida

Fusarium spp. tienen ciclos de vida tanto sexuales como asexuales y son generalizados (Figura
2); las estructuras miceliales haploides se forman en ambas etapas de desarrollo y el organismo
crece como una colonia haploide de hifas que preceden a la meiosis y la produccion de esporas

haploides producidas sexualmente (ascosporas) (Ma et al., 2013; Dweba et al., 2017).

Las ascosporas se producen en grupos de ocho en un saco (ascus) contenido dentro de una

estructura en forma de matraz (peritecio). Las especies homotalicas son capaces de auto
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fertilizarse, produciendo descendencia clonal de ascosporas (apomixis); las especies de

Fusarium heterotalicas son auto estériles (Ma et al., 2013).

Durante el ciclo de vida asexual, las estructuras miceliales producen tres tipos de esporas
mitéticas, a saber: microconidios producidos a partir de conidiéforos, macroconidios (esporas
septadas) largas en forma de canoa son producidos a partir de esporodoquios y/o conidiéforos
en el micelio aéreo, y las clamidosporas (esporas resistentes de paredes gruesas) que son

producidas sobre y dentro de hifas y macroconidios (Figura 2) (Ma et al., 2013).

Esporulacion asexual Esporulacion Sexual
(Mitotica) (Meidtica)

Peritecio cruzado con
ascos y ascosporas

Fertilizacion por cepa de
apareamiento opuesto

%% Microconidias:
producidas por
micelios conididforos

.. FoOlFs,Fv
/ Macroconidias:
{1

Producidas por Mloello Haplmde <
esporodoquios
Fg, Fol, Fp, Fs,Fv

Fg,Fp,Fs, Fv

Meiosis
Cariogamica 1 Ascospora
|

Cruzamiento: especies Recombinante
heterotalicas y homotalicas

Autofecundacién apomitica:
Ascospora

Clonal

Restringida a especies homotilicas

-

Peritecio auto fecundado
CON ascos y ascosporas

Meiosis
cariogamica

! Clamidosporas:
Producidas en y
dentro de las hifas

2 “

. , y conidios
£.. Fg,Fol Fp,Fs

/*_,,.\ﬂ

Figura 2. Ciclo de vida de Fusarium spp. Descripcion de los diferentes estadios y forma de

reproduccion tanto sexual como asexual, adaptado de Hanan (2020)

1.1.4. Clasificacion taxondmica

El reconocimiento como género de Fusarium fue descrito por primera vez por Link en 1809;
siendo la caracteristica principal, la presencia de las conidias distintivas en forma de platano

(Summerell et al., 2019). Desde su descubrimiento, la taxonomia de Fusarium ha seguido siendo
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un tema de diferencia entre los especialistas. Varios autores han tratado de clasificar el género

con base en distintos criterios (Samiksha & Kumar, 2021).

Wollenweber y Reinking (1935) en su libro “Die Fusarien” clasificaron el género por ciertas
caracteristicas que presentaba el hongo, como los microconidios (presentes o ausentes) y su
forma, presencia o ausencia de clamidosporas, ubicacion de las clamidosporas (ya sea que estén
intercaladas o terminales), forma de los macroconidios y de sus células basales. La jerarquia

incluia 16 secciones, 65 especies, 55 variedades y 22 formas. (Samiksha & Kumar, 2021).

Los siguientes avances importantes en la taxonomia de Fusarium se produjeron en 1982,
Gerlach y Nirenberg quienes publicaron un atlas ilustrado de Fusarium, en el que se identificaron
mas de 90 especies y en 1983, Nelson et al. publicaron una guia de identificacién en la que
reconocieron 41 especies y otras 16 que consideraron subregistradas. Aunque hubo cierto
antagonismo entre los defensores de ambos grupos, en retrospectiva hubo mas similitudes que

diferencias entre las publicaciones (Summerell, 2019).

Antes de 2012, los hongos como Fusarium tenian diferentes nombres para sus estados sexual y
asexual. Con el nuevo Codigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y plantas (CIE),
se establecié que se debia usar un solo nombre cientifico para cada especie, lo que eliminé la
nomenclatura dual para hongos pleomorficos como era el caso de Fusarium (Van Diepeningen
et al., 2014). Aunque habia varios nhombres potenciales para este género, se priorizé el mas
antiguo. Hawksworth sugiri6 criterios para decidir el nombre mas adecuado, como el impacto en
la comunidad cientifica, sin embargo, Geiser y otros recomendaron mantener el nombre
Fusarium, destacando su uso en la literatura cientifica y su popularidad, propuesta que fue
respaldada por varios cientificos que trabajaban activamente en la investigacion del género

Fusarium (Summerell, 2019).
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Actualmente, el género Fusarium se subdivide en complejos filogenéticos basados en métodos
moleculares de identificacibn de especies, ya que mediante metodologias de clasificacion
convencionales basadas en caracteristicas macro y microscépicos del cultivo no podian

diferenciarse (Thomas, 2019).

El género también ha sido a su vez subdividido en complejos de especies, esto hace referencia
a la agrupacion de especies con caracteristicas morfologicas, marcadores filogenéticos y
producciéon de toxinas compartidos, ademas de cierto nivel de especiacion criptica. Estos
complejos de especies incluyen: el complejo de especies Fusarium solani (FSSC), el complejo
de especies Fusarium oxysporum (FOSC), el complejo de especies Fusarium dimerum (FDSC),
el complejo de especies Gibberella fujikuroi (GFSC) y el complejo de especies Fusarium

incarnatum - equiseti (FIESC) (Summerell, 2019).

En general, se usan tres conceptos para definir las especies de Fusarium: la especie morfoldgica,

la de especie biolégica y la de especie filogenética (Choi et al.,2018).

1.1.5. Identificacidon de especies de Fusarium

La identificacion precisa de patégenos a nivel de especie es esencial para el diagnéstico y manejo
de enfermedades, ya que la comprension de la identidad de un patégeno lo relaciona con el
rango de hospedantes, distribucién geografica y potencial de produccion de toxinas (O’Donnell
et al., 2022). La mayoria de los aislamientos de Fusarium no se pueden identificar a nivel de
especie usando solo caracteristicas morfolégicas; el analisis molecular y los estudios
filogenéticos de multiples locus han identificado varios loci informativos que resuelven las
relaciones entre y dentro de las especies de Fusarium (Edel-Hermann, 2015). No obstante, la
morfologia es un componente fundamental de los conceptos genéricos y de especie de los

hongos y no debe pasarse por alto (Crous et al., 2021).
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Los métodos moleculares han ganado mas atencion por ser una forma mas especifica de
identificacion, obteniendo informacion sobre las relaciones genéticas, la taxonomia de la
estructura poblacional y la epidemiologia del hongo (Kumar, 2021). Los métodos moleculares
actuales se basan principalmente en variantes de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
gue involucran cebadores especificos de genes o especies, lo que proporciona un mejor enfoque
gue los métodos tradicionales (Deepa & Sreenivasa, 2019). La PCR multiplex en tiempo real se
ha utilizado para la deteccion simultdnea de multiples especies de Fusarium, pero la deteccion
aln se limita a unas pocas especies (Karlsson et al., 2016). Las principales herramientas y
métodos moleculares que se utilizan para este fin incluyen la tecnologia de isoenzimas, el ADN
polimérfico amplificado al azar (RAPD), marcadores Inter-secuencias Simples Repetitivas
(ISSR), el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) y las micromatrices de ADN (Samiksha &

Kumar, 2021; Amatulli et al., 2012).

Las secuencias que han sido valiosas para distinguir las especies y los origenes de Fusarium
incluyen la regién del espaciador transcrito interno (ITS) de los genes de ARN ribosomal
conservados y el espaciador intergénico (IGS) (Singha et al., 2016). De acuerdo con Thomas et
al. (2019), el esquema de identificacién recomendado se basa en la secuenciacién de 3 genes:
TEF1a (factor de elongacion de traduccion 1 alfa), RPB1 (subunidad mas grande de ARN
polimerasa) y RPB2 (segunda subunidad mas grande de ARN polimerasa). El factor de
elongacion de traduccion 1-a es comunmente el marcador de identificacion de primera eleccion,
ya que tiene un poder de resolucion muy bueno para la mayoria de las especies en todos los
géneros tratados aqui, mientras que RPB2 permite una discriminacion mejorada entre especies

estrechamente relacionadas (Crous et al., 2021; Pollard y Okubara, 2019).

Otros autores como Kaul et al. (2022) refieren que varias especies del género Fusarium
comprenden regiones ortélogas y como consecuencia, la identificacién basada en la regién ITS

puede ocasionar resultados erraticos y poco confiables. En este contexto, las regiones
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gendmicas que representan el factor de elongacién de translocaciéon 1-a (TEF1-a), B-tubulina
(TUB), histonas (HIS) y calmodulina (CAL) han sido ampliamente utilizadas por diferentes grupos
de investigadores para distinguir Fusarium spp. debido a su efectividad para caracterizar a nivel
de especie, ya que son genes que codifican especificamente para ciertas proteinas y esto

permite establecer variabilidad en cuanto a filogenia.

Hay una gran cantidad de informes disponibles que resaltan la importancia de TUB, TEF1-a e
HIS para resolver los limites de las especies de hongos, reafirman que la identificacién y
discriminacion de especies basadas en las secuencias combinadas de los loci de genes es un

recurso gendémico mas valioso que los loci de un solo gen (Kaul et al., 2022).

1.2.1. Micotoxinas

Las micotoxinas son sustancias quimicas téxicas, producidas como metabolitos secundarios de
bajo peso molecular. Los hongos filamentosos como Fusarium, Alternaria, Aspergillus y
Penicillium son los principales productores de estas sustancias que son fitotéxicas o nocivas para
la salud humana y animal (Anfossi et al., 2016). Se ha descrito que contaminan cereales y otros
alimentos como nueces, especias, frutas y sus derivados. En los cultivos pueden formarse antes
y durante la cosecha, el secado y el almacenamiento en condiciones no adecuadas (Topi et al.,
2021). La formacién de estas toxinas ocurre bajo ciertas condiciones, como el contenido de
humedad, la cual debe estar para el caso de Fusarium en un 88%, la temperatura que oscile
entre 18 a 30°C y los constituyentes de los alimentos (Serrano & Cardona, 2015; Gimeno &
Martins, 2011). De acuerdo con Igbal (2021), lo mas probable es que este proceso inicie durante
la fase previa a la cosecha del cultivo y luego se acumule durante la cosecha, el transporte y el

almacenamiento.

Hasta la fecha, se han identificado 400 tipos de micotoxinas, pero solo algunas de ellas son

peligrosas para humanos y animales, incluidas las aflatoxinas (AF), la ocratoxina A (OTA), el
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deoxinivalenol (DON), las toxinas T-2/HT-2, fumonisinas (FUM) y zearalenona (ZEN) (Khodaei
et al., 2021). Las especies de Fusarium son probablemente los hongos productores de toxinas
mas dominantes en las regiones templadas, responsables de la enfermedad del tizén de la
espiga por Fusarium en los cereales de grano pequefio y la enfermedad de la pudricion de la
mazorca en el maiz que puede causar reducciones severas en el rendimiento de los cultivos
(Topi et al., 2021). El arroz, al igual que otros cereales, puede estar sujeto a contaminacion por
micotoxinas, tanto en el campo como durante el almacenamiento. Varios estudios han informado
la presencia de hongos micotoxigénicos y micotoxinas en el arroz, en particular especies de
Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Bertuzzi et al., 2019). Por lo general, se informan diferentes
especies de Fusarium micotoxigénicas en el arroz, como F. graminearum, F. fujikuroi y F.
proliferatum. Las especies de Fusarium producen las tres clases mas importantes de

micotoxinas, a saber: tricotecenos, zearalenona (ZEN) y fumonisinas (FUM) (Ji et al., 2019).

1.2.1.1. Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas producidas principalmente por Fusarium
verticillioides y Fusarium proliferatum, se encuentran en todo el mundo principalmente en el maiz,
especialmente cuando se cultiva en regiones calidas, donde causan la llamada Pudricién de la
mazorca por Fusarium (FER). Ademas, varias otras especies de Fusarium de menor importancia
por su propagacion, incidencia y ocurrencia mundial en cultivos agroalimentarios pueden producir
esta micotoxina (Bertero et al., 2018; Ji et al., 2019). De acuerdo con lo descrito por Kamle et al.
(2019) existen alrededor de 15 homologos de fumonisinas distribuidos en los grupos A, B, C Y
P, dentro de estas las mas abundante es el tipo B donde encontramos los subgrupos FB1, FB2
Y FB3, donde la forma mas toxica es la FB1. Las micotoxinas de Fusarium que se encuentran
en los alimentos se producen principalmente en el campo, aunque puede ocurrir cierta sintesis
de toxinas durante el almacenamiento. Las condiciones de temperatura y humedad son factores

cruciales que afectan la infeccion por hongos y la sintesis de toxinas (Yazar & Omurtag, 2008).
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Esta toxina se encuentra asociada a diferentes afecciones en animales y humanos que
consumen alimentos contaminados con estos metabolitos secundarios. Los efectos de las
fumonisinas en la salud humana se asocian a cancer de eséfago e higado, defectos en el tubo
neural y problemas cardiovasculares (Voss et al., 2007). Por esto la agencia internacional para
la Investigacion del Cancer (IARC) caracteriz6 al FB1 como un posible carcindgeno humano del

grupo 2B (Kamle et al., 2019).

1.2.1.2. Zearalenona

La zearalenona anteriormente conocida como toxina F-2 y actualmente abreviada como ZON,
ZEN o ZEA, es una micotoxina que quimicamente corresponde a una lactona del &cido
resorcilico fendlico producida por varias especies de Fusarium, incluidos F. graminearum
(Gibberella zeae), F. culmorum, F. cerealis (syn. F. crookwellense), F. equiseti y F.
semitectum, que son hongos comunes del suelo, en climas templados. y paises calidos
(Nahle et al., 2021). La preocupacioén por la presencia de ZEA en los cultivos esta relacionada
principalmente con su contaminacioén de granos de maiz y productos de maiz, aunque ZEA
se puede encontrar contaminando otros cultivos de importancia agroalimentaria (Bertero et

al., 2018).

En las zonas templadas de América, Europa y Asia, es una de las micotoxinas de Fusarium
mas prevalentes que se encuentra contaminando cereales y productos vegetales (Yazar &
Omurtag, 2008b), asi como en productos a base de cereales (harina, malta, soja y cerveza)
(Zinedine et al., 2007). Al igual que las fumonisinas estas toxinas se generan principalmente
en campo, antes de la cosecha, aunque también existen reportes de deteccion de estas

micotoxinas bajo condiciones inadecuadas de almacenamiento.
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La Zearalenona es una micotoxina de gran importancia en salud humana y animal, ya que su
ingreso al organismo representa efectos inmunotdxicos, hepatotdxicos y xenogénicos; la
actividad de ZEA esta intimamente ligada al estado inmunoldgico del cuerpo y el estado del
sistema reproductivo (adolescencia o etapa del embarazo), pues esta micotoxina tiene
efectos estrogénicos debido a que su estructura presenta una similitud con la de los
estrdgenos naturales como el estradiol, de esta manera pueden interrumpir el funcionamiento

del sistema endocrino (Ropejko & Twaruzek, 2021) .

1.2.1.3. Tricotecenos

Los tricotecenos son una familia de méas de 200 micotoxinas los cuales estan clasificados en
4 grupos (Tipo A, B C Y D), dentro de estas las mas importantes a nivel de cereales son:
Deoxinivalenol (DON), Nivalenol, Toxina T-2 y Toxina HT-2. Estos metabolitos secundarios
se encuentran comunmente en el trigo, la cebada, la avena y el maiz (McCormick et al.,
2011). Estas toxinas son resistentes a procesos como la molienda, el procesamiento, el
calentamiento por lo cual es alta la probabilidad que estos contaminen los alimentos con

mayor facilidad (Pinton & Oswald, 2014).

De todas las micotoxinas de Fusarium identificadas, los tricotecenos son las micotoxinas mas
importantes desde el punto de vista econdmico y, con mayor frecuencia, se han asociado con
toxicosis aguda y cronica en humanos y ganado (Huang et al., 2019)., este ha asociado a un
efecto inmunosupresor debido a los multiples efectos inhibidores que genera en las células
eucariotas, como la inhibicién en la sintesis de proteinas, ADN y ARN, entre otros (He et al.,
2010). Estas micotoxinas también pueden causar retraso en el crecimiento, trastornos
reproductivos, supresion del sistema inmunolégico, anorexia, vomitos, hemorragias, diarrea

e incluso la muerte en animales de experimentacion y de granja (Huang et al., 2019).
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1.2.2. Micotoxinas en Arroz

De acuerdo con lo descrito por Ferre (2016) “El desarrollo de inéculos fungicos en el grano se
produce en el campo, durante su formacién, o en el almacén, si este Ultimo no es tratado
adecuadamente durante el procesamiento del grano. La presencia o ausencia de micotoxinas
dependera de diferentes factores como el aislado que contiene, sus interacciones con otros
organismos del sustrato donde coexisten, la zona de produccién y su climatologia o las practicas

agricolas y poscosecha, entre otros”.

Es fundamental recordar que una vez que se dan las circunstancias adecuadas, los hongos
pueden contaminar el arroz y producir micotoxinas. El contenido de humedad y la disponibilidad
de agua durante el almacenamiento son dos de los factores mas importantes que influyen en la
produccién de micotoxinas. Durante el almacenamiento, los hongos que han infectado la cascara
del arroz ingresan al endospermo, promoviendo posteriormente la produccion de toxinas

Chandravarnan et al. (2022b).

En el 2019 Avila et al., realizaron un estudio de la diversidad y potencial toxigénico del complejo
de Fusarium FFSC aislados de regiones arroceras de Brasil, encontrando que en arroz se
pueden detectar una cantidad relativamente alta de Bauvericina, Moniliformina y Fumonisinas.
También en el articulo de Giorni et al, (2019), se reporta que varios estudios han demostrado la
presencia de Micotoxinas en arroz ocasionadas por hongos micotoxigénicos como Fusarium, las

mas frecuentes son los tricotecenos, especialmente deoxinivalenol (DON) y Fumonisinas.

Chandravarnan et al, (2022) Informan que las diferentes micotoxinas identificadas en el arroz son
las aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) y G2 (AFGZ2); citrinina (CIT); esterigmatocistina
(STE); fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) y B3 (FB3); zearalenona (ZEA); &acido ciclopiazénico

(CPA); patulina (PAT); gliotoxina (GLI) y diferentes tricotecenos. La contaminacion del arroz con
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hongos y micotoxinas se considera una preocupacién mundial constante porque afecta la

seguridad, la calidad y las propiedades de los granos de arroz.

1.3.1. Planta de Arroz (Oryza sativa)

El arroz (Oryza sativa L), es una planta monocotiledénea anual, de origen asiatico, perteneciente
a la familia Poaceae y al género Oryza, de reproduccion autbgama diploide con 2n = 24
cromosomas. El género Oryza, tiene mas de 24 especies silvestres que crecen en regiones
inundadas, semi-sombreadas y bosques en sureste de Asia, Africa, Sur y Centro América (Roy,
2013). El género Oryza se ha clasificado en diferentes complejos de especies en funcion de
nueve genomas distintos, a saber, A, B, C, D, E, F, G, Hy J. El complejo O. sativa pertenece al
genoma A y contiene dos especies domesticadas O. sativa y O. glaberrima y seis especies
silvestres: O. rufipogon, O. nivara, O. barthii, O. longistaminata, O. meridionalis y O.
glumaepatula. Estas especies constituyen el acervo genético principal del arroz (Sadia et al.,

2018). De las especies cultivadas, Oryza sativa es la de mayor importancia econémica.

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los tres principales cultivos alimentarios del mundo, siendo
el alimento basico para méas de la mitad de la poblacién mundial. En cuanto a los principales
paises productores globales de arroz, resaltan China como el primer productor mundial con 211,9
millones de toneladas (en la campafa 2020-2021); y en el segundo lugar, la India, con 129
millones (124.4 millones de toneladas en la campafia anterior); de esta manera, los dos paises
participan con el 54% de la produccién mundial de arroz pilado. Es importante sefialar que existen
cerca de 85 paises en el mundo que producen arroz en menor 0 mayor escala; sin embargo,
quince son los principales, los cuales representan el 90% de la produccion mundial (FAO 2021).
En Colombia de acuerdo con cifras del DANE en el quinto censo nacional arrocero se reporta
una produccion anual para el afio 2023 de 3°188.266 toneladas de arroz, la cual estd dada por

23 departamentos donde los principales productores de este cereal son Casanare, Tolima y Meta
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y el area sembrada total fue de 589.848 hectareas, teniendo en cuenta esto el arroz es uno de

los principales cereales en produccion y consumo para la poblacion colombiana.

1.4.1. Enfermedades y sintomas en arroz asociados a Fusarium spp.

Los patdégenos de las plantas pueden ser parasitos, bacterias, virus o nematodos (Sethy et al.,
2020). Las enfermedades del arroz se deben a varias limitaciones, como patdégenos y plagas,
deficiencia de nutrientes y condiciones ambientales inusuales. ElI cambio climéatico esta
provocando que muchos patégenos cambien su virulencia en los cultivos y ocasionando que el

cultivo del arroz se vea afectado por muchos estreses biéticos (Pess6a et al., 2017).

De acuerdo con lo descrito por Sifou et al. (2011); los hongos del género Fusarium son patégenos
generalizados en los cereales de grano pequefio que se encuentran distribuidos en todas las
zonas del mundo; estos causan enfermedades en las plantas conocidas como tizén o sarna de
la cabeza por Fusarium. La distribucion geogréfica de las especies de Fusarium esta relacionada
con las condiciones de temperatura y humedad, ademas de sus caracteristicas patégenas y su
impacto en pérdidas econémicas. Muchas cepas de especies de Fusarium producen micotoxinas
tradicionales (zearalenona, deoxinivalenol, tricotecenos, fumonisinas etc.) y micotoxinas
emergentes como enniatinas (EN), beauvericina (BEA) y fusaproliferina (FUS) que ocasionan

afectaciones en la inocuidad de granos.

Los patégenos pueden transmitirse principalmente por semillas, pero también sobreviven en el
suelo y en restos de plantas enfermas; asi que las plantas se pueden infectar a través de la
semilla, como después del trasplante en el campo principal. Los hongos fitopatégenos del género
Fusarium afectan tanto a los 6rganos subterraneos de la planta y los haces vasculares, como a
los 6rganos vegetativos y generativos aéreos, cuya infeccion puede ocurrir a lo largo de los
tubulos del tallo o con gotitas en el aire. (Vorob’eva y Toropova, 2020). La actividad parasitaria

de los fitopatdégenos y la localizacion de sus nichos ecoldgicos estan determinados por factores
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ambientales y antropogénicos (Vorob’eva y Toropova, 2020). A continuacién, se describen las

principales enfermedades asociadas a plantas de arroz ocasionadas por el género Fusarium:

1.4.1.1. Bakanae de arroz

Es una enfermedad sistémica ampliamente descrita causada principalmente por Fusarium
fujikuroi Nirenberg, sin embargo, se han descrito otras especies como F. proliferatum, F.
verticillioides y F. andiyazi (Rong et al., 2018). Varios paises productores de arroz han reportado
esta enfermedad. La sintomatologia en plantas infectadas por este patégeno principalmente son
el alargamiento, el cual esta relacionado con la produccién de giberelinas (Piombo et al., 2021)
y la pudricién de la planta (Bashyal, 2018). La enfermedad también puede inducir hojas delgadas
y granos vacios ocasionando esterilidad y una pérdida bastante considerable en el rendimiento

de la semilla. (Piombo et al., 2021).

La forma de diseminacién de esta enfermedad esta dada por la infeccion de granos de arroz en
el campo y durante su posterior almacenamiento, coloniza las plantulas cultivadas a partir de
granos contaminados y se propaga desde los semilleros hacia los campos a través del trasplante

(Chung et al., 2016).

1.4.1.2. Pudricién de la espiguilla

La pudricion de la espiguilla es una de las enfermedades mas devastadoras del arroz debido a
la capacidad que tiene de reducir significativamente el rendimiento en todas las areas del cultivo
(Prabhukarthikeyan et al., 2021). La enfermedad es causada por Fusarium proliferatum, ocurre
durante la Ultima etapa de crecimiento de la planta, ocasiona que los granos de arroz se pudran
y decoloren dando como resultado la deformacion de estos y a su vez pérdida en su rendimiento

(Lei et al., 2019).
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Los sintomas de la enfermedad son manchas ovaladas de color rojo oxido o marrén amarillento
en las glumas durante la etapa temprana del crecimiento, que cambian a lesiones de color
marrén, marrén amarillento o marrén oscuro en las etapas posteriores. Los granos gravemente
infectados presentan capas de moho de coloracion blanca o rosa, provocando esterilidad en el

arroz (Lei et al., 2019).

Planta de arroz sana en etapa de
arranque
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Figura 3. Ciclo de la enfermedad pudricion de la Vaina ocasionado por Fusarium. El
patdégeno se transmite a través de semillas, lo que da como resultado plantulas infectadas (1).
Las plantulas infectadas pueden morir (2) dando como resultado restos de plantas infectadas (3).
La transmision de hongos patégenos a las plantulas no se comprende tan bien (4). Las
infecciones secundarias resultan de conidios liberados de plantas infectadas (5). Las plantas en
fase vegetativa son especialmente susceptibles a la infeccion, los insectos y los acaros también

pueden propagar conidios y facilitar la infeccion al crear heridas (6). La pudricién ocurre en la
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vaina que encierra las paniculas jévenes; Los granos de los macollos afectados se vuelven
asperos y decolorados. Granos infectados con Fusarium spp. pueden contaminarse con
micotoxinas (7). Los patégenos pueden propagarse a nuevos campos a través de granos
contaminados (8). Después de la cosecha, los restos de plantas infectadas permaneceran en el
campo (9) sirviendo como in6culo para el siguiente ciclo de crecimiento (10). Tomado y adaptado

de Bigirimana et al. (2015)

1.4.1.3. Marchitamiento y pudricion de la raiz

La enfermedad de marchitamiento y pudricion de la raiz es causada por varias especies de
Fusarium. Es una enfermedad fungica vascular ocasionada principalmente por Fusarium
oxysporum, sin embargo, Fusarium commune también es uno de los patdégenos causales del

marchitamiento por Fusarium (Dita et al., 2018; Williamson-Benavides y Dhingra (2021).

De acuerdo con Husna et al, 2021, se reporta en este estudio la asociacion de Fusarium
commune como agente causal de marchitamiento y pudricién de la raiz en plantas de arroz,
donde a partir de pruebas de patogenicidad, todas las cepas de F. commune utilizadas en el
estudio expresaron sintomas tipicos de marchitez y pudricion de la raiz, por lo tanto, se pudo
concluir que F. commune es un agente causal de la enfermedad de marchitez y pudricion de la

raiz en el arroz.

1.4.1.4. Tiz6n de la cabeza

El tizén de la espiga por Fusarium (FHB) también conocida como sarna en arroz es una
enfermedad importante del trigo, la cebada, el arroz y otros cultivos de cereales en todo el mundo,
causada por varias especies (Dong et al., 2020; Gomes et al., 2015). Los miembros del complejo

de especies de Fusarium graminearum (FGSC) son los principales patégenos que originan la
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FHB. Esta es una enfermedad destructiva de los granos pequefios, dentro de los sintomas
asociados con el arroz se incluyen manchas oscuras y/o pardeamiento de las glumas de arroz

(Dong et al., 2020).

También segun lo descrito por Kim et al. (2018) la aparicion de FHB ha ido en aumento en los
campos de arroz antes y después de la floracion debido al incremento de las temperaturas y las
precipitaciones. Las paniculas del arroz infectadas con FHB se vuelven irregulares y livianas;
mas adelante en la infeccibn, las paniculas infectadas cambian de color a amarillo, salmén o
marrén y en casos graves, el grano entero se vuelve marrén. Hasta hace poco, la presencia de
FHB en el arroz se reportaba principalmente en areas donde antes se cultivaba cebada y trigo,

pero en los ultimos afios se encontrd la FHB en areas de monocultivo de arroz.
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1.2. Planteamiento del Problema

El arroz es un cultivo importante en la agricultura, la produccion de este cereal es la principal
fuente de ingresos y empleo para mas de 200 millones de hogares en todo el mundo. Es el
alimento primordial para 2500 a 3500 millones de personas que se encuentran en su mayoria en
paises de bajos ingresos en rapido crecimiento (Asibi, et al 2019). En Colombia, el arroz ocupa
el primer lugar de importancia econémica dentro del cultivo de cereales, posicionando al pais en
el segundo lugar en Latinoamérica, con un total de 570.000 hectareas sembradas para el afio

2023 y una produccién de 2°838.000 toneladas (USDA 2024).

Uno de los factores principales que afecta el crecimiento y desarrollo del arroz est4 asociado con
las enfermedades causadas por hongos (Quintero, 2019), que conllevan a pérdidas a nivel
economico, en el rendimiento y la calidad del grano. Dentro de las mas descritas se hallan el
afiublo del arroz, la mancha marrén, la pudricion de la vaina y la escaldadura de la hoja (Chaibub,
2020); sin embargo, también existen mas hongos fitopatbgenos asociados a diferentes
afecciones en el arroz, como Cochliobolus miyabeanus, Sarocladium oryzae, Chaetomium,

Fusarium, entre otros (Nganga, 2022).

Colombia por su ubicacién geogréfica posee condiciones climaticas que favorecen el desarrollo
de varias enfermedades bitticas en el arroz (Cuevas et al., 2018), lo que se evidencia en reportes
asociados a enfermedades fungicas a lo largo de la historia del cultivo en el pais, como en el
afio 2011, en el cual se declar6 emergencia fitosanitaria por la aparicion de la enfermedad
conocida como “vaneamiento de la Espiga” que involucrd principalmente los microorganismos
Rhyzoctonia solani, Gaeumannomyces graminis y Pyricularia grisea, en la que se manifesté que
la presencia de estos patdgenos afectaba la calidad del grano y la productividad del cultivo de

arroz en hasta un 60%, lo que conllevé al aumento en las pérdidas econdémicas por parte de los
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agricultores (Resolucion 2705 del 2011). En 2018 se report6 el incremento de la incidencia y
severidad de la enfermedad causada por el hongo Gaeumannomyces graminis conocida como
“Mal de pie 0 mancha naranja”. También en el articulo publicado por Rivera y Gémez en el 2012
se asoci6 a Fusarium spp., como la causa de diferentes sintomas como marchitez y
amarillamiento en las hojas, manchado y marchitez de la panicula, oscurecimiento y manchado
de los granos en cultivos de arroz en el departamento del Cesar, lo cual, de acuerdo con los
autores, son rasgos que permiten asociar a este microorganismo como patégeno. Pese a lo
anterior, han sido pocos los informes donde se asocie a Fusarium como agente causal de

desarrollo de sintomas y por ende la generacion de enfermedades en el pais.

En los ultimos afios, en los laboratorios de fitosanidad de la Federacion Nacional de Arroceros
(FEDEARROZ), ha aumentado la recepcion de muestras para el diagnéstico correspondientes a
plantas y semillas de arroz con lesiones, de las cuales se han obtenido recurrentemente
aislamientos de Fusarium; no existen reportes en Colombia que demuestran con precision que
las especies de este hongo estén siendo en el pais los agentes causales de la mancha café u
otras enfermedades o sintomas que se presentan en la planta. Adicionalmente no se conoce la
produccion de micotoxinas de estos aislamientos y su potencial impacto en la inocuidad del
grano, parametro cada vez mas relevante, ya incluido en las normativas nacionales (Resolucion

4506 de 2013).

1.3. Pregunta de Investigacion

¢ Cuales especies de Fusarium identificadas en los aislamientos obtenidos de lesiones en plantas
de arroz en Colombia se encuentran asociadas como patdégeno y potencial productor de

micotoxinas de esta especie vegetal?
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1.4. Justificacion

Los reportes de enfermedades nuevas han aumentado en las Ultimas décadas, causando
estragos en la produccion de arroz, si esta tendencia continta, habra mas enfermedades que
actualmente se conocen como menores y que se volveran mas serias en un futuro cercano con
una severidad alarmante (Pessb6a et al., 2017). Dentro de estas enfermedades emergentes se
encuentran las causadas por Fusarium el cual se encuentra en casi todas las regiones del mundo
y habita en todo tipo de ecosistemas, este microorganismo es genéticamente diverso, lo que
también sugiere que la composicién genética del género cambia rapidamente y conduce asi al

desarrollo de nuevas cepas (Samiksha & Kumar, 2021).

Los reportes asociados a enfermedades originadas por Fusarium en el cultivo del arroz
corresponden a: el bakanae causado por Fusarium fujikuroi, en la que los cambios recientes en
el climay el patron de cultivo han agravado su aparicion, cobrando importancia incluso en areas
no tradicionales de cultivo de arroz (Bashyal et al., 2016). También se reporta la enfermedad de
la pudricion de la espiguilla, causada por Fusarium proliferatum que actualmente se incluye en el
complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), esta es una enfermedad de la panicula que
ocurre durante la Gltima etapa de crecimiento del arroz, causando que los granos se pudran,
decoloren y deformen, con la consecuente reduccién en la calidad y rendimiento de este cereal
(Lei et al., 2019). Adicionalmente, Fusarium proliferatum ha sido informado como uno de los
patdégenos que causan la pudricion de la vaina que se caracteriza por granos parcialmente llenos
o completamente vacios; esta enfermedad afecta la calidad del arroz conllevando a que el
mercado rechace los granos de color marron o marrén negruzco, lo que provoca pérdidas

cuantitativas (Pramunadipta et al., 2022).
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En Colombia, dada la recurrente presencia de Fusarium spp. en los diagnésticos del laboratorio
de Fitosanidad obtenidos por FEDEARROZ, se hace necesario realizar la identificacion a nivel
de especie de este microorganismo y establecer su relacién con el desarrollo de posibles
sintomas o enfermedades en la planta, asi como la produccién de micotoxinas del hongo, que
posiblemente le permite colonizar esta graminea y posteriormente el grano de arroz, lo que en
elevadas concentraciones puede llegar a ser téxico, ocasionado enfermedades en los
consumidores (Mutiga et al., 2021). El conocimiento de las comunidades fungicas asociadas con
enfermedades en el arroz en el pais es importante porque contribuye en la comprension de la
influencia de los hongos en la produccion del cultivo y las posibles estrategias para el seguimiento
y control de este. El manejo y control efectivo de las enfermedades del arroz requiere una
vigilancia regular de patégenos para establecer la aparicién y los cambios en las poblaciones de

hongos a lo largo del tiempo (Nganga et al., 2022).

En cuanto a la identificacién de especies de Fusarium, esta se basa tradicionalmente en
caracteristicas morfolégicas y pruebas de patogenicidad; son varios los estudios que han
demostrado que las caracteristicas morfolégicas de los aislamientos de Fusarium generalmente
no son estables dentro de una especie (Chang et al., 2018; Husna et al., 2021; Giraldo et al.,
2018). Actualmente se estan empleando enfoques moleculares como PCR con cebadores
especificos de especie y secuenciacion de regiones de nucle6tidos conservadas, preferiblemente
de regiones espaciadoras transcritas internas (ITS), los genes TEF1-a y rpb2, para detectar

patdgenos flungicos a nivel de especie (Murugan, et al 2020).

Adicionalmente es importante asociar los sintomas que este microorganismo puede
desencadenar, para esto los postulados de Koch son el estdndar de oro donde se establece la
relacion etiolégica entre un patégeno putativo y su huésped; éstos fueron formulados para
garantizar que se aplique el rigor cientifico al proponer un microbio/agente infeccioso potencial

como patdégeno para una enfermedad especifica (Bhunjun et al., 2021).



37

Por otra parte, el estudio de micotoxinas se hace necesario, ya que los niveles maximos de
micotoxinas admisibles establecidos por cada pais, de acuerdo con las guias internacionales,
estan regulados en todo el mundo y es obligatorio monitorear su presencia en varios productos
para garantizar la seguridad alimentaria y la proteccion de la salud de los consumidores (Anfossi
etal., 2016). La toxicidad por micotoxinas en los alimentos puede ocurrir en concentraciones muy
bajas, lo que requiere la disponibilidad temprana de métodos sensibles y confiables para su

detecciéon (Chauhan et al., 2016).

En los laboratorios de Fitosanidad de FEDEARROZ actualmente no se cuenta con un protocolo
establecido para realizar el diagnéstico integral que permita caracterizar al género Fusarium y
llegar asi al nivel de especie. Por lo que es necesario desarrollar a través de este estudio una
metodologia que permita identificar los aislamientos, establecer si las especies identificadas son
causales de enfermedad y evaluar la produccion de micotoxinas, para generar estrategias de
manejo del cultivo mas especifica y garantizar la rentabilidad del cultivo y la inocuidad del grano

de arroz para el pais.

1.5. Hipotesis

En los aislamientos obtenidos de lesiones en plantas de arroz de Colombia se identifican
especies de Fusarium causantes de sintomas en los cultivos y se puede establecer la relacion

gue tienen como patégeno y toxigénico del cereal.
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1.6. Objetivos

1.6.1. General

Establecer la identidad de las especies de Fusarium presentes en una coleccion de aislamientos
colombianos obtenidos de lesiones en plantas de arroz, para determinar su patogenicidad y

produccién de micotoxinas.

1.6.2. Especificos

1. Identificar las especies de Fusarium presentes en la coleccidn de aislamientos obtenidos

de lesiones en plantas de arroz.

2. Caracterizar la produccion in vitro de micotoxinas de las especies de Fusarium

identificadas.

3. Evaluar el desarrollo de sintomas en plantas de arroz a partir de la inoculacion de las

especies de Fusarium identificadas.
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2. Capitulo 2. Identificacion de especies de

Fusarium por métodos moleculares.

2.1. Introduccién

Los métodos convencionales para la identificacion de especies de Fusarium spp., consumen
tiempo y requieren la experiencia por parte del profesional que realiza los diferentes andlisis
microbioldgicos (Divakara et al., 2013; HukntuH et al., 2023). Aunque la identificacion morfolégica
puede ser problematica por lo mencionado anteriormente, sigue siendo vigente y se suele utilizar
junto con métodos moleculares. Varias herramientas moleculares, como los métodos basados
en PCR, permiten caracterizar las diferencias entre especies en funcion de la diversidad genética

gue presentan. Algunas de estas técnicas son el ADN polimérfico amplificado aleatorio (RAPD),
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el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), el polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP), la secuencia de ADN espaciadora intergénica (IGS) y el
espaciador transcrito interno (ITS). Otras técnicas como el método MALDI-TOF MS se utiliza
para identificar especies de Fusarium en aplicaciones de agricultura y seguridad alimentaria

(Ekwomadu & Mwanza, 2023; O’Donnell et al., 2015).

También, se han reportado marcadores moleculares que se mantienen vigentes y que han sido
los marcadores genéticos que posibilitan posteriormente su secuenciacion y arrojan con exactitud
las especies; De acuerdo con O’Donnell et al. (2015), se han empleado por cumplir criterios para
el reconocimiento filogenético de la especie, que son: 1) aplicables en la amplitud filogenética de
Fusarium considerando que el género es amplio con unas 300 especies, 20 complejos de
especies y 9 linajes monotipicos, 2) informativos sobre el nivel de especie y 3) ortélogos en el
género. Los marcadores que cumplen con estas caracteristicas son: el factor de elongaciéon de
la traduccion 1-a (TEF1-a), la ARN polimerasa Il dirigida por ADN méas grande (RPB1) y la

segunda subunidad mas grande (RPB2).

Ademas de lo descrito anteriormente, y pese a la especificidad de estos marcadores se usan
complementariamente a estos, dos 0 mas genes para establecer las relaciones filogenéticas
entre aislamientos de Fusarium. Segin la base de datos de Fusarium MLST
(http://www.cbs.knaw.nl/Fusarium), los marcadores complementarios son calmodulina (Cmd), B-

tubulina (benA) e histona H3 (HIS3) (Choi et al., 2018; O’Donnell et al., 2022).

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente muchos autores establecen un esquema de trabajo
en sus publicaciones para poder llegar con éxito a una identificacion, establecen la importancia
de un correcto proceso de aislamiento del patégeno en un medio adecuado como puede ser Agar
Papa Dextrosa (PDA), donde se puedan evidenciar sus caracteristicas tanto macroscopicas

como microscopicas, posteriormente la extraccion de acidos nucleicos la cual puede ser
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desarrollada por diferentes métodos: Kit comerciales para la extraccion de ADN, mediante
reactivos preparados manualmente (CTAB,; soluciones con alta concentracion de sal)
complementados con métodos fisicos como la maceracion o lisis con perlas (Fredricks et al.,

2005).

De un proceso de extraccion efectivo, depende que se obtenga una buena cantidad y
concentracion de ADN, que posteriormente posibilite la amplificacion mediante PCR de esos
fragmentos que son de interés, para poder realizar la posterior secuenciacion e identificacion de

las especies (O’'Donnell et al., 2022).

Por lo cual, el objetivo de este capitulo fue realizar la identificacion molecular de los aislamientos
gue fueron obtenidos de plantas de arroz con sintomas, mediante la realizacion de polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) a partir de la secuencia de ADN espaciadora
intergénica (IGS) y la secuenciacion de genes a partir de los marcadores factor de elongacion de
la traduccién 1-a (TEF1-a) e Histona 3 (HIS3), los cuales como se menciond anteriormente son

genes altamente resolutivos y complementarios.

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Coleccioén de Aislamientos

Los aislamientos puros de Fusarium corresponden a una coleccion que fue obtenida durante los
afos 2018, 2019 y 2022; éstos fueron obtenidos en su momento a partir de plantulas de arroz
comerciales de diferentes partes de Colombia (Meta, Casanare y Tolima) que presentaron
sintomas en hojas, vainas, tallos, paniculas y granos. Estas colecciones se encuentran
conservadas en agar PDA (Potato Dextrosa Agar OxoidTM) a 4°C y papel filtro. El pasaporte de

ingreso de cada aislamiento se encuentra descrito en el anexo 1.
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2.2.2. Recuperacion y conservacion de Aislamientos

A partir de la coleccién de aislamientos conservados en medio PDA, se realiz6 la recuperacion
de estos para su posterior evaluacién. Para esto se realizaron repiques de los aislamientos en
agar PDA, incubando durante 7 dias a 25 °C, con periodos de luz: oscuridad 12:12 horas.
Transcurrido este tiempo se procedié a realizar la conservacién en caldo arroz con glicerol al
40% (v/v), en el cual se colocé una suspensién concentrada de esporas proveniente de los

aislamientos recuperados en PDA con 7 dias de edad; estos se almacenaron a -20 °C.

2.2.3 Verificacion de Caracteristicas Morfoldgicas

Se emplearon cultivos en PDA para la caracterizacion macro y microscépica de los aislamientos.
El micelio del hongo se colocé en el centro de la caja Petri con PDA, el crecimiento micelial y los
caracteres de las colonias fueron evaluadas 8 dias después de su incubacién a 25°C con
periodos de luz: oscuridad 12:12 horas. Posteriormente, las estructuras propagativas se
observaron usando un microscopio 6ptico (Olympus Cx31 Guangdong, China, lentes 40X y
100X), verificando que las caracteristicas visualizadas fueran similares a las descritas cuando
fue realizada la coleccion, evidenciando asi la conservacion de cultivos puros y que

correspondieran a aislamientos del género Fusarium.

2.2.4 ldentificacion de especies de Fusarium por métodos moleculares

2.2.4.1 Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN gendmico de cada aislamiento puro se realizé de acuerdo con el protocolo
descrito por Bashyal et al. (2015) con ligeras modificaciones. A partir de los aislamientos que se
encontraban en agar PDA, se realiz6 inoculacion de micelio en 50 mL de medio liquido Czapeck
(OXOID Ltd.) y se dejo en incubacién durante 8 dias en agitacion constante 100 rpm a 25 °C, a

los 8 dias se obtuvo crecimiento micelial el cual fue filtrado y posteriormente macerado en
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nitrogeno liquido, se resuspendid en 700 pyL de buffer CTAB mas 10 uL Proteinasa K
(Invitrogen™, 20 mg/mL), incubado a 65°C durante 1 hora con agitacién cada 20 minutos,
posteriormente se adicioné un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezcld por
inversion durante 20 minutos y se centrifugé durante 20 minutos a 10.000 rpm, se realizé la
extraccion de la fase acuosa a un tubo nuevo al cual se le adicionaron 0.1 volimenes de acetato
de sodio (3M) y un volumen de isopropanol frio, se dejé en precipitacion a -20°C durante 12 horas
y se centrifug6 durante 20 minutos a 10 .000 rpm. El pellet se lavo con etanol al 70% tres veces
y se sec6 a temperatura ambiente. Finalmente, el pellet fue disuelto en Buffer TE mas RNasa
con una posterior incubacion a 37°C durante una hora y 10 min a 65°C. ElI DNA se cuantificé por
medio del Fluorémetro de la marca Qbit Invitrogen 1.0 (ThermoFisher scientific, USA), y el

andlisis de calidad se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,0 %.

2.2.4.2 Amplificacién por PCR de punto final de Genes Especificos
para Fusarium.

La discriminacién hasta nivel de especie de los aislamientos se realizé mediante el analisis de
secuencia de los genes TEF-1a y HIS3 Choi et al., (2018), el gen TEF1-a se amplificé por PCR
usando las secuencias de iniciadores efl (5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAEAGAC-3) y ef2 (5-
GGA(G/A)GTACCAGT(G/C) ATCATGTT-3), cuyo fragmento esperado fue de 660 pb Choi et al.,
(2018). El gen HIS3 se amplifico usando el par de secuencias disefiadas por Glass & Donaldson,
1995, denominadas H3-la (5-ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG-3) y H3-1b (5-
GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT-3), cuyo fragmento esperado fue de 474 pb. La amplificacion
por PCR de los dos genes se realizdé en un volumen de 25 uL de acuerdo con la descripcion
reportada por Choi et al., (2018). Todas las reacciones fueron procesadas en un termociclador
T1000 Bio-Rad con una denaturacion inicial de 94°C por 4 min, seguido por 35 ciclos compuestos
de denaturacion a 94°C por 1 min, anillamiento a 56 y 68°C, respectivamente, por 1 min, 72°C

por 1 min y una extension final a 72°C por 1 min. El producto amplificado fue resuelto por
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electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% tefiido con SYBR Safe en buffer TAE 1x. El gel se
visualizé bajo condiciones UV y fotografiado con el equipo foto digitalizador Bio-Rad Molecular

Imagen Gel Doc. XR.

2.2.4.3 Secuenciacion de los genes TEF1-a e HIS3 y analisis
Filogenéticos.

La secuenciacion de los genes TEF1-a e HIS3 de los aislamientos se realiz6 en el Instituto de
Genética de la UNAL por la metodologia de Sanger. La identificacion de los aislamientos se
realiz6 empleando las bases de datos Fusarium ID (Geiser et al 2004) y BLAST del NCBI
(Altschul et al., 1990). Las secuencias forward y reverse se ensamblaron usando el programa
CAP3 Sequence Assembly Program (Huang & Madan, 1999b). Los andlisis filogenéticos se
realizaron usando el software MEGA 7.0 (Tamuta et al., 2007), las distancias evolutivas fueron

computadas usando el Maximum Composite Likelihood method.

Para establecer asociaciones con las especies identificadas con el lugar de recoleccién y
variedad infectada se realizé un analisis de correspondencias mediante el software Infostat

version 2020.

2.2.4.4 Analisis IGS - RFLP

La region IGS del ADN ribosomal de cada aislamiento de la coleccion se amplific6 usando las
secuencias reportadas por Hsuan et al. 2010, donde se emplearon los cebadores CLN12 (5-
CTGAACGCCTCTAAGTCAG -3) y CNS1 (5- GAGACAAGCATATGACTACTG -3), cuyo
fragmento esperado fue de 2600 pb. La amplificacion por PCR de punto final se llevd a cabo en
un volumen final de 25 pL y se estandarizaron las condiciones de reaccion y concentracion de
reactivos segun lo reportado por este autor. Las reacciones se procesaron en un termociclador
T1000 Bio-Rad 1861096 (California, USA), con una denaturacion inicial de 94°C por 2 min,

seguido por 35 ciclos compuestos de denaturacion a 94°C por 1 min, anillamiento a 60°C por 1
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min, 72°C por 2 min y una extension final a 72°C por 7 min. El producto amplificado se verificd
por electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe corrido en buffer TAE 1X.
El gel se visualizé en condiciones UV y fotografié con un equipo digitalizador Bio-Rad Molecular

Imagen Gel Doc. XR.

Posterior a la amplificacion de la regiéon IGS de cada uno de los aislamientos, se realizaron cortes
de los amplimeros obtenidos las regiones con tres enzimas de restriccion: Alul, Rsal y Aval. La
digestion se realiz6 segun las instrucciones del fabricante. El producto de PCR digerido se corrio
en gel de agarosa al 2% (Promega) en tampén TAE durante 120 min a 75 V / 150 mA y se tifio
con SYBR Safe para visualizarlo en un transiluminador UV. El tamafio de los fragmentos de
restriccion se estimé y determind por comparacion con marcadores de peso molecular. Se
analizaron los patrones de bandeo de cada uno de los aislamientos y se desarroll6 un andlisis
de agrupamiento a través de la elaboracién de una matriz de presencia ausencia mediante el
software NTsys PC (Numerical Taxonomy System for Personal Computer) version 2.2 para

establecer grupos genotipicos dentro de los aislamientos de la coleccion.

2.3. Resultados

2.3.1 Recuperacion de aislamientos y extraccion de ADN

Se recuperaron un total de 54 aislamientos a los cuales inicialmente se les verificaron sus
caracteristicas macroscopicas y microscopicas (Figura 4), validando que los mismos se

encontraran puros y viables de acuerdo con lo descrito en el pasaporte de cada uno de estos.
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Figura 4. Verificacion de caracteristicas macro y microscopicas de los aislamientos 36-A, 45-By
107-C. A1, B1 y C1 anverso de 3 aislamientos de Fusarium. A2, B2 Y C2 Reverso de 3
Aislamientos de Fusarium. A3, B3 y C3 Macroconidios de 3 aislamientos de Fusarium

visualizados en microscopio éptico a 40X de aumento, tincion con azul de lactofenol.

A partir de los aislamientos se realizaron las extracciones de ADN donde se obtuvieron
concentraciones entre 10 a 40 ng/ ul como se muestra en la Tabla 1. En cuanto a la calidad del
ADN se evidenciaron bandas definidas sin degradacién demostrando asi la calidad en la
extraccion realizada. (Figura 5). Esto se correlacioné directamente con la relacién 260/280

obtenida en el Nanodrop la cual estuvo entre 1.8 y 2.0.
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Tabla 1. Concentraciones de ADN obtenido en proceso de extraccion. Concentracion de ADN

de cada uno de los aislamientos reportada en ng/ ul cuantificado en Qbit.

NUMERO CONCEXI;:\?‘ACION NUMERO CONCE'I‘:II;EACION NUMERO CONCEXI;’LQACION NUMERO CONCE:‘;'\TACION
AISLAMIENTO AISLAMIENTO AISLAMIENTO AISLAMIENTO
(ng/pl) (ng/pl) (ng/pl) (ng/pl)
1 24.4 37 23.3 62 25 102 28.9
5 11.9 38 11.3 64 17.8 103 46.2
6 23.9 39 16.2 65 15.3 104 43.7
7 27.8 40 12.3 66 13.8 105 32.5
8 8.36 42 14.5 68 21.5 106 44.8
10 33.5 44 12.2 69 17.4 107 21.6
20 21.8 45 22.2 70 3.34 201 46.4
22 16.1 46 13.8 71 28.3 108 36.8
23 66.6 49 10.3 72 41.5 109 7.64
24 128 51 255 74 338 | CONTROLES EMPLEADOS |
30 57.6 53 46.4 77 10.7 F. oxysporum 45.7
31 10 54 39.1 78 15.7 f. sp. dianthi 34.6
34 10.9 59 15.8 81 11.2
35 24.7 60 45 82 20.1
36 15.5 61 16.1 101 31.4

22

22* 23a

23a* 23L

23L* 24

24*

30

Figura 5. Electroforesis en gel de extracciones de ADN de los aislamientos de Fusarium spp.

Verificacion de calidad en el proceso de extraccién. Pozo 1, Marcador de peso molecular (2000

pb); pozos del 2 -21 ADN de los aislamientos de Fusarium. Gel de agarosa al 1,5 %.
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2.3.2 Identificacién molecular mediante anélisis de secuencias TEF1l-ae

HIS3.

La amplificacion de los genes TEF1-a e HIS3 fue exitosa logrando obtener un producto de PCR
de 660 pb y 474 pb respectivamente (Figura 6). Los datos obtenidos posterior a la secuenciacion
fueron verificados en la base de datos de GenBank/NCBI y la busqueda con BLAST mostré que
el porcentaje de similitud oscilaba entre 96 a 100 % con las secuencias de referencia en el NCBI
GenBank, por lo cual el nombre de especie asignado fue de acuerdo con el resultado arrojado
en esta busqueda (Tabla 2). Basandose en el andlisis de la secuencia del gen TEF1-a de los 54
aislamientos se identificaron un total de 8 especies las cuales se distribuyeron de la siguiente
forma: 31 aislamientos (57%) correspondientes a F. proliferatum 12 aislamientos (22 %) F.
verticillioides, en cuanto al otro 21 % de la coleccién se evidenciaron especies como F. andiyazi,
F. cassiae, F. sacchari, F. sulawesiense, F. oxysporum, F. incarnatum (Tabla 2). Esta
identificacion pudo demostrar que el gen TEF1-a es altamente especifico para diferenciar entre

especies del género Fusarium.

En cuanto al analisis de la secuencia del gen HIS3 presenta una alta resolucién para especies
del género como F. proliferatum y F. verticillioides pues los aislados presentaron un 99 a 100 %

de identidad (Tabla 2).
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Figura 6. Productos de PCR obtenidos a partir de amplificacion de los genes TEF1-a (A) e HIS3
(B). Pozo 1 (A 'y B) Marcador de peso molecular (100 pb); Pozos de 2 - 6 ADN amplificado de
gen TEF1-a (A); Pozos 2 - 4y 6 - 8 amplificacion de ADN de aislamientos para el gen HIS3 (B).

Gel de electroforesis al 1,5 %.

Tabla 2. Detalle de identificacion de especies de Fusarium basado en el analisis de secuencia

de los genes TEF-71a e HIS3 en NCBI- BLAST. Porcentaje de identidad obtenidio en cada gen.

1 Fusarium oxysporum 99,86% Fusarium proliferatum 91,13%
5 Fusarium andiyazi 99.14% Fusarium nygamai 97,30%
6 Fusarium proliferatum 99,15% Fusarium proliferatum 99,61%
7 Fusarium proliferatum 99,86% Fusarium proliferatum 99,81%
8 Fusarium verticillioides 99,44% Fusarium verticillioides 99,39%
10 Fusarium proliferatum 98,75% Fusarium proliferatum 99,61%
20 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 100,00%
22 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 99,04%
23 Fusarium proliferatum 98,06% Fusarium proliferatum 99,81%
24 Fusarium verticillioides 98,71% Fusarium verticillioides 99,43%
30 Fusarium proliferatum 96,05% Fusarium proliferatum 99,81%
31 Fusarium proliferatum 99,72% Fusarium proliferatum 99,42%
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34 Fusarium verticillioides 97,89% Fusarium verticillioides 98,28%
35 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 99,80%
36 Fusarium proliferatum 99,44% Fusarium proliferatum 99,58%
37 Fusarium proliferatum 99,02% Fusarium proliferatum 100,00%
38 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 100,00%
39 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 98,83%
40 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 99,41%
42 Fusarium proliferatum 98,87% Fusarium proliferatum 100,00%
44 Fusarium proliferatum 99,14% Fusarium proliferatum 100,00%
45 Fusarium proliferatum 99,57% Fusarium proliferatum 99,81%
46 Fusarium sacchari 99,00% Fusarium subglutinans 99,33%
49 Fusarium sacchari 98,88% Fusarium subglutinans 99,33%
51 Fusarium verticillioides 99,72% Fusarium verticillioides 99,43%
53 Fusarium proliferatum 99,15% Fusarium proliferatum 100,00%
54 Fusarium verticillioides 97,73% Fusarium verticillioides 98,08%
59 Fusarium verticillioides 97,87% Fusarium verticillioides 98,46%
60 Fusarium oxysporum 99,40% Fusarium proliferatum 98,47%
61 Fusarium proliferatum 99,14% Fusarium proliferatum 100,00%
62 Fusarium proliferatum 98,73% Fusarium proliferatum 100,00%
64 Fusarium verticillioides 99,58% Fusarium verticillioides 99,17%
65 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 100,00%
66 Fusarium proliferatum 99,28% Fusarium proliferatum 99,81%
68 Fusarium proliferatum 99,00% Fusarium proliferatum 99,81%
69 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 100,00%
70 Fusarium verticillioides 95,98% Fusarium verticillioides 97,85%
71 Fusarium proliferatum 99,43% Fusarium proliferatum 99,81%
72 Fusarium verticillioides 99,86% Fusarium verticillioides 98,08%
74 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 100,00%
77 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 99,61%
78 Fusarium proliferatum 99,71% Fusarium proliferatum 100,00%
81 Fusarium proliferatum 99,57% Fusarium proliferatum 99,61%
82 Fusarium verticillioides 98,66% Fusarium verticillioides 98,47%
101 Fusarium sulawesiense 99,43% Fusarium incarnatum 97,25%
102 Fusarium verticillioides 98,85% Fusarium verticillioides 98,76%
103 Fusarium sulawesiense 99,02% Fusarium incarnatum 99,80%
104 Fusarium sulawesiense 99,57% Fusarium incarnatum 98,83%
105 Fusarium sulawesiense 99,02% Fusarium incarnatum 100,00%
106 Fusarium proliferatum 99,86% Fusarium proliferatum 99,81%
107 Fusarium cf. incarnatum 99,43% Fusarium incarnatum 99,80%
108 Fusarium verticillioides 99,72% Fusarium verticillioides 98,66%
109 Fusarium cassiae 99,14% Fusarium proliferatum 97,66%
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201 Fusarium proliferatum ‘ 98,73% Fusarium proliferatum 99,81%

Aunque el enfoque de nuestro proyecto no fue epidemiolégico, se plante6 verificar la asociacion
gue presentaban las variables: region, especie identificada y variedad empleada; a partir del
andlisis estadistico implementado pudimos ver que las dos especies predominantes dentro de la
coleccion se presentaron en la region del Meta, donde F. verticillioides se vio asociado a regiones
al norte del departamento y los aislamientos de F. proliferatum se encontraron mas en zonas del
sur del departamento (Figura 7), en cuanto a las variedades infectadas no se pudo establecer

asociacion con una especie especifica.

Andlisis de correspondencias Especie_Lugar Variedad

Linea_templado_917

F._sacchan

2,284

Prospera
o~ Villaacencio 'F _andryazi
® 1,104 s Linea_temy 2]
i . ea_templado_3
Victor Caldad
oo Saldada
FL_F68
F._venticilioides =
0,084 F174
= F._prolferatum
.
Fuente_de_oro
* Lranaca
NGES
« Tailandia_oro
-1,267 v . .
1.83 049 085 220 354

Eje 1

Figura 7. Analisis de correspondencias de relacion entre especie, lugar y variedad realizado con

el software Infostat version 2020.
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2.3.3. Andlisis filogenético

Las secuencias de los genes HIS3 y TEF1-a fueron utilizadas para generar dos dendogramas
correspondientes a arboles consenso con el software MEGA 7 utilizando el método de maxima
verosimilitud y valores de Bootstrap de 1000. (Figura 8), se evidencio la conformacion de 10
grupos (H1 al H10) en el caso del gen HIS3, el H1 agrup6 31 de los 34 aislamientos identificados
previamente como F. proliferatum (Tabla 2) los grupos H4 y H5 incluyeron los 12 aislamientos de
F. verticillioides, en H6 y H7 se agruparon los aislamientos que correspondieron a F.
sulawesiense y H9 agrupo dos aislamientos de F. proliferatum. En cuanto al dendograma
generado con el gen TEF1-a se evidencia la conformacion de nueve grupos (T1 — T9) donde se
evidencia que F. proliferatum estd conformado por los grupos T2 Y T9, en cuanto a F.
verticillioides este se conformé por los grupos T2 y T4. En el grupo T3 se encuentran especies
como F. cassiae, F. sulawesiense y F. incarnatum; en el grupo T6 encontramos a F. andiyazi y
en T8 encontramos agrupado a F. sacchari. Los arboles filogenéticos obtenidos a partir de
andlisis de secuencias de TEF1-a agruparon claramente las diferentes especies, lo que confirma
gue el gen TEFl-a es un buen marcador para la identificaciébn entre especies del género

Fusarium spp.



65

T1 Pyricularia oryzae ] —— FUSARIMBI |
s FUSARIUM 10 ¥ F. proliferatum ——— FUSARIUM D68
T2 n L rusamun ez U F venicillioides I FusaRUMOs3
FUSARIUM 70— : F——— FUSARIUM D74
FUSARUM 109 ®  F. cassiae L FUSARIUM4Z
T3 L] FUSARIUM 103 e FUSARIUM 44
£ { FUSARIUM 103(2) — FUSARIUM37
L FUSARIUM 101 F. sulawesiense FUSARIUM 53
” xﬁ:ﬁ: :g: FUSARILM 7
L Fusarum 07 # F. cf. incarnatum :z:::m 2?5
FUSARIUM B4~
FLSARIUM 108 FUSARIUM 071
FUSARIUM 8 FUSARIUM 077
FUSARIUM24 H1 Egiﬁ:m ?Z
FUSARIUM 102 ; E—
rosmm [ F. verticillioides L3 o rusamuman  — F. proliferatum
] FUSARIUM 51 I; FUSARIUM 045
FUSARIUM 34 f——————————————FUSARIUM 20
a7 Ts 499'; FUSARIUM 54 fp————————— FUSARIUM 38
7 FUSARIUM 59 _J ———————— FUSARIUM &
|———————FUusaruM5 B F. andiyazi [ FUSARIUM 10
77 [ FusaRuMen o | FUSARIUM 22
® \_1_|: EE;“:;S; ‘l’SG L F. oxysporum |——————— FusARILME2
el ———— FUSARIUM 23
T8 a CONTROLD | I FusARIM3s
L] ——1 Et’,x:ﬁ: :g } F. sacchari {FUSARIUM 2L
55 63 FUSARIUM 201
—EFUSARJUM N L usammos
8 FUSARIUM 65
FUSARIUM 39 [ rusemmm
————————————FUSARIUM B fueaamm
i s  H2 "
o Esx:m ;E H3 ) FUSARIUM w} F. subglufﬂr‘mns
FUSARIUM 23L FUSARILMOOS®  F. nygamai
7 = FUSARIUM 44 . FUSARIUM 53 —
FUSARIUM 201 FUSARIUM B2
™ FUSARIUM 234 H4 L) ’—E FUSARIUM 34
Cl FUSARIUM 68 = \_: FUSARIUM 54
FUSARIUM 22 67 FUSARIUM 72
FUSARIUM 36 % FUSARIUM 24 o g
- FUSSRUM T | e % 1 russame [ F-verticilioides
L | FUSARIUM 77 ——————FuUSARIUMSB
T9 Egﬁﬁ: ;5 H5 = FUSARIUM 108
FUSARIUM 70
F—  FUSARUMES FUSARIUM B4
[ ruse s
H6 F——— FUSARIUM 107
c Eﬁiﬁ:ﬁ: 331 4?9[ » FUSARIUM 101 ‘
———— FUSARUM45 H7 4|:EFUSAFIUM 104 F.incarnatum
FUSARIUM 81 9 FUSARIUM 103
FUSARIUM 53 71 FUSARIUM 105
F———————FUSARUM 78 H8 FUSARIUM 001~
—————U TR 4”[ FUSARIUM 109
FUSARIUM 42 H9 —%EFUSAWM% ™ F. proliferatum
A f————————FUSARIUM 61 B 4 FUSARIUM39 _|
L FusarRUM30 _J H10 Jowgroup  gw Pyriculario oryzae

Figura 8. Dendogramas generados a partir de secuencia gen TEFl-a (A) e HIS3 (B).
Agrupamiento de especies de los complejos F. fujikuroi (FFSC); F. oxysporum (FOSC); Fusarium

incarnatum-equiseti (FIESC). Andlisis en software MEGA 7.

2.3.4.1GS -RFLP

Se logr6 la amplificacion a partir de le region IGS de un fragmento de ADN de 2600 pb para cada
uno de los aislamientos (Figura 9), posteriormente el fragmento fue digerido con cada una de las
enzimas de restriccion (Alul, Rsal y Aval), los fragmentos de restriccion de menos de 200 pb no
se tuvieron en cuenta porque no se resolvieron claramente mediante electroforesis en geles de

agarosa al 2,0% (Figura 10). El detalle de los patrones de bandas o haplotipos y sus tamafios de
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fragmentos de restriccién estimados a partir de digestiones de DNA IGS se pueden observar en

la Tabla 3. Cada una de las enzimas de restriccion digirieron los productos de PCR entre uno y

siete fragmentos.

CV HYPII

Figura 9. Productos de PCR obtenidos a partir de amplificacion con cebadores de region IGS.

Fragmento de 2600 pb. Gel de agarosa al 2 %. Pozos 1 y 14: marcador de peso molecular de

5000 pb (Hyp IIl). Pozos 1 — 10: aislamientos de Fusarium. Pozos 11, 12 y 13: Control de reactivo

(CR) Controles positivos (CD y CV)

Tabla 3. Patron de restriccion (A — P) y tamafio de banda estimado (pb) a partir de la digestién

con las enzimas Aval, Alul y Rsal.

PATRON DE BANDAS DE RESTRICCION (PB)
RESTRICCION_________ Aval | _Aw | pRal |
A 1800, 900 800, 500, 490, 250 600, 550, 400
1200 750, 500, 490, 350 700, 600,
1600, 1190 600, 500, 490, 350 880, 600, 340,
1190, 900, 400 700, 490, 400, 350, 300 2600
1400, 1190, 400 1000, 500, 350, 200 1250, 700,

9O ZrXR~=—IO=mmMmOOw®

1190, 200, 130
1500, 750, 700, 650, 510

1400, 950, 200, 170
1190, 400

1190, 900, 400, 200
1800, 750

1550, 1400, 1190, 400
1400, 1100, 1000, 900, 800, 590, 250

2000 - 1400

1400, 690, 500, 490, 350,
480, 290, 260, 200
1500, 740, 710, 500, 300, 260
510, 490, 240, 200

2600, 2100, 1800, 1400, 1250, 760, 700,
1250, 880, 700, 600
700, 600, 500, 400

700, 500, 380
880, 700, 380
880,600,

900, 720,600, 560, 400, 350
720, 600, 500, 400
1250, 500, 400, 350
1300, 880, 750, 700, 600,560, 400, 350
880, 750, 730, 700, 400
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Dependiendo de la enzima y de los aislados, se resolvieron de 1 a 17 patrones de restriccion
diferentes. La enzima Rsa | y Ava | mostraron mayor variabilidad con 16 y 14 haplotipos
respectivamente (Tabla 3). Los Haplotipos formados por las enzimas estuvieron relacionados
con la especie obtenida y se pudo observar que los aislamientos de F. proliferatum presentaron

una menor variabilidad en comparacion con F. verticillioides esto de acuerdo con la tabla 4.

Tabla 4. Haplotipos generados a partir de IGS RFLP, de los aislamientos de Fusarium. Detalle

de los haplotipos obtenidos con cada aislamiento de acuerdo con cada enzima usada

| ESPECIE__ | AISLAMIENTO _______ |Aval | Alul | Rsal |HAPLOTIPO
1 A A A 1
60 K A A 2
5 B B B 3
46 H B | 4
49 H D | 5
109 M | M 6
107 G G N 7
101- 103- 104 - 105 G G N 8
6-22-30-31-35-36-37-38-39-40-42-61-
65-62-69-71-74-77-78-201 ¢ B c o
7-10 C B D 10
20 C B E 11
23 C B F 12
. 44 NA E | 13
F. proliferatum 45 C B H 1
53 C D C 15
66 C C C 16
68 C B G 17
81 C B M 18
106 C B 0] 19
8 B C B 20
24 C C J 21
34 D C C 22
51 | B J 23
54 J B K 24
F. verticillioides 59 B B K 2
64 | C J 26
70 C C J 27
72 E F L 28
82 F C J 29
102 N C J 30
108 L H P 31
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78 81 82 101 103 104 105 106 107 108 109 201 CD 44* CD* MP

I 1 VIEIE

MP 53 54 59 60 61 CD CV 37 38 39 42 44 45 46 49 51 mP

Figura 10. Fragmentos de restriccion generados con las enzimas Ava |, Rsa | y Alu I. Geles de
Agarosa (2%) de fragmentos de restriccién obtenidos a partir de la enzima (A) Ava |, (B) Rsa ;
pozos 1y 20 Marcador peso molecular 100 pb (MP), Pozos 2 - 17 aislamientos de Fusarium,
Pozos 18 y 19 Controles positivos y (C) Alu I; pozos 1, 9 y 20 Marcador peso molecular 100 pb

(MP), pozos 2- 6 y 10 — 19 aislamientos de Fusarium, Pozos 7 y 8 Controles positivos.

A partir del andlisis de conglomerados de UPGMA mediante el programa NTsys, se genero el
dendograma el cual mostré que los 54 aislamientos de Fusarium se dividieron en 15 grupos
separados (R1 — R15) (Figura 11). A partir de este dendograma se pudo evidenciar que F.
proliferatum se conformo por los grupos R4, R5, R6, R10 y R12; en cuanto a F. verticillioides los
grupos R7, R8 R9 Y R11 fueron los conformados para esta especie, cabe mencionar que en
grupos como R4 Y R3 donde se agruparon otras especies también se agruparon algunos

aislamientos de F. verticillioides; el grupo R1 Y R2 correspondié a F. oxysporum, en R3



encontramos a F. andiyazi y F. sacchari, en el grupo R13 se ubicé a F. sulawesiense y en

grupos R14 Y R15 a F. cf. Incarnatum y F. Cassiae respectivamente.

a7 07 [
Cocilicient
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R3

2R

R7|

R10
R11
R12

R13

R14

R13

1

co j|> F. oxysporum
v
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8 »
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6 } F. sacchari
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69

los

Figura 11. Dendograma obtenido a partir de matriz de similaridad mediante programa NTsys.

Basados en los patrones obtenidos con las enzimas de restriccion con los 54 aislamientos de

Fusarium.
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2.4. Discusioén

Teniendo en cuenta que Fusarium es un género de hongos que representa importancia a nivel
mundial, la identificacion precisa de las especies es de gran importancia para poder realizar una
deteccién y manejo rdpido de posibles enfermedades. Sin embargo, la caracterizacion
taxondmica ha sido inestable desde su descubrimiento (Torres-Cruz et al., 2022), esto debido a
gue diferentes especies pertenecientes a este género presentan diferencias contundentes en las
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y ecoldgicas. Durante el proceso de identificacion
molecular de los aislamientos de este estudio se evidencio que la coleccion estaba compuesta
principalmente por especies del Complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), siendo F.
proliferatum y F. verticillioides, las especies representativas de la coleccién ocupando un 79 %
del total de aislamientos, también se pudo evidenciar la variabilidad genética que presenta dentro
de las especies identificadas lo cual fue corroborado con el analisis filogenético a partir de la

secuenciacion y de los productos de restriccion.

Evidenciamos que las secuencias de los genes TEF 1-a e HIS3 empleados para identificacion
de especies fueron altamente resolutivos y nos permitieron un porcentaje de identificacion
bastante alto (98 % — 100 %). En la literatura se han encontrado varios genes evaluados a través
de combinaciones de cebadores y programas de PCR gque posibilitan llevar a cabo este proceso;
varios autores describen al gen TEF1-a como altamente discriminatorio y que se encuentra bien
representado en bases de datos publicas (Azuddin et al., 2021; Crous et al., 2021; Pramunadipta
et al., 2021; O’'Donnell et al., 2022b). Segun Qiu et al. (2020b), a partir de la secuenciacion de
genes como Histona 3 (HIS3) y factor de elongacion de la traduccion (TEF1-a) se evidencia una
amplia utilidad taxondmica en estudios realizados para el FFSC, asi como para otros miembros

del género Fusarium.
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En el articulo publicado por Torres-Cruz et al. (2022b), relacionan las principales justificaciones
en torno a la identificacién de especies de Fusarium con este Ultimo gen como son: i) capacidad
de resolver a nivel de especie o cerca de esta debido a que la proporcidén de regiones intrénicas
es igual o superior a 50, (ii) es un gen de copia Unica en Fusarium, y (iii) los cebadores estandar
(EF1y EF2) son aptos tanto para la amplificacion por PCR como para la posterior secuenciacion
de Sanger. Esto se pudo correlacionar con los porcentajes de identidad obtenidos que fueron
superiores al 98 % en cerca del 90 % de los aislamientos. En cuanto al dendograma generado
podemos evidenciar que los grupos obtenidos a partir de la secuencia son concordantes pues
estos se agruparon conforme a sus complejos de especies como en el caso de F. verticillioides
y F. proliferatum las cuales hacen parte del complejo de especies FFSC y se encuentran
estrechamente relacionadas. En el articulo publicado por Bao et al. (2023) donde se realiza un
andlisis filogenético que les permite caracterizar 123 aislamientos dentro del complejo FFSC, se
evidencia la capacidad del gen TEF1-a de agrupar correctamente las especies ya que en este
se establecio la presencia de especies como F. proliferatum, F. verticillioides, F. sacchari y F.
Andiyazi. También en el articulo publicado por Qiu et al. (2020c) se encontré6 que los arboles
filogenéticos forman grupos separados y bien sustentados, el autor reporta que “F. fujikuroi y F.
proliferatum se agruparon en un clado principal, y F. andiyazi y F. verticillioides estaban
estrechamente relacionadas”, esto se relaciona con la agrupacion conformada en el dendograma
generado a partir de las 54 especies analizadas pues F. verticillioides y F. andiyazi se encuentran
en grupos cercanos T4-T5 y T6 respectivamente asi como también podemos evidenciar que F.
proliferatum se agrupa en un clado principal como ocurre con lo reportado por el autor. También
se pudo evidenciar como las especies F. cassiae, F. sulawesiense y F. incarnatum son
agrupadas en un clado diferente pues estas hacen parte del complejo de especies Fusarium
incarnatum equiseti FIESC esto correlaciona directamente con lo reportado por Xi et al. (2021),
donde se evidencia la agrupacion de especies de acuerdo con la conformacién de estas dentro

de los diferentes complejos.
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La amplificacion por PCR de la regién IGS y su posterior analisis con RFLP, mostré la variacién
intraespecie que los aislamientos presentan, se definieron 13 haplotipos para F. proliferatum y
12 para F. Verticillioides encontrando asi que este Ultimo es una de las especies mas variables
de la coleccion teniendo en cuenta la cantidad de aislamientos correspondientes a esta especie.
Algunos autores refieren que la variacion puede estar asociada a cambios menores en la
composicion de nucleétidos que pueden generar la diferenciacion entre los patrones de
restriccion o también por variaciones en la longitud de la secuencia (Hsuan et al., 2010). También
se puede concluir que esta técnica se encuentra vigente, teniendo en cuenta los casos en los
gue se requiere hacer una verificacion puntual de la variabilidad genética que presenta un grupo
de especies las cuales se encuentran a su vez dentro de un complejo especifico como el FFSC,
lo que se demuestra con lo reportado por Pramunadipta et al. (2022); donde se realiz6 la
identificacion precisa de especies dentro de dos complejos de especies FIESC y FFSC, para esto
emplearon combinaciones de 3 enzimas de restriccibn donde evidenciaron 4 tipos de patrones
de fragmentos tras el analisis de esta técnica, a partir de este resultado el autor concluye que:
“el método PCR-RFLP se puede utilizar para identificar correctamente los hongos como método

alternativo”.

En el articulo publicado por Patifio et al. (2005), se reporta variabilidad genética en aislamientos
de F. verticillioides, encontrando enzimas que presentan una alta discriminacién intraespecie lo
gue posibilita relacionar esta informacién con la capacidad de patogenia del aislamiento de
acuerdo con su grupo filogenético. En este articulo, de 15 aislamientos evaluados fueron
encontrados cuatro haplotipos diferentes. Lo que demuestra la variabilidad que presenta esta
especie; inclusive en estudios mas recientes se sigue evidenciando la variabilidad presente dado
gue en el articulo publicado por Azuddin etal. (2021b), se muestra la alta variabilidad
intraespecifica en aislamientos de F. proliferatum; en este el autor atribuye esta variabilidad a

factores como el huésped infectado o los sustratos que ocupe este patdégeno.
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Teniendo en cuenta la técnica empleada se evidencia la ventaja que tiene por ser una
herramienta molecular rapida, simple y precisa que posibilita la elaboracién de perfiles e
identificacion de poblaciones (Tabit, 2015). En caso de identificarse en campo, estas técnicas
nos permitiran aproximar a la poblacion posible a la que se puede enfrentar el investigador; pero
el desarrollo de la técnica requerird un entrenamiento visual del analista para determinar el

tamano de las bandas con precision.

A partir de los hallazgos encontrados es importante dirigir la mirada hacia el complejo de especies
encontradas pues debemos tener en cuenta que el complejo de especies de F. fujikuroi (FFSC)
es uno de los complejos principales del género Fusarium e incluye mas de 50 especies
filogenéticamente distintas. Dentro del complejo encontramos a F. verticillioides (teleomorfo,
Gibberella moniliformis), F. fujikuroi (teleomorfo, G. fujikuroi) y F. proliferatum (teleomorfo, G.
intermedia), los cuales son bien conocidos por la capacidad de ocasionar enfermedades
devastadoras en los principales cereales como maiz, soja y arroz, generando reducciones
significativas en el rendimiento de estos cultivos y posteriormente perdidas a nivel econémico
(Qiu et al., 2020; Nicolli et al., 2020). Este complejo cobra importancia ya que dentro de sus
factores de patogenicidad se encuentra la produccién de una amplia gama de micotoxinas dentro
de estas las fumonisinas las cuales se asocian a las especies de F. prolifetatum y F. verticillioides.
Lo anterior tiene relacién con el articulo publicado por Jiang et al. (2020b), donde realizaron
estudio de diversidad de especies en arroz y reportaron un alto porcentaje de especies del

complejo en diferentes provincias de China y la asociacion de estos con enfermedades.
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3. Capitulo 3. Caracterizacion de la produccion
In vitro de micotoxinas de las especies de

Fusarium identificadas.

3.1. Introduccién

Las preocupaciones sobre la seguridad alimentaria estan creciendo a nivel mundial, incluido el
tema de la contaminacién de los alimentos por micotoxinas desde la granja hasta la mesa. Los
hongos productores de micotoxinas estdn muy extendidos en todo el mundo y estan presentes
en cantidades variables en los productos agricolas. Estos hongos filamentosos a menudo crecen
en plantas comestibles y contaminan los alimentos y piensos con concentraciones de

micotoxinas toxicolégicamente significativas (Ekwomadu et al., 2021).
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Varias especies de Fusarium que infectan los granos de arroz pueden producir una gran gama
de micotoxinas perjudiciales para la salud humana y animal. Por lo general, se aislan de plantas
0 paniculas sin sintomas o0 anomalias aparentes de la enfermedad (Santos et al., 2022; Nicolli
et al., 2020). Dentro de estas toxinas uno de los grupos mas importantes descritos corresponde
a las Fumonisinas de las cuales AFB1 y AFB2 son las micotoxinas méas frecuentemente
documentadas. De esta manera, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC
por sus siglas en inglés) clasifica las Fumonisinas como pertenecientes al Grupo 2B, lo que
significa que son posiblemente cancerigenas para los seres humanos, pues se han asociado con

tumores esofagicos y toxicidad hepéatica. (Santos et al., 2022).

La principal fuente de contaminacién por fumonisinas proviene de diversas especies del complejo
Fusarium fujikuroi (FFSC) (Sultana & Suga, 2021), entre las cuales destacan F. verticillioides, F.
proliferatum y F. fujikuroi (Li et al., 2021). Aunque las fumonisinas son micotoxinas de estructura
relativamente simple, su biosintesis requiere un grupo complejo de genes que abarca 42 kb de
longitud. EI primer gen identificado en esta via es FUM1, considerado el gen clave, que codifica
una policétido sintasa (Ferrigo et al., 2021; Lazzaro etal.,, 2012). La interrupcion de FUM1
bloguea la produccién de fumonisinas en especies de Fusarium (Sun et al., 2019; Alexander et
al., 2009). Adyacente a FUM1 se encuentra el regulador transcripcional FUM21, inicialmente
descrito en F. verticillioides y posteriormente en otros miembros del complejo Fusarium fujikuroi,
como F. proliferatum. La proteina FUM21 contiene un dominio de unién al ADN Zn(11)2Cys6, lo
gue sugiere su papel en la regulacion transcripcional y, por ende, en la sintesis de fumonisinas

(Fanelli et al., 2013; Gil-Serna et al., 2019; Qu et al., 2024).

Las fumonisinas cobran importancia en el ambito investigativo para garantizar un control
adecuado de los alimentos y los cultivos. Por ello, se buscan métodos analiticos capaces de
identificar y cuantificar estas micotoxinas. Las técnicas empleadas deben ser sensibles,

selectivas y robustas para proporcionar datos confiables que apoyen el monitoreo de riesgos, el
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control de calidad y la investigacidon. Los métodos mas recientes para la deteccion de fumonisinas
incluyen técnicas Opticas y biosensores. Entre ellos, se destacan la cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC-MS), la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Sohrabi et al., 2021). La cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) ha sido uno de los métodos més investigados para el andlisis de
micotoxinas. Su alta sensibilidad y selectividad en un amplio rango de concentraciones la
convierten en una opcion ventajosa para este tipo de andlisis (Ji et al., 2019). Para la deteccion
de micotoxinas mediante HPLC, se suelen utilizar detectores UV, de fluorescencia o
espectrometria de masas (MS). Ademas, se puede combinar con sistemas de deteccion
adicionales, como MS/MS, para mejorar aun mas la sensibilidad. Otra alternativa bastante util y
especifica empleada en la deteccidn de estas micotoxinas es la Cromatografia de alta eficiencia
(HPLC por sus siglas en ingles), la cual es una técnica destacada por su precision y exactitud y

es usada en analisis cuantitativos y cualitativos (Sohrabi et al., 2021).

En este capitulo se presenta la investigacion realizada en torno a la deteccién de micotoxinas en
la coleccion estudiada; dado que la mayoria de los aislamientos caracterizados molecularmente
correspondian a Fusarium proliferatum y Fusarium verticillioides, se analizé el grupo de las
fumonisinas; para ello, se utilizaron los primers FUM1 y FUM21 con el objetivo de confirmar la
presencia de los genes responsables de su biosintesis mediante PCR convencional.
Posteriormente, se evalud la capacidad de estos aislamientos para producir fumonisinas in vitro,
donde para este caso la presencia de estas micotoxinas fue detectada mediante HPLC la cual
es una de las metodologias de eleccion cuando la finalidad es la cuantificacion (Santos et al.,
2022b), adicionalmente esta es una de las técnicas que se destaca por su alta sensibilidad y
especificidad en la deteccion con un limite bajo de alrededor de 0,001 pg/g de fumonisinas

(Deepa & Sreenivasa, 2019; Gao et al., 2023).
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Identificacidn de genes asociados con la produccion de

micotoxinas mediante PCR de punto final.

Para el desarrollo de esta prueba, se emple6 la metodologia reportada por Baird et al. (2008) con
algunas modificaciones, para la amplificacion especifica de los genes asociados a la sintesis de
fumonisinas FUM1 'y FUM21 utilizando los cebadores FUM1 Fw (5-
CCAAACAATCCCTCCAAACATC-3") y Rv (5'-TGCAGCAGAAAGGACATAGAG-3) con un
fragmento esperado de 462 pb, y FUM 21 Fw (5"-CCTTCCACCTAGCTTTCCATATAC-3) y Rv

(5"-GAAGTCGAATCATCGCCTACTC-3") con un fragmento esperado de 462 pb.

La PCR se realizé en un termociclador Biorad, el volumen de reaccion fue de 15 pL; la mezcla
de amplificacion consto de 1.0 uL de ADN (20 ng/ul), 2,0 mmol de MgCl2, 1X Tampén de PCR,
0,16 mmol de mezcla dNTP (Sigma), 2,0 unidad de Taq polimerasa (Sigma) y pares de cebadores
especificos para los genes anteriormente mencionados a una concentracion de 0,15 pmol. Las
condiciones de ciclado de PCR se llevaron a cabo con una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4
min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, 55 °C por 1 miny 72 °C durante 1 min, con

una extension final de 72 °C durante 7 min.

El producto de PCR aobtenido se corrié en gel de agarosa al 1,5 % (Promega) en tampdn TAE
durante 45 min a 75V / 150 mA y se tifilo con SYBR Safe para visualizarlo en un transiluminador
UV. El tamafio del fragmento obtenido se estimd y determind por comparacion con marcadores

de peso molecular.

3.2.2. Deteccién y cuantificacion de Micotoxinas in vitro.

Para la evaluacién de micotoxinas producidas por los 15 aislamientos seleccionados de acuerdo

con las especies encontradas y su variabilidad genotipica se utilizd la metodologia descrita por
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Fodor et al. (2006), donde se aplicé la técnica de HPLC-espectrofluorometria. Se emplearon
patrones de Fumonisinas (FUM) de acuerdo con las especies obtenidas y la verificacién en

literatura.

Se estandarizaron las condiciones de produccién in vitro de micotoxinas en donde inicialmente
se realizo la inoculacion de los aislamientos en PDA durante 7 dias en oscuridad a 25°C,
posteriormente se realizO un repique del aislamiento recuperado a medio liquido Czapeck

permitiendo el crecimiento durante 7 dias en constante agitacion a 25 °C.

Los conidios obtenidos en el medio liquido se filtraron y posteriormente fueron resuspendidos en
solucién salina ajustando la concentracion a 10° conidios/ml. Paralelamente, en Erlenmeyer de
125 ml fueron colocados 30 gr de semilla, las cuales fueron previamente esterilizadas en
autoclave por 1 hora a 121 °C por 2 dias consecutivos. A las semillas esterilizadas se le
adicionaron 30 ml de agua destilada estéril mas 1 ml de la concentracion de conidios de 10°y se
incubaron a 25 °C durante 1 hora en agitacion constante. Posterior a esto se filtraron las semillas
con el fin de retirar el exceso de agua y se llevaron a incubacién durante 21 dias en oscuridad a
25 °C. Pasados los 21 dias se auto clavaron las semillas para evitar la proliferacion del hongo y

de ahi se llevaron a secado durante 24 horas a 60 °C para el proceso de extraccion.

Posteriormente las semillas fueron llevadas al Laboratorio de Toxicologia, Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia, Universidad Nacional de Colombia el cual se encuentra bajo la
direccion del profesor Gonzalo Jair Diaz Gonzalez; donde se realiz6 la respectiva extraccion;
cada muestra de semillas de arroz correspondié a un peso aproximado de 25 g, los cuales se
molieron en su totalidad utilizando un molino de laboratorio (IKA modelo All, Alemania).
Posteriormente se pesaron 5,0 g de la muestra molida, los cuales se llevaron a un frasco de vidrio
con tapa rosca de 100 ml de capacidad a los que se adicionaron 20 mL de solvente de extraccion

(acetonitrilo: agua, 50:50, v/v). La muestra y solvente se agitaron durante una hora a 300 rpm
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utilizando un agitador orbital (Heidolph Unimax 2010, Alemania). El extracto se filtr6 a través de
papel cualitativo (Whatman No. 4) y se colectaron cerca de 2 ml del filtrado en un tubo de ensayo
de 10 ml de capacidad. Del filtrado se tomaron 200 ul en un tubo de microcentrifuga de
polipropileno a los cuales se adicionaron 800 pl de agua ultrapura, agitando vigorosamente en
agitador de vortice (Heidolph REAX control, Alemania). El tubo con la mezcla se centrifugd a
14000 g durante 5 minutos (Hermle Z233 M-2, Alemania) y el sobrenadante se filtré en un vial
ambar de auto muestreador de 1,5 ml de capacidad a través de una membrana PTFE hidrofilica

de 13 mm de diametro por 0,22 um de diametro de poro para su posterior analisis por HPLC.

3.3. Resultados

Tras la verificacion de las especies bajo técnicas moleculares descrito en el capitulo 2 y
evidenciando que el mayor porcentaje dentro de la coleccion correspondia a F. proliferatum y F.
verticillioides. Se realizé la caracterizacién de la produccion de micotoxinas puntualmente de
Fumonisinas esto de acuerdo con lo descrito por la literatura en cuanto a las especies y las

micotoxinas que producen.

3.3.1. Identificacién de genes asociados con la produccion de

micotoxinas mediante PCR convencional

La amplificacion con los cebadores FUM 1 y FUM 21 fue exitosa, logrando productos de
amplificaciéon de 412 pb y 461 pb respectivamente; la amplificacion fue llevada a cabo en todos
los aislamientos de Fusarium, en este caso se pudo observar que los aislamientos de F.
proliferatum y F. verticillioides generaban bandas consistentes y del tamafio esperado (Figura 12
y 13). En cuanto a las otras especies identificadas se presentaron amplificaciones inespecificas

e inclusive no se gener6 amplificacion del gen (Figura 13).
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Figura 12. Gel de electroforesis al 1.5 % con productos de PCR gen FUM 1. Pozos del 2- 8, 11
— 14, 16 - 18 aislamientos positivos para el gen de biosintesis de fumonisina; pozos 9-10 y 15

aislamientos no productores de esta toxina; Pozos 1y 20 Marcado de peso molecular Hyperlader
50 pb Bioline (MP).
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Figura 13. Gel de electroforesis al 1.5 % de productos de PCR gen FUM 21. Pozos 5y 9 muestras
positivas correspondientes a F. proliferatum; pozos 2- 4, 6-8 muestras negativas en la produccion
de fumonisinas, inespecificidades en la amplificacion, pozo 10 control positivo, pozo 11 Control

de reactivo. Pozos 1y 12 Marcador de peso molecular Hyperlader 50 pb Bioline (MP).
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Tras la amplificacion de estos genes se encontré que el 68 % de los aislamientos identificados
(38) fueron positivos para los genes que se encuentran implicados en la biosintesis de
Fumonisinas, de estos F. proliferatum es la especie que presenté mayor nimero de individuos
con amplificacién de los genes FUM 1Y FUM 21 con 31 y 30 aislamientos respectivamente, y en
segundo lugar se encontr6 a F. verticillioides con 9 aislamientos y 5 aislamientos positivos para
cada gen respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Reporte de presencia y ausencia de genes FUM1 Y FUM 21 en los aislamientos de las
especies de F. oxysporum, F. andiyazi, F. proliferatum, F. verticillioides, F. sacchari, F.

sulawesiense, F. incarnatum y F. cassiae.

ESPECIES CANTIDAD DE AISLAMIENTOS AISLAMIENTOS POSITIVOS
EVALUADOS FUM 21 AISLAMIENTO FUM 1 AISLAMIENTO
FUS_ 6, 7, 10, 20, 22, 30, 31, 35, 36,37, FUS 6, 7, 10, 20, 22, 30, 31, 35, 36,37,
F. proliferatum 31 30 38,39,40, 42, 44, 45, 53, 61, 62, 65, 66, 31 | 38,39,40, 42, 44, 45, 53, 61, 62, 65, 66,
68, 69, 74, 77, 78, 81, 106, 201 68, 69, 71, 74, 77,78, 81, 106, 201
F. verticillioides 12 5 FUS_24, 34, 54, 59, 82 9 FUS 8, 24, 34, 51, 54, 59, 72, 82, 102
F.oxysporum 2 1 FUS_1 1 FUS_1
F. andiyazi 1 1 FUS_5 1 FUS_ 5
F. sacchari 2 2 FUS 46, 49 0 -
F. cassiae 1 1 FUS_109 0 -
F. cf. incarnatum 1 0 - 1 FUS 107
F. sulawesiense 4 0 0 -
3.3.2. Deteccién y cuantificacion de Micotoxinas in vitro

De los 54 aislamientos, se realizé la caracterizacion en la produccién de fumonisinas in vitro a 15
aislamientos, los cuales se relacionan en la Tabla 6, estos fueron elegidos de acuerdo con la
amplificacién de genes TEF1-a e HIS3 y la conformacién de grupos en el arbol filogenético, asi

como la amplificacién de genes implicados en la produccién de fumonisinas.

En el andlisis realizado por el Laboratorio de Toxicologia bajo la direccion del profesor Gonzalo
Jair Diaz Gonzalez se encontré que de los quince aislamientos siete eran productores de
fumonisinas en niveles que oscilaban entre 302 a 9661 pg/kg. (Tabla 6). Se encontrdé que estos
aislamientos produjeron FB1, FB2 y FB3 dentro de estos FB1 es la fumonisina que presenta la

mayor concentracion con valores de 6736 — 150 pyg/Kg; también se encontré que el aislamiento
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con una mayor concentracion total de fumonisinas fue FUS_81 con 9661 ug/Kg seguido de
FUS_201 el cual obtuvo una concentracion total de 3183 ug/kg, los dos aislamientos
correspondieron a F. proliferatum; en cuanto al aislamiento con la mas baja concentracion
encontramos a FUS_8 con una concentracién total de fumonisinas de 302 ug/Kg; se evidencio
gue este Ultimo correspondia a la especie F. verticillioides. Se pudo determinar en este caso que

de los siete aislamientos seis correspondieron a F. proliferatum y uno a F. verticillioides.

Tabla 6. Resultados de analisis de la produccién de Fumonisinas in vitro mediante HPLC —
espectrofluorometria. Reporte de produccion en pg/kg para FB1 — FB2 Y FB3 de 15 aislamientos
correspondientes a F. proliferatum y F. verticillioides. Andlisis desarrollado por el Laboratorio de

Toxicologia de la universidad Nacional Facultad de Veterinaria.

ANALISIS DE FUMONISINAS
Técnica: AOAC 995.15 HPLC-espectrofluorometria LOD (pg/kg) FUM B1 30, FUM B2 15, FUM B3 15
Fecha de analisis: 6-Diciembre-2023 LOQ (pg/kg) FUM B1 100 FUM B2 50, FUM B3 50
AISLAMIENTO ESPECIE FB1(pg/kg) | FB2 (pg/kg) FB3(pg/kg) | FUM Total (pg/kg)
FUS 81 6736 109% 18.29 9661
FUS 201 2214 118 851 3183
FUS 53 1835 116 309 2260
FUS 106 585 108 1346 2039
FUS 36 F. proliferatum 491 182 578 1251
FUS 77 459 147 246 852
FUS7 N.D. N.D. N.D.
FUS 10 N.D. N.D. N.D.
FUS 40 N.D. N.D. N.D.
FUS8 150 N.D. 152 302
FUS51 F. verticillioides N.D. N.D. N.D.
FUS 82 N.D. N.D. N.D.
FUS 60 F. oxysporum N.D. N.D. N.D.
FUS 46 F. sacchari N.D. N.D. N.D.
FUS 101 F. sulawesiense N.D. N.D. N.D.
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3.4. Discusioén

Las micotoxinas son sustancias téxicas que se encuentran de forma natural en alimentos y
piensos. Se originan como metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos en
condiciones éptimas de temperatura y humedad (X. D. Sun et al., 2017). La contaminacion por
micotoxinas en el arroz se ha reportado en menor medida que en el trigo o el maiz. No obstante,
hay informes que reportan contaminacién en arroz por micotoxinas como la aflatoxina B1, B2,
G1, G2 (AFS), citrinina, deoxinivalenol (DON), fumonisina B1, B2, B3 (FMS), fusarenon-X (Fus.
-X), nivalenol (NIV), ocratoxina A (OTA), esterigmatocistina (STE) y zearalenona (Tanaka et al.,
2007b). En esta fase del proyecto se evidencié lo reportado en la literatura, encontrando que, a
nivel molecular el reporte de genes biosintéticos FUM1 y FUM21, estan presentes en F.
verticillioides y F. proliferatum en un 68 %, lo que correlaciono directamente con la produccion in
vitro de estas toxinas demostrando que F. proliferatum fue el principal productor con 6 muestras
positivas para FB1, FB2 Y FB3 de los 9 aislamientos correspondientes a esta especie, seguido
de 1 aislamiento positivo para FB1 Y FB3 en F. verticillioides a partir de los 3 aislamientos

analizados.

Segun Kushiro et al. (2012), se reporta la produccion de Fumonisinas en planta de arroz
ocasionada por F. proliferatum; mencionan que este patdgeno presenta una alta afinidad con los
granos de arroz teniendo en cuenta que a partir de estas fue aislado, en este también reportan
el nivel obtenido de FB1 mediante LC-MS/MS el cual fue de 3 ng/g, y los LOD para FB2 y FB3
fueron de 4 ng/g. Se confirmé la acumulacion de FB1 en todos los granos inoculados con
concentraciones desde trazas hasta 21 ng/g. En otro estudio realizado por Mati¢ et al. (2013) se
reporta a F. verticillioides en dos aislamientos de China, como el principal productor de FB1 (22
— 50 ug/g) y FB2 (380 y 834 ug/g) superando inclusive a F. proliferatum. En el estudio realizado

por este autor se muestra por primera vez la influencia de la luz en la producciéon de Fumonisinas
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de los aislamientos de F. fujikuroi, F. proliferatum y F. verticillioides recuperados de arroz. El
autor pudo concluir que “la incubacion en oscuridad indujo la sintesis de fumonisinas en todas
las especies de Fusarium del arroz analizadas, pero las condiciones de luz fueron mas
estimulantes para la produccion de fumonisinas”. En nuestro estudio pudimos evidenciar lo
reportado por este autor y podemos atribuir el por qué solo 1 de los aislamientos de F.
verticillioides fue productor de FB1 y FB2, mientras que F. proliferatum tuvo una mayor capacidad
de produccién de todas las fumonisinas adicional a que esto se relaciona directamente con el
analisis molecular de genes biosintéticos los cuales en el caso de F. proliferatum fueron

reportados positivos tanto para FUM1 como FUM21.

Es crucial considerar que los aislamientos que mostraron resultados positivos en el analisis
molecular, indicando un potencial para la produccion de fumonisinas, podrian no necesariamente
reflejar la presencia de FB1, FB2 y FB3 durante el andlisis in vitro. Este fendmeno podria estar
influenciado por diversos factores, como la fuente del hospedero, las condiciones de cultivo e
incluso variaciones reportadas entre aislamientos de la misma especie (Qiu et al., 2020b). Esto
también se comparte con la perspectiva de Covarelli et al. (2012) quien refirié en su estudio que
algunas cepas de F. verticillioides no eran productoras de fumonisinas a pesar de contar con
genes biosintéticos para fumonisinas, en este caso el autor atribuye este comportamiento a la
variabilidad fenotipica que puede poseer cada uno de estos, asi como a posibles mutaciones en

los genes FUM o por expresiones alteradas del mismo.

Es importante destacar que estos resultados son un paso inicial en la evaluacion de fumonisinas
en Colombia a partir de semillas de arroz y su asociaciébn como patégeno; asi como plantear una
matriz mas amplia en la cual se puedan evaluar un nimero mayor de aislamientos con el fin de
poder determinar si en efecto existe una variacién con respecto a lo mencionado anteriormente,
esto dard una mayor vision y permitird avances para estructurar mejor la patogenia de este tipo

de hongos. También es importante mencionar los procesos de manejo de los diferentes granos
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postcosecha, ya que como bien sabemos el arroz posterior a su proceso para conservacion
presentan una larga vida util y en ocasiones dependiendo del manejo que se le dé a este cereal
son almacenados durante largos periodos de tiempo, ignorando la presencia de micro hongos y
la posibilidad de estos de generar micotoxinas; el conocimiento de la presencia de estos
microrganismos en los cereales, posibilita generar un control mediante diferentes medidas de
prevencion y descontaminacién, la limpieza manual entre otros que posibiliten la reduccion de

este tipo de micotoxinas a fin de evitar que lleguen al consumidor final.
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4. Capitulo 4. Evaluacion del desarrollo de
sintomas en plantas de arroz a partir de la
iInoculacion de las especies de Fusarium

identificadas.

4.1. Introduccidn

El arroz es uno de los cereales que es susceptible a multiples enfermedades ocasionadas por
hongos. F. verticillioides y F. proliferatum son unos de los patdgenos que se han asociado a
diferentes enfermedades en la planta de arroz, estos no solo provocan enfermedades
devastadoras en este tipo de cultivos, sino que también generan una amplia gama de metabolitos
secundarios toxicos o micotoxinas (Wang et al., 2022), entre los que se incluyen las fumonisinas

como se menciond en el capitulo anterior.
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Existen diferentes enfermedades que han sido asociadas a estas especies flngicas, dentro de
las cuales se describe la pudricion de la espiguilla del arroz, la cual ha sido reportada en Japon
desde 1900 y desde ahi se ha venido reportando en paises de Asia, Africa, América del sur y del
norte, Australia y paises Europeos como Francia, Espafa, Suiza, Portugal Grecia y Turquia
(Laha et al., 2017) esta enfermedad es compleja porque es ocasionada por multiples patégenos
dentro de los cuales encontramos adicionalmente otras especies de Fusarium spp.
(Pramunadipta et al., 2021), la enfermedad se caracteriza por manchas de color marron rojizo en
las glumas en la etapa de floracion y en el estado lechoso que posteriormente pasan a ser marron
oscuro durante la etapa de maduracion (Wang et al., 2022b), las manchas presentan bordes
irregulares que miden entre 0,5y 1,5 cm de largo y que se alargan y fusionan con el tiempo
cubriendo toda la vaina de la hoja (Pramunadipta et al., 2021). También se reporta que las
espiguillas afectadas pueden estar parcialmente llenas o abortadas y por lo tanto no producen
granos comestibles (Wang et al., 2022b). Otra enfermedad que a su vez se ha reportado con
mayor frecuencia es el Bakanae (palabra de origen japones) que significa “plantulas tontas”
donde el sintoma mas evidente es al alargamiento anormal debido a la produccién de acido
giberélico y el amarillamiento de las plantulas infectadas, esta enfermedad es principalmente

transmitida por semillas (Amatulli et al., 2010; Quazi et al., 2013).

Dada la importancia de los hallazgos encontrados hasta el momento, en el presente capitulo se
muestra la capacidad que presentan los aislamientos que fueron analizados en la produccion de
fumonisinas e identificados como parte del complejo de especies de Fusasium fujikuroi, en la
generacion de sintomas que puedan estar asociados posteriormente a algun tipo de enfermedad,
para lo cual se realizaron estudios en semilla y en planta. De acuerdo con reportes de en la
literatura se sabe que Fusarium spp. ha sido asociado como patégeno transmitido por semillas;
aun asi, el mecanismo de infeccion de Fusarium desde la semilla hasta la planta no se ha

abarcado completamente (Pramunadipta et al., 2021).
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4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Evaluacion de la inhibicion de la germinacion de semillas
de arroz por Fusarium proliferatum y Fusarium

verticillioides en condiciones in vitro

Los ensayos se realizaron con siete aislamientos de Fusarium identificados con técnicas
moleculares y productores de fumonisinas, teniendo en cuenta que fueran las especies de F.
verticillioides (un aislamiento) y F. proliferatum (seis aislamientos), adicionalmente se incluy6 un
control de la especie F. oxysporum empleado durante la identificacibn molecular, ademas de
agua destilada como control negativo. Para esto se realizé la inoculacion de los aislamientos en
Agar PDA, los cuales fueron incubados por siete dias en oscuridad a 25 °C; posteriormente se
realiz6 su inoculacién en 50 ml de medio liquido Czapeck con el fin de realizar la produccion de

conidios, para esto se incubaron durante siete dias, en agitacion constante a 25 °C en oscuridad.

A los siete dias de crecimiento del hongo, se realiz6 la esterilizacion superficial de las semillas
de la variedad FL-F68 (previa prueba de germinacion que correspondio al 86%), sumergiéndolas
en solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante 4 minutos, seguido de esto se realizaron 4
lavados con agua destilada estéril, para posteriormente realizar tratamiento con etanol al 75 %
durante 4 minutos Yy asi continuar con 5 lavados con agua destilada estéril; finalmente las
semillas fueron embebidas en agua destilada estéril durante 24 horas y preservadas a

temperatura de 25 °C.

La concentracion de conidios se ajusté a 10° conidios/mL obteniendo un total de 25 mL del
inoculo, posteriormente las semillas fueron colocadas con el indculo o solucién salina estéril (para
el caso del control negativo) y se dejaron durante 24 horas en agitacién constante a 25°C.

Pasadas las 24 horas en cabina de flujo laminar, se retir6 el inoculo y/o solucién salina de las
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semillas de acuerdo al tratamiento; las semillas fueron transferidas a cajas de petri las cuales
tenian papel absorbente himedo, se colocaron 10 semillas por caja y se realizaron 4 cajas por
aislamiento. Las cajas de Petri fueron llevadas en camara hiumeda a incubacion durante 7 dias

en oscuridad a 25 °C.

Al cumplirse 7 dias de la incubacion se realizé la evaluacion de la severidad en la infeccion.
Teniendo como referencia diferentes grados de germinacion basandonos del protocolo de
investigacion de Fedearroz para evaluacion de patogenicidad en semilla FR-0015-AT-PR-0013
donde se tomaron las siguientes escalas de germinacioén: A= semilla con hoja primaria mayor a
4 cm y hoja secundaria, raicillas y coleéptilo; B= semilla con radicula mayor a 4 cm, raicillas y
coledptilo; C= semilla con radicula alargada y con raicillas; D= semilla con radicula mayor a 2

cm; E= semilla con radicula y F=semilla sin germinacién. (figura 14).

Fueron evaluadas en total cuarenta semillas por aislamiento, para establecer el indice de
enfermedad se utilizé la formula: ((NA)+(NB)+(NC)+(ND)+(NE)+(NF)) / N TOTAL. Para
establecer diferencias entre el porcentaje de inhibicién de los aislamientos fueron aplicados los
supuestos de distribucion normal de los datos y posteriormente fueron analizados con la prueba

de Fisher con el software Infostat version del 2020.
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Figura 14. Escala de evaluacion de inhibicién en la germinacion de semillas. Estadios de A — F.

Adaptado de protocolo interno FEDEARROZ basado en la Escala de Florez & Vélez, D. (2011)

4.2.2. Prueba de patogenicidad en planta de arroz.

Para este ensayo se tomé como referencia la metodologia reportada por Kushiro et al. (2012)
con algunas modificaciones; se usaron los mismos siete aislamientos de Fusarium evaluados en
el numeral anterior. Estos fueron cultivados en 50 mL medio liquido Czapeck a 25°C durante
siete dias en oscuridad. Posteriormente los conidios se obtuvieron filtrando en malla de gasa
estéril y se ajusté la concentracion de conidios a 1 x 108 conidios/ml. Para este procedimiento se

utilizaron semillas de la variedad FL-F68, la cual actualmente se estd comercializando.

Para optimizar las condiciones de crecimiento de las plantas, este ensayo fue realizado en Centro
experimental Santa Rosa de Fedearroz ubicado en Villavicencio Meta, donde se emplearon 28
materos para realizar los ensayos por triplicado con cada aislamiento (7 aislamientos de
Fusarium previamente caracterizados, 1 control negativo correspondiente a agua destilada

estéril) las semillas fueron colocadas en estos materos con turba y se espero la germinacion de
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las mismas para colocar solucién nutritiva (NH2NO3, NaH2Po4H20, K2S04, CaCI2H20, MgSO4
7H20, FeSO4 7H20) con el fin de brindar las condiciones oprimas de crecimiento de la planta de
arroz, esta solucién se cambiaba cada 8 dias y se ajustaba el PH a 5,2. Adicionalmente se instal6
un aireador para suministrar oxigeno a las plantas para poder brindar una mejor condicion de

crecimiento.

En el dia sesenta de crecimiento se asperjaron las plantas con la suspension de conidios en
concentracion de 1 x 10° conidios/mL, procurando que cada planta quedara lo suficientemente
hameda (para esto se requirieron entre 150 y 200 ml de la suspension por planta). Los controles
negativos, fueron plantas de arroz asperjadas con agua destilada en vez de la suspensién de
conidios. La primera inoculacion se realizd entre el dia 7 - 10 después de iniciar la etapa de

floracion; la segunda inoculacion se llevé a cabo en la etapa de estado lechoso.

Inmediatamente después de la inoculacion, las plantas de arroz se cubrieron con un plastico y
se mantuvieron en oscuridad durante 2 dias a 25 °C, regandolas constantemente, para generar

una camara humeda.

La evaluacion de sintomas en las plantas de arroz se realizé de acuerdo con los sintomas
presentados por cada especie, llevando a cabo un registro fotogréafico al grano pastoso o
seguimiento de sintomas hasta la cosecha, para evaluar la severidad del sintoma de manchado
de grano de la infeccién se seleccionaron completamente al azar tres paniculas por tratamiento
veinte granos por panicula, tomando como base la escala reportada por CIAT (figura 15).
Posteriormente se calcul6 el indice de enfermedad para cada uno de los tratamientos mediante
la formula ((N*1) +(N*3) +(N*5) +(N*7) + (N*9) / N TOTAL. Para establecer diferencias entre los
sintomas causados por los aislamientos evaluados, se comprobaron los supuestos de
normalidad de los datos y posteriormente se realizé un andlisis de varianza con la prueba de

Fisher. Para establecer similaridad de los érganos de la planta con sintomas y las principales
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especies se realiz6 un analisis de conglomerados utilizando el indice de DICE con el software

infostat version 2020.

Escala de manchado de grano, tomado de CIAT.

Figura 15. Escala de evaluacién de manchado de grano. Estadios de 1 — 9, donde 1 indica
ausencia de manchado de grano y 9 indica grano severamente manchado. Tomado del CIAT

(1984).

Posteriormente se realiz6 el célculo del indice de enfermedad a partir de la evaluacion de tres
paniculas tomadas por cada uno de los tratamientos donde se evaluaron completamente al azar

el manchado de grano de 20 semillas por panicula.

Para confirmar la colonizacion, se realiz6 un reaislamiento de hongos de los granos en el
momento de la cosecha. Los granos con cascara se obtuvieron de las plantas de arroz
previamente inoculadas, estos se esterilizaron superficialmente con una solucion de hipoclorito
de sodio al 1% durante 1 min, y luego se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril. Se
colocaron 10 a 13 granos por muestra en una placa de agar al 2 %. Las placas se incubaron a
25 °C durante 7 dias. La recuperacion de Fusarium se conté como el numero de colonias por
muestra analizada, posteriormente se realizé la identificacion molecular para corroborar la

presencia del patégeno por medio de secuenciacion del gen TEF1-a.
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4.3. Resultados

4.3.1. Evaluacion de la inhibicion de la germinacion de semillas de
arroz por Fusarium proliferatum y verticillioides en condiciones in

vitro

A partir del analisis llevado a cabo, se observé que en todas las muestras de semillas inoculadas
con los aislamientos hubo disminucién de germinacién en comparacién con el grupo de control
negativo (figura 17). Se tomaron en cuenta los estadios D, E y F, para determinar los porcentajes
de inhibicién, los cuales variaron entre el 10 % el 60%. Se identificé que los aislamientos FUS_36
y FUS 106 fueron los que indujeron una mayor inhibicion en la germinacion, registrando
porcentajes del 60% y 40% respectivamente. Seguido de FUS_81 con un 30%, FUS_53 con 25
% y FUS_8 con 20 %. También se encontraron aislamientos con una menor capacidad de
inhibicién en la germinacién como el caso de FUS_77 con 10% y FUS_201 teniendo un resultado
de 5% para los estadios antes mencionados lo cual es muy similar al resultado obtenido en el

control con agua estéril que fue de 2,5 %.

o I
17 ¢

F. proliferatum

F. proliferatum

Figura 16. Inhibicion en la germinacion de semillas de arroz posterior a tratamiento con in6culos
de Fusarium. Verificacion de los estadios E y F de las semillas tratadas con los aislamientos

FUS_36 (A) y FUS_106 (B).
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Figura 17. Reporte de estadios de germinacion en semillas inoculadas con aislamientos de
Fusarium. Evaluacion de los siete aislamientos con reporte positivo para fumonisinas, porcentaje

de los estadios D-E-F. Semilla de arroz Variedad FL-F68.
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Figura 18. indice de enfermedad en semillas de arroz. Diferencias estadisticas fueron calculadas
mediante la prueba de Fisher en Infostat version 2020 (anexo 2). Semilla de arroz Variedad FL-

F68.
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4.3.2. Pruebas de patogenicidad en planta de arroz.

De los siete aislamientos seleccionados correspondientes a F. proliferatum (seis) y F.
verticillioides (uno) se pudo evidenciar el desarrollo de sintomas en la planta de arroz a los 10
dias de inoculacion del patégeno por aspersion (75 dias del crecimiento de la planta) en
comparacion del control negativo (Figura 19), se encontro principalmente la presencia de granos
manchados, en el caso de las plantas tratadas con los aislamientos FUS_36 y FUS_106 se
evidencio una mayor afectaciébn de los granos y manchado en las vainas de la planta.
Aislamientos como FUS_81 y FUS_ 201 mostraron una menor cantidad de granos manchados y

una sintomatologia menos severa, esto de acuerdo con la escala reportada por Castafio (1985)

y tambien correlacionando la categoria indicada por (S. Huang et al., 2010).

Figura 19. Sintomas en plantas de arroz inoculadas con Fusarium. Verificacion de sintomas en
planta de arroz (95 dias de crecimiento) previamente inoculados con aislamientos de Fusarium
(A) FUS_36 y (B) FUS_106 donde se evidencia manchado de granos en comparacion con el

control negativo (C) el cual corresponde a agua destilada estéril.
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Figura 20. Indice de enfermedad a partir de pruebas de patogenicidad en plantas de arroz.
Diferencias estadisticas fueron calculadas mediante la prueba de Fisher en Infostat version 2020

(anexo 3).

Se realiz6 el reaislamiento en agar PDA a partir de las semillas con presencia de manchado,
donde posterior a 7 dias de incubacion se observaron algunos morfotipos caracteristicos de la
especie, a partir de estos fue realizada la inoculacion en medio liquido Czapeck para la
consiguiente extraccion de ADN obteniendo una buena cantidad y calidad de este (Figura 19A).
La amplificacién del gen TEF1-a fue exitosa logrando un producto de amplificacion de 660 pb
para cada uno de los aislamientos recuperados (Figura 19B) los cuales fueron llevados a
secuenciacion para su posterior analisis, en donde se evidencio que, de las 21 plantas tratadas
con los diferentes aislamientos, se recuperaron 5 de estos (Tabla 7) donde el Gnico aislamiento
de F. verticillioides manejado en estas pruebas fue re aislado con éxito. Los tratamientos con
FUS_81 y FUS 201 arrojaron tras el andlisis de secuencia con BLASTn, la presencia de F.

incarnatum.
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Figura 21. Geles de electroforesis de los aislamientos recuperados de plantas de arroz con

sintomas a partir de las pruebas de patogenicidad. Extraccibn de ADN con CTAB (A) y

amplificaciéon por PCR del gen TEF 1-a (B)

Tabla 7. Identificacion de especies de Fusarium a partir de secuenciacion de gen TEF1-a.

Descripcion de las especies identificadas a partir de analisis de secuencia mediante BLASTn con

Su respectivo porcentaje de identidad.

NOMBRE IDENTIFICACION PORCENTAIE DE ES:AE:-I-lIEng:I:Ll::-[::A PORCENTAIE DE
INICIAL IDENTIDAD IDENTIDAD
AISLAMIENTO COSECHADA

TESTIGO NA Fusarium incarnatum 99.71%

F.vsg_ox Fusarium oxysporum 99,29% Fusarium oxysporum 99,58%
FUS 08 Fusarium verticillioides 99,44% Fusarium verticillioides 99,86%
FUS 36 Fusarium proliferatum 99,44% Fusarium proliferatum 99.86%
FUS53 Fusarium proliferatum 99,15% Fusarium proliferatum 99.71%
FUS 77 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 99.57%
Fuss1 Fusarium proliferatum 99,57% Fusarium incarnatum 100%
FUS 106 Fusarium proliferatum 99,86% Fusarium proliferatum 99%
FUS 201 Fusarium proliferatum 98,73% Fusarium incarnatum 100%
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Agrupamiento asociado a la sintomatologia de la planta desde donde fueron

Existen varios reportes en la literatura de infecciones ocasionadas por el complejo de especies

de FFSC en planta de arroz; en este capitulo evidencia la capacidad de las especies F.

proliferatum y F. verticillioides de ocasionar sintomas en la planta de arroz, donde se pueden

destacar el manchado de granos, el vaciamiento y también las machas de color marrén en

paniculas, lo cual no se habia abordado previamente en estudios en Colombia. Sin embargo,

existen reportes en otros paises que han dado especial relevancia a estas especies por ser
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causales de varias enfermedades como son el Bakanae y en mayor medida la enfermedad de
mancha café la cual se ha venido propagando desde paises como Japon, Madagascar, Australia,

Indonesia entre otros (Ivayani et al., 2022).

Encontramos en el articulo publicado por Jeon et al. (2013) donde estudian la incidencia y
severidad de especies del complejo de especies de Fusarium fujikuroi asociada a semilla de
arroz en paises asiaticos, que al realizar ensayos de patogenicidad en semilla encontraron
inhibiciones en la germinacion de estas a comparacion del control en porcentajes de inhibicidon
de 81.3 % para F. proliferatum y 73.8 % para F. verticillioides. Esto se asocia directamente a los
resultados obtenidos al ensayo realizado en semilla, ya que los porcentajes de inhibiciéon en
germinacion fueron de 60% en aislamientos de F. proliferatum y 20 % para F. verticillioides, esto
nos permite validar que esta Ultima especie es capaz de contrarrestar el proceso normal de
germinacion en semillas sin embargo es menos agresivo que F. proliferatum, lo que se relaciona
directamente con lo mencionado por Jeon et al. (2013). También en el articulo publicado por
Jiang et al. (2020) se demuestra la capacidad de F. proliferatum de inhibir el proceso de
germinacion en semillas, en este caso el autor refiere un porcentaje de inhibicién de un 35%; el
autor concluye que el mecanismo inhibidor de la germinacién se encuentra relacionado con la
produccién de micotoxinas, en este estudio al comparar los aislamientos capaces de inhibir la
germinacion con la produccién de fumonisinas encontramos que presentan una relacion directa
con los aislamientos FUS 36 y FUS106 que presentaron una concentracion elevada de

Fumonisinas de 1251 pg/Kg y 2039 ug/Kg respectivamente (Figura 23).

En cuanto a las pruebas realizadas en planta, es posible identificar que los sintomas presentados
se encuentran asociados a la enfermedad de Manchado de Grano, esta es una enfermedad que
disminuye la calidad del grano y afecta la germinacion de la semilla, su ocurrencia es mundial
(Sandoval-Martinez et al., 2022). Verificando en la literatura Wang, Liu, et al. (2022) reporta que

Fusarium proliferatum es el principal agente etiolégico de la enfermedad de la pudricion de la
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espiguilla del arroz (RSRD, por sus siglas en inglés) también conocida como Mancha café o
manchado de grano en China, la cual ocasiona pérdidas de rendimiento y contaminacion por
fumonisinas en el arroz. El autor refiere que el arroz es mas susceptible a este patdgeno en la
etapa de floracién lo que es consistente con el estudio realizado pues las plantas tratadas fueron

asperjadas con el hongo durante esta etapa.

La RSRD es una enfermedad que se ocasiona por una variedad de patégenos, su aparicion se
ha venido presentando con mayor frecuencia en los ultimos diez afios y ha venido limitando la
produccion de arroz en las zonas de cultivo (B. Wang et al., 2024). Lo mencionado anteriormente
y combinado con la presencia de especies de Fusarium correspondientes al Complejo de
especies de Fusarium fujikuroi genera una alerta temprana a esta interaccion puesto que otros
autores como Qiu et al. (2020d) reportan que la contaminacién ocasionada en cultivos agricolas
por este complejo de especies no solo ocasiona pérdidas econdémicas sino que puede estar
asociado a un riesgo en salud publica considerable debido a la produccion de metabolitos
secundarios como en el caso del estudio realizado donde se encontraron niveles importantes de
fumonisinas. También es importante tener presente que esta enfermedad se puede ver
“enmascarada” ya que el desarrollo de esta puede ser ocasionado por varios agentes patdégenos
donde encontramos hongos como Sarocladium oryzae y Fusarium spp. y el patégeno bacteriano
Pseudomonas fuscovaginae (De P Bigirimana et al., 2015); con lo mencionado anteriormente es
importante enfocar el diagndstico ya que al estar varios agentes involucrados en el desarrollo de
esta enfermedad es probable que se pase por alto la deteccién de un microorganismo que como
en el caso de Fusarium en muchas ocasiones es considerado saprofito y que realmente genera

enfermedad y acarrea disminuciones en el rendimiento de los cultivos.

También evidenciamos que en las publicaciones se menciona que, aunque se ha identificado
cada vez mas a F. proliferatum como un agente causante de la pudriciéon y el marchitamiento de

tejidos, el rango de hospedantes ha sido menos investigado en comparacion con otras especies
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de Fusarium (Yu et al., 2024). Esto genera una brecha en la comprension de esta especie y esto
nos permite entender que conocer el rango de hospedantes de los patégenos de las plantas es
crucial para el manejo efectivo de las enfermedades; en el caso de los patégenos transmitidos
por el suelo, conocer el rango de hospedantes es fundamental para seleccionar los cultivos con
el fin de permitir una rotacion destinada a mitigar las enfermedades. Incluir cultivos no
hospedantes puede reducir el riesgo de aparicion de enfermedades, y aplicar rotaciones de

cultivos diversas puede ayudar a disminuir las poblaciones de patégenos en el suelo (Yu et al.,

2024).
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Figura 23. Resumen de resultados obtenidos. Aislamientos que presentaron mayor indice de

enfermedad en semilla y planta, concentracion de fumonisinas y reporte de genes FUM.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

- Se logro la identificacion molecular de especies del Complejo de especies de Fusarium fujikuroi
(FFSC) siendo. F proliferatum y F. verticillioides los principales representantes dentro de la
coleccion con 32 y 12 aislamientos respectivamente. La PCR del gen TEF1-a y su posterior
secuenciacién nos permitié identificar las especies de este género, a partir de su alta capacidad
de resolucion y discriminacién entre especies la cual fue corroborada con el gen HIS3. El estudio
realizado permite identificar un complejo de especies que hasta el momento no ha sido reportado
como causal de enfermedades en cultivos de arroz en Colombia en este caso el Complejo de
especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), dentro del cual detectamos dos especies de gran
importancia como son F. proliferatum y F. verticillioides las cuales han venido siendo reportadas
en paises como Asia, Africa, América del sur y del norte, Australia y paises Europeos como
Francia, Espafia, Suiza, Portugal Grecia y Turquia con mayor frecuencia como agente causal
de enfermedades en la planta de arroz, en este caso ocasionando sintomas de enfermedad de

Mancha Café

- También fue posible discriminar las especies a partir de los haplotipos generados con la técnica
IGS-RFLP donde se encontré que la enzima mas precisa fue AVA | la cual no genera un elevado
namero de patrones de restriccion, pero si permite diferenciar entre especies como en el caso de

F. verticillioides y F. proliferatum.

- Se logré determinar la capacidad de las especies de Fusarium de producir micotoxinas in vitro
en este caso puntual fumonisinas B1 — B2 y B3 donde principalmente se logra identificar a F.

proliferatum como el principal productor de estas.
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- Se pudo evidenciar que la deteccion de los genes FUM1 y FUM21 son bastante importantes no
solo para detectar la capacidad del patégeno de producir micotoxinas, sino que también nos da
una guia para identificar la presencia de patégenos como F. verticillioides o F. proliferatum
cuando no se cuenta con la capacidad de secuenciacién de amplimeros del gen TEF1-a al igual

gue la técnica IGS-RFLP la cual nos permitiria diferenciar especies por sus diferentes haplotipos.

- A partir de los estudios realizados en planta y semilla, fue posible encontrar que F. proliferatum
es particularmente agresivo, inhibiendo la germinacibn en un porcentaje significativo y
contribuyendo a enfermedades como la mancha café, también podemos destacar la creciente
preocupacion por las infecciones en plantas de arroz causadas por el complejo de especies de
Fusarium, especialmente F. proliferatum y F. verticillioides, estos hongos no solo provocan
sintomas como el manchado de granos y vaciamiento efectos que no se habian reportado

previamente en Colombia en la literatura.

5.2. Recomendaciones

Para futuros estudios, se recomienda realizar analisis a partir de una muestra mas amplia con el
fin de validar el estado actual de la presencia de las especies antes mencionadas, permitiendo
verificar su circulacién actual y el desarrollo de sintomas, asi como la validacion de otras especies
presentes dentro del complejo FFSC que por tamafio de la muestra no fueron tenidas en cuenta

dentro del analisis de micotoxinas y de las pruebas de patogenicidad.

De igual forma, es importante que se abarque el estudio de mas micotoxinas como Moniliformina
y Bauvericina las cuales se producen por este complejo, estas también pueden estar presentes
en F. proliferatum y F. verticillioides y ocasionar diferentes intoxicaciones o podrian ser factores

de virulencia que ocasionen otro tipo de sintomatologia en la planta de arroz.
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También se recomienda realizar un estudio de genoma completo de algunos de los aislamientos
de la coleccion de las especies F. proliferatum y F. verticillioides con el fin de identificar clUsteres
de genes asociados a la patogenicidad y a la produccién de micotoxinas, asi como las regiones

gendmicas asociadas a la variabilidad entre aislamientos pertenecientes a la misma especie.

Por otro lado, se sugiere realizar con todos los aislamientos de F. verticillioides estudio de
inhibicion de germinacién, asi como pruebas de patogenicidad con el fin de validar posibles
aislamientos con mayor capacidad de afectacién de planta y semilla teniendo en cuenta la

variabilidad molecular que presentaron los 12 aislamientos identificados en esta especie.

Por ultimo, se sugiere generar a partir del estudio realizado un protocolo de diagnéstico que
permita en campo generar una deteccién oportuna de estas especies y asi contrarrestar posibles

pérdidas en cultivo a causa de enfermedades como la de mancha café.
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6. Anexos

6.1 Anexo 1. Tabla de pasaportes de aislamientos de Fusarium incluidos en este estudio.

ANALISIS MULTIVARIADO
AISLAMIENTO | PASAPORTE | ESPECIE GEN TEF1la | MUNICIPIO VEREDA VARIEDAD ORGANOS AFECTADOS
HOJAS | VAINAS |TALLOS [RAICES [PANICULAS | GRANOS
5 HO1F 677 Fusarium andiyazi Tolima Saldana F68 X X - - X X
6 HO1F 679 | Fusarium proliferatum Tolima Saldana F68 - X - - X X
7 HO1F 679 | Fusarium proliferatum Tolima Saldafa F68 - X - - X X
8 HOA4F 679 | Fusarium verticillioides Tolima Saldana F68 - X - - X X
10 HO1F 686 | Fusarium proliferatum Tolima Saldana F68 - - X - - -
20 HO1F 691 | Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
22 HO3F 691 | Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
23 HO4F 691 | Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
24 HO5 F 691 | Fusarium verticillioides CGranada El crucero F733 X X X - X X
30 HO2F 696 | Fusarium proliferatum |Fuente deoro| Puerto palma Lagunas - X X - X X
31 HO3F 696 | Fusarium proliferatum |Fuente deoro| Puerto palma Lagunas - X X - X X
34 HO6 F 696 | Fusarium verticillioides [Fuente de oro| Puerto palma Lagunas - X X - X X
35 HO1F 697 | Fusarium proliferatum Granada Los Andes F174 - X X - X X
36 HO2 F 697 | Fusarium proliferatum Granada Los Andes F174 - X X - X X
37 HO03 690 Fusarium proliferatum Granada El Crucero F174 - X X - X X
38 H02 691 Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
39 HO3F 691 | Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
40 HO1F 692 | Fusarium proliferatum Granada Sardinita F 174 - X - - X -
44 HO1705A | Fusarium proliferatum | Villavicencio Santa rosa Linea templado 371 - X - - X X
45 HO2705A | Fusarium proliferatum | Villavicencio | Santarosa |Lineatemplado 371 - X - - X X
46 HO01705B Fusarium sacchari Villavicencio | Santarosa |Lineatemplado917| - X X - X X
49 HO2 707B Fusarium sacchari Villavicencio Paraderito F 174 - X - - - X
51 HO01709A | Fusarium verticillioides | Villavicencio Paraderito F 174 - X - - X -
53 HO01711B | Fusarium proliferatum | Villavicencio Paraderito Victoria - X - - X X
54 HO02 713A | Fusarium verticillioides | Villavicencio Paraderito Prospera - X - - X X
66 H01679 Fusarium proliferatum |Fuente de oro| Puerto Poveda F174 - X - - X X
68 H01687 Fusarium proliferatum |Fuente de oro| La Cooperativa F174 - X X - X X
69 H01 688 Fusarium proliferatum Granada La Cooperativa Tailandia oro - - - - X -
70 HO1698 | Fusarium verticillioides Granada |Dos quebradas F 733 - X - - X X
71 HO1700 | Fusarium proliferatum Granada El Crucero F 174 - - - - X X
72 HO2705A | Fusarium verticillioides | Villavicencio | Santarosa |Lineatemplado 371 - X - - X X
74 HO2708B | Fusarium proliferatum Meta Puerto lleras F174 X - X X - X




6.2. Anexo 2. Anédlisis estadistico de indice de enfermedad calculado a partir de

inhibicion de la germinacion.

Analisis de la varianza

Variable N

=X

RZ 27

ov

IndEnf

3€ 0,59

0,46 34,71

Cuadre de Analisis de la Varianza (3C tipo I)

F.V. =] gl CM F p-valor
Modelo 11,65 B8 1,4¢ 4,77 0,0010
TRATAMIENTO 11,65 B8 1,4¢€ 4,77 0,0010
Error B,24 27 0,31
Total 15,89 335

Test:LSD Fisher RAl1fa=0,05
Error: 00,3053 gl: 27

DMS=0, 80163

TRATAEMIENTO Medias n E.E
FUs_201 0,98 4 0,28 &
FUs_77 1,032 4 0,28 &
CONTROL NEGATIVO 1,15 4 0,28 A
FU3 8§ 1,22 4 0,28 A
FU3 53 1,45 4 0,28 R B
FUs_81 1,55 4 0,28 R B
FUs1l0e 2,10 4 0,2 B C
FUs_OX 2,10 4 0,2 B C
FUS 36 2,73 4 0,2 [od
Medias con uns lestrs comin no son significativamente

6.3. Anexo 3. Analisis estadistico de indice de enfermedad calculado a partir de

manchado de grano.

Analisis de la varianza

Variable N

R® R*

A Cw

IndEnf

27 0,83

0,75 22,20

Cuadro de Analisis de la

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 6,25 8 0,78 10,70 <0,0001
Tratamiento €,25 8 0,78 10,70 <0,0001
Error 1,31 18 0,07
Total 7,56 26

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,46336

Error: 0,0730 gl:

18

Tratamiento Medias n E.E.

Testigo 0,13 3 0,16 A

FOS_OX 0,77 3 0,16 B

FUS_81 1,15 3 0,16 B C
FOS_53 1,17 3 0,16 B C
FUS_201 1,22 3 0,16 B C D
FOS_8 1,52 3 0,16 C D E
FUS_36 1,65 3 0,16 D E
FUS_77 1,65 3 0,16 D E
FUS106 1,70 3 0,16 E

Varianza (SC tipo III)

Msdias con una lstra comin no son significativaments difsrentes (p > 0,05)
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