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RESUMEN

La presencia de Fusarium verticillioides y de altos contenidos de fumonisinas en los granos
de maiz ha sido verificada consistentemente en los Gltimos afios en Venezuela, por lo que
es muy importante determinar la incidencia de este hongo en el cultivo y en los granos
almacenados que se destinan para el consumo humano y animal. Este patégeno,
caracterizado por su variabilidad en cuanto a las caracteristicas morfoldgicas, moleculares y
toxigénicas, afecta el cultivo de maiz en muchas localidades de los estados Aragua y
Guarico. Esta investigacion tuvo como objetivo caracterizar morfoldgica y molecularmente
aislados de F. verticillioides en maiz, provenientes de algunas localidades de los estados
Aragua y Guarico, donde se muestrearon fincas en produccion, colectando granos y plantas
con y sin sintomas de la enfermedad causada por este patdgeno. De estas muestras se
realizaron aislamientos, con la finalidad de detectar la presencia de F. verticillioides. Para
evaluar la incidencia del hongo en los granos, se tomaron 200 granos por cada tratamiento
o localidad, con cuatro repeticiones de 50 granos cada una, colocando cinco granos por
capsula Petri con Papa Dextrosa Agar (PDA). Se realiz6 un analisis de varianza y una
prueba de medias de Tukey. Para la evaluacion de la patogenicidad, el indculo se obtuvo a
partir de cada uno de los aislados puros de F. verticillioides, utilizando para ello plantulas
de maiz sanas de siete dias, del hibrido Dorado 5 de la empresa SEFLOARCA. Se
asperjaron con la suspension de conidios de cada uno de los aislados de F. verticillioides a
la concentracion de 1x10°conidios/ml, luego se colocaron en camara hiimeda por tres dias.
A los 14 dias después de la inoculacion se realizaron los reaislamientos respectivos, de
plantas con y sin sintomas, con el proposito de verificar la patogenicidad de cada uno de los
aislados. Para la caracterizacion morfoldgica del patdgeno, se llevd a cabo la siembra en
PDA de cada uno de los 101 aislados, realizando preparados microscopicos Yy
microcultivos. Para confirmar la identidad de los diferentes aislados de F. verticillioides se
consideraron las caracteristicas macroscépicas y microscopicas, que permitieron realizar las
descripciones. Para el analisis macroscopico se consideraron el color, relieve, forma y
rapidez de crecimiento de la colonia. Para la caracterizacion microscopica se consideraron
la forma y el tamafio de los macroconidios, microconidios, conidi6foros, fidlides y la
presencia 0 no de clamidosporas. Luego se realizaron comparaciones con las claves
logrando caracterizar 101 aislados y ubicandolo dentro de la especie F. verticillioides. En
cada uno de los aislados se procedio al analisis molecular por medio de la técnica de PCR.
Se obtuvo ADN de cada uno de los aislados y se cuantifico, se verific la calidad en geles
de agarosa al 1,2%, se analizaron 77 aislados identificados y caracterizados
morfologicamente. Para la identificacion molecular se utilizaron los iniciadores VER1 y
VER2. Los resultados encontrados confirman la identificacibn macroscopica y
microscopica de los aislados de F. verticillioides en medio PDA al compararlas con las
descripciones de las claves taxondmicas. De los 101 aislados caracterizados
morfologicamente, todos fueron identificados como F. verticillioides y de los 77 aislados
caracterizados morfolégicamente, cuando se aplicé la prueba de PCR se confirmd su
identificacion. La presencia de Fusarium verticillioides en todas las localidades indic6 que
es un patégeno muy importante en los campos comerciales de maiz en los estados Aragua y
Guérico.

Palabras clave: Fusarium verticillioides, maiz, incidencia, identificacion molecular.
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ABSTRACT

The presence of F. verticillioides and high levels of fumonisin in corn kernels have been
consistently verified in recent years in Venezuela, thus it is very important to determine the
incidence of the fungus in the field crop and in stored grains for human and animal
consumption. The pathogen which is characterized by its variability in morphological,
molecular and toxigenic traits affect the corn crop in many regions of Aragua and Guarico
states. The present study is oriented towards the morphological and molecular
characterization of isolates from F. verticillioides on maize plants sampled in the field,
collecting grains and plants with and without the symptoms of the disease. Isolates were
performed to detect the presence of F. verticillioides and in order to assess the impact of the
fungus in grains, 200 grains were taken for each treatment or region, with 4 replicates of 50
grains each and five grains placed per Petri dish containing Potato Dextrose Agar (PDA).
Analysis of variance and Tukey test were performed and for pathogenicity evaluation the
inoculum was obtained from each of the 101 pure isolates of F. verticillioides, using
healthy 7 day old seedlings from corn hybrid Dorado 5 obtained from a commercial dealer
(SEFLOARCA). Seedlings were sprayed with the conidia suspension of each of the isolates
at a concentration of 1x10°conidia/ml and then placed in a moist chamber for 3 days. At 14
days after inoculation reisolation was performed in plants with and without symptoms, with
the purpose of verifying the pathogenicity of individual isolates. Taxonomic identification
of the pathogen was carried out on PDA using each of the 101 isolates, for microscopic
preparations and microcultures. In order to confirm the identity of the different isolates of
F. verticillioides macroscopic and microscopic features that allowed for descriptions were
used, considering their color, relief, shape and speed of growth of the colony for the
macroscopic analyses and the shape and size of macroconidia, microconidia conidiophores,
phialides and the presence or absence of chlamydospores for microscopic characterization.
Comparisons were performed using the appropiate keys for F. verticillioides species. For
each of the isolates molecular analysis by PCR was performed and DNA from each of the
isolates was obtained, which quality was tested and verified in agarose gel 1.2%, resulting
in good quality, and 77 isolates were analyzed morphologically, identified and
characterized. For molecular identification VER1 and VER2 primers were used. The results
confirm the macroscopic and microscopic identification of the isolates of F. verticillioides
on PDA when compared with the descriptions of taxonomic keys. Of the 101 isolates
characterized morphologically, all were identified as F. verticillioides and 77 isolates
characterized morphologically confirmed the identification of the pathogen when the PCR
test was applied. The presence of Fusarium verticillioides in several sites indicates that this
is a very important pathogen in commercial corn fields in Aragua and Guérico States.

Keywords: Fusarium verticillioides, corn, incidence, molecular identification, PCR.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El maiz es originario de México y los tipos més desarrollados fueron llevaros hacia
otros lugares de América; Cristobal Colon lo vio en la isla de Cuba en 1472. La primera
publicacion de su descripcion fue por Pedro Martin de Angleria en 1511. Segun Linneo, el
maiz pertenece a la familia Poaceae segun la clasificacién hecha por Cronquist (antigua
Gramineae), tribu Maydeae, género Zea y especie Zea mays. Morfoldgicamente la planta
estd conformada por un tallo simple con nudos compactos que pueden desarrollar hijos
basales. Las hojas se desarrollan en la parte superior de los nudos en forma distica o
alternada, son largas, de gran tamafio, lanceoladas y con nervaduras paralelas. Se
encuentran abrazadas al tallo en la base (vaina) y por el haz presenta vellosidades. Los
extremos de las hojas son muy afilados y cortantes. La inflorescencia masculina es una
panoja la cual es la terminacion del tallo, alli se encuentran las flores masculinas agrupadas
en espiguillas pareadas. La mazorca o inflorescencia femenina, es el término de una 0 mas
ramas laterales que generalmente se desarrollan después de la mitad superior del tallo; las
raices son adventicias (Fontana y Gonzalez, 2000; White, 2000).

El cultivo del maiz (Zea mays L.) es de importancia alimenticia a nivel mundial, tanto
para humanos como para animales. Son plantas de una adaptabilidad muy amplia a las
condiciones de clima y suelos, sin embargo con frecuencia son afectadas por muchos
organismos fitopatdgenos, los cuales ocasionan trastornos que alteran su fisiologia,
ocasionando modificaciones en su estructura, lo que repercute en una significativa
disminucion de sus rendimientos (Fontana y Gonzalez, 2000; White, 2000).

Segun Vander Merwe et al. (1981) existen evidencias arqueoldgicas encontradas en
Parmana, en la Guayana Venezolana, las cuales indican que el maiz se convirtié en un
alimento importante en toda la extension del rio Orinoco, entre los afios 800 AC y 400 DC.

El maiz es el principal cereal que se utiliza como fuente de alimento (Segovia y Alfaro,
2009). En casi todos los paises de América constituye el alimento de mayor importancia.

Este cultivo tiene un amplio aprovechamiento en el consumo humano y animal, también en



la industria, se puede usar en forma directa tales como: cachapas, bollos, arepas de maiz
pelado, caratos, chichas, mazorcas salcochadas, entre otros, y en subproducto entre los que
destacan hojuelas, harinas precocidas para arepas, cachapas, alimentos para bebes entre
otros (Fontana y Gonzélez, 2000); por lo que es uno de los cultivos de mayor consumo en
Venezuela, se cultiva en la mayoria de los estados, siendo los de mayor produccion en
orden descendente: Portuguesa, Guérico, Barinas, Yaracuy y Bolivar (Martin et al., 2001,
Raybaudi et al., 2005; FAO, 2008; MAT, 2012). Para el afio 2012 se sembraron
aproximadamente 691.498 hectéareas, para una produccion superior a los 2.459.513
millones de toneladas métricas (MAT, 2012).

El desarrollo y la produccion del cultivo del maiz se ve afectado por las frecuentes
enfermedades que lo afectan (Malaguti, 2000). Las mas comunes son las causadas por
factores bidticos, donde intervienen los insectos, hongos, bacterias y virus, como también
las ocasionadas por factores abidticos debido a causas ambientales (Agrios, 2006; White,
2000).

Las condiciones climaticas tropicales, en las cuales esta ubicada Venezuela, son
propicias para el crecimiento y desarrollo de muchos hongos patdgenos que afectan al maiz
y algunos de estos producen micotoxinas (Angelo, 1997; Jones et al., 1981; Magan, 2000).

En el cultivo del maiz se presentan muchas enfermedades que afectan el rendimiento y
la calidad de las semillas, entre las cuales las mas limitantes son las fungicas tales como:
Tizén del sur, agente causal: -Anamorfo (Bipolaris maydis) -Teleomorfo (Cochliobolus
heterostrophus) (Helminthosporium maydis). Tizén del norte, -Anamorfo (Exserohilum
turcicum, Leonar & Suggs) -Teleomorfo (Setosphaeria turcica, Lutrell). Mancha gris de la
hoja o Cercosporiosis, -Anamorfo (Cercospora zea maydis, Tehon & Daniels) -Teleomorfo
(Mycosphaerella sp.). Roya comdn del maiz, (Puccinia sorghi, Shwein). Roya americana,
(Puccinia polysora, Underw). Roya tropical, (Physopella zeae, Mains). Carbon del maiz,
(Ustilago maydis) (DC). Fusariosis en maiz, Pudricion del tallo y la mazorca, -Anamorfo
(Fusarium verticillioides) J. Sheld) -Teleomorfo (Gibberella fujikuroi) (Sawada), Diplodia
sp., Falsa punta loca del maiz ¢ Mildiu lanoso, (Peronosclerospora sorghi), Mancha
bandeada (Rhizotcnia solani) y Pudricion basal (Pythium spp). (White, 2000).

Entre los hongos que afectan a este cultivo en cualquiera de sus etapas de desarrollo

esta F. verticillioides, el cual es uno de los patdgenos de mayor importancia ya que causa



dafio a las plantulas, pudricion de la raiz, tallo, mazorca y espiga (Agrios, 2006; McGee,
1998; Riera, 1999), originando pérdidas econdmicas debido a las inversiones de
preparacion de tierras con el uso de maquinarias y mano de obra, costos de las semillas, uso
de plaguicidas entre otros insumos que son requeridos para el establecimiento del cultivo de
maiz (Wu, 2007).

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg. (Teleomorfo Gibberella moniliforme
Winwland) (Sin. Fusarium moniliforme), es un patégeno de mucha importancia; del
complejo Gibberella fujikuroi, estado perfecto asociado a las especies del género Fusarium,
pertenece a la seccion Liseola y Elegans. Su clasificacion Taxondmica seglin Leslie y
Summerell, 2006 se ubica en la Division: Ascomycota, Subdivision: Pezizomicotina, Clase:
Sordariomycetes, Subclase: Hypocreomycetidae, Orden: Hypocreales, Familia:
Hypocreaceae, Genero: Fusarium, Especie: F. verticillioides. Estd ampliamente distribuido
en todas las zonas tropicales y subtropicales donde el maiz es cultivado; tiene un amplio
rango de hospederos de importancia econémica ademas del maiz, como el sorgo, el trigo,
esparragos, cafia de azucar, higo, pino, cebada. Este hongo afecta al maiz y el sorgo
causando la enfermedad conocida como “Pudricion del tallo y de la mazorca” (McGee,
1988; Desjardins, 2006; Leslie y Summerell, 2006) y ocasionando la contaminacion de los
granos con fumonisinas, incluyendo los casos en que la enfermedad es asintomatica
(Pascale et al., 1997). Es un hongo sapréfito de mucha actividad tanto en los restos de
cosecha como en el suelo. Desde alli y en condiciones ambientales favorables infecta al
tallo, o bien a los granos a través de los estigmas cuando los conidios son transportados por
el viento (Mazzani, 2002).

La presencia de F. verticillioides ha sido verificada consistentemente en los Ultimos
afios en Venezuela, como también altos contenidos de fumonisinas en los granos de maiz
(Luzon et al., 2003; 2007; Mazzani et al.; 2001). Asi mismo, varias especies de hongos se
detectaron en un ensayo de comportamiento de genotipos de maiz amarillo ante este
patdgeno en dos localidades de Venezuela. Aunque la frecuencia e incidencia fue baja, sin
embargo, hubo predominancia de dicho hongo (Luzon et al., 2003).

Es muy importante determinar la incidencia de F. verticillioides en los cultivos de
maiz, asi como en los granos almacenados que se destinan para el consumo humano y

animal, como también de la semilla que se utilizara para las futuras siembras, porque si no



se toma en cuenta la sanidad de ésta, se podria trasladar al patdgeno a lugares donde no
existe; asi mismo, no es menos importante la identificacion precisa de las diversas especies
de Fusarium que atacan al maiz. También, es de vital importancia realizar un diagnostico
de la presencia de otros patdégenos tanto en el campo como en los granos almacenados lo
cual garantizara al productor o agricultor una semilla sana.

La identificacion taxonémica por medio del uso de claves de las especies, es
importante para su determinacion y clasificacion, sin embargo en ocasiones existen
organismos que al ser identificados por medio de estas claves aparentan ser idénticos
cuando en realidad son diferentes genotipicamente, sin embargo pueden existir diferencias
en cuanto a la capacidad de sintetizar algunas toxinas u otros elementos en mayor o menor
proporcion. Con las nuevas tecnicas moleculares que se utilizan en la biologia molecular
para identificar y clasificar organismos con exactitud, se pueden descubrir nuevas especies,
que antes se pensaba eran organismos de una misma especie. De alli la importancia de
caracterizar por medio de la tecnica de marcadores moleculares, los aislados que se
obtengan de F. verticillioides, esto es fundamental porque puede ser una herramienta Gtil a
la agroindustria y a los entes reguladores de alimento detectar organismos patdgenos
toxigénicos.

El hongo F. verticillioides afecta el cultivo de maiz en muchas localidades de los
estados Aragua y Guarico; este patdgeno presenta variabilidad en cuanto a las
caracteristicas morfologicas moleculares y toxigénicas. Con base a todo lo anterior se
plantea como objetivo de esta investigacion, caracterizar mediante descriptores
morfometricos y marcadores moleculares, aislados de F. verticillioides provenientes de

algunas localidades de los estados Aragua y Guarico.
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Pudricion de la mazorca por Fusarium verticillioides.

La pudricién de la mazorca del maiz causada por Fusarium verticillioides, esta
distribuida ampliamente en el mundo. Es una de las enfermedades mas comunes en el maiz,
afectando la planta y partes de ésta en todos sus estados de desarrollo. Puede causar
pudricién en el tallo, la raiz y la mazorca (Vigier et al., 1997; Cardwell et al., 2000).

La infeccion de la semilla por F. verticillioides es asintomatica y puede afectar a las
plantulas (Headrick y Pataky, 1989). Los sintomas leves de infeccion endofitica son
comunes y pueden existir a través de la planta. En muchos casos la presencia del hongo no
es perceptible, pues no causa dafio visible en la semilla y a la plantula (Singh y Singh,
1977).

Las interacciones bioldgicas entre plantas del cultivo de maiz y el hongo F.
verticillioides son complejas y pueden tener resultados diametralmente opuestos. Bajo
condiciones normales de crecimiento este hongo crece dentro de la planta como un endofito
(Bacon y Hinton, 1996); se han encontrado interacciones que benefician el crecimiento de
las plantas en otros miembros de esta familia cuando son colonizadas por organismos
endofitos (Clay, 1990; Rice et al., 1990). Estudios previos indican que F. verticillioides
transmitido por la semilla, produce aceleracion en la germinacion de la semilla cuando este
patdgeno produce gibberelinas (Yates et al., 1997; 2005). En ciertas condiciones de campo,
el crecimiento y desarrollo de las plantas, se ve afectado por el estrés, la relacién endofitica
asintomatica, entre otros, lo cual favorece el desarrollo de enfermedades causadas por este
hongo y la produccion de micotoxinas (Bacon y Nelson, 1994; Abbas et al., 2006).

La colonizacion de la planta de maiz, por F. verticillioides, puede depender del tipo de
tejido, su maduracién y la composicién quimica, entre otros (Headrick et al., 1990;
Hoenisch y Davis, 1994; Styer y Cantliffe, 1984; Yates y Jaworski, 2000).



Importancia de la enfermedad.

Las pérdidas causadas por F. verticillioides se ha estimado que alcanza el 1% de la
produccion mundial en granos y semillas de oleaginosas. Méas aln en los paises en vias de
desarrollo estas pérdidas alcanzan el 15%, debido a que los granos que se encuentran
almacenados sufren ataques de hongos e insectos (Escobar, 2000; IBCE, 2009). En
Venezuela, este porcentaje representd aproximadamente 47 millones de bolivares fuertes
para la produccion del afio 2012 (MAT, 2012).

F. verticillioides es el principal agente patdgeno causante de la podredumbre de la
mazorca de maiz (Levin et al., 2003), la cual es una de las enfermedades méas importantes
de las zonas tropicales (Mazzani, 2002). La incidencia de esta enfermedad es uno de los
principales problemas fitopatologicos en la produccion de maiz en Venezuela (Mazzani,
2002).

En un cultivar de maiz amarillo duro y otro de maiz dulce, se encontrd que, desde el
inicio de la floracion los 6rganos masculinos y femeninos son receptores eficientes de
conidios de F. verticillioides, debido a la alta infestacion ocurrida después de la formacion
de los granos en la mazorca; esto demuestra que el patdgeno proviene del alto porcentaje de
indculos presentes en las inflorescencias (Pineda y Carrasco, 1997; Munkvold et al., 1997).

En El Sombrero, estado Guérico, fueron evaluados segun la incidencia de F.
verticillioides y el contenido de fumonisinas, 12 hibridos dobles experimentales y 8
hibridos comerciales de maiz blanco y amarillo, encontrandose que todas las muestras de
todos los hibridos fueron colonizados por este patégeno y contaminados con fumonisinas,
esto corrobora que este hongo y las fumonisinas son un problema importante en hibridos de
maiz en Venezuela (Mazzani et al., 1997). Este patdgeno es capaz de afectar las plantas de
maiz en todos sus estados de crecimiento y las diferentes partes de la misma. También
provoca enfermedades de pre y postcosecha las cuales reducen los rendimientos vy
deterioran la calidad de la semilla (Schulthess et al., 2002). Las infecciones producidas por
F. verticillioides a la semilla pueden ser asintomaticas, las cuales se transmiten a la plantula
afectando su emergencia (Yates et al., 1997).

Muy consistentemente se ha comprobado en América Latina, la incidencia de

Aspergillus flavus por sus altos niveles de aflatoxinas, sin embargo el problema se



acrecienta mucho mas por el descubrimiento de nuevas especies de hongos que producen
toxinas, entre éstas tenemos las fumonisinas sintetizadas por F. verticillioides, entre otros
(Bacon y Nelson, 1994; Bean y Echandi, 1989; Cati y Mazzani, 1991).

De 76 muestras recolectadas en diez localidades de México, para determinar la
presencia de fumonisinas en forma natural y evaluar la capacidad para producir
fumonisinas de cepas de F. verticillioides, se encontraron e identificaron principalmente
hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium, donde las cantidades minimas
de fumonisinas detectadas en los granos representaron un riesgo potencial, ya que excedian
los limites permitidos (Gallardo et al., 2006).

En trabajos realizados por muchos investigadores se ha confirmado la presencia de F.
verticillioides en maiz sembrado en casi todas las zonas de Venezuela y America Latina
(Bean y Echandi, 1989; Brown et al., 2001; Chu et al., 1989; Magan, 2000; Marin et al.,
2004; Mazzani et al., 2001; Shelby et al., 1994; Viquez et al., 1996).

De semillas de maiz provenientes de las localidades de San Javier (Edo. Yaracuy), El
Sombrero (Edo. Guarico) y Jusepin (Edo. Monagas), se aislé un hongo y en su
identificacion, por las caracteristicas morfologicas y de crecimiento descritas, coincidieron
con las sefialadas para la especie F. verticillioides, siendo este el primer sefialamiento de
este patdgeno en semillas de maiz en Venezuela (Mazzani y Borges, 1993).

Varios investigadores han encontrado que F. verticillioides estaba presente con una alta
incidencia en granos de maiz almacenados, en diferentes zonas productoras de los estados
Anzoategui, Carabobo y Monagas (Mazzani et al. (2007)

Por otro lado, en trabajos realizados sobre incidencia de F. verticillioides en doce
hibridos de maiz blanco, producidos en la region central de Venezuela (Aragua, Carabobo y
Guérico), se encontrd en todos los casos, que el porcentaje de infeccion por el hongo fue
alto (Diaz et al., 2007).

En semillas de dos hibridos comerciales (H-4002 y H-3005) procedentes de Chirgua,
estado Carabobo, se detectd la presencia de F. moniliforme hasta en 86,5 % de las semillas.
Este patdgeno se encontrd hasta en 100 % en el endospermo y en el embrién de los hibridos
hasta en 90 %. El menor porcentaje encontrado fue en el pericarpo con 15 % (Medina et al.,
2007a). En ensayos realizados con la finalidad de demostrar la capacidad de transmision de

dicho hongo en semillas de los hibridos antes mencionados, producidas en época seca, las



plantulas emergidas de las semillas presentaron sintomas de enfermedad y se detect6 el
patdgeno cuando se realizaron aislamientos de las plantulas afectadas evidenciando hasta
un 77 % de transmision (Medina et al., 2007b).

Mazzani et al. (2008), encontraron que la incidencia promedio de F. verticillioides en
muestras de maiz amarillo y blanco de pequefias explotaciones fueron superiores a las de
explotaciones experimentales y comerciales encontradas en los estados Yaracuy y Guarico,
confirmando su caracter endémico (Luzon et al. 2007; Mazzani et al. (1999; 2000; 2001;
2008). También Chavarri et al. (2009), detectaron a este patdgeno en todas las muestras de
hibridos de maiz cosechadas bajo riego en los estados Yaracuy y Portuguesa. Este hongo ha
sido considerado un patdgeno de alto riesgo en maiz, al igual que A. flavus, debido a la alta
frecuencia e incidencia encontrada en las zonas donde se siembra este cultivo en Venezuela
y en otras regiones tropicales y subtropicales (Abbas et al., 2006; Covarelli et al., 2011;
Fandohan et al., 2005; Ghiasian et al., 2006; Lino et al., 2007; Paepens et al., 2005;
Shephard et al., 2005; Zhang et al., 2009).

Gomez (2008) sefialé que de varios géneros que conformaron la micobiota en maiz, el
encontrado en mayor porcentaje, fue el género Fusarium; siendo los granos de almaceén los
que presentaron mayor porcentaje de infeccion seguido por el maiz experimental y por
altimo el comercial. EI mismo autor encontré que en todos los tipos de maiz analizados, F.
verticillioides fue el que se detecté en mayor cantidad con respecto a las demas especies de

Fusarium detectadas en todas las muestras.

Sintomas de la enfermedad.

Los sintomas que se presentan con la enfermedad de la pudricién del tallo y de la
mazorca, comienza desde la semilla, ocasionandole a muchas de ellas pudricion antes que
ésta germine, manifestdndose coloraciones pardas, para luego tomar una consistencia
blanda (Sweets y Wrather, 2000). En las plantulas se presentan clorosis, mas tarde
marchitamiento que luego causa la muerte. En la raiz se pueden observar las lesiones de
color marrén café claro (Agrios, 2006). Cuando este patdgeno afecta al tallo, las lesiones
van desde el color marrén claro, castafio, hasta el negro en y cerca de los entrenudos,

produciéndose ablandamientos en la parte externa; en el tejido interno del tallo se puede



observar el micelio de color rosado salmon, esta lesion hace que el tallo se quiebre y la
planta se doble. En el interior del tallo se pueden observar zonas algodonosas de color
rosado salmén (Escande, 2000; Mazzani, 2002). En las hojas del cogollo se pueden
observar manchas aceitosas, de apariencia himeda, tornandose luego blanquecinas y
alargadas. Estas hojas no se abren, permanecen en forma de espiral y de tubo alargado.
Cuando la enfermedad avanza los tejidos se necrosan pudiéndose observar un micelio de
color blanguecino, sobre todo en la zona de las hojas que envuelven los nudos (Malaguti,
2000). Cuando afecta la mazorca, en ella se desarrollan mohos con aspecto algodonoso de
color rosado salmon, en ciertas areas se pueden observar rayas blancas en la parte externa
de las semillas cuando germinan prematuramente (Mazzani, 2002; CIMMYT, 2004).

Cuando las lesiones se observan en la planta enferma (forma sintomatica), los granos y
las plantas presentan deterioro y a veces hasta la muerte; bajo estas condiciones el patégeno
produce sustancias fitotoxicas como las moniliformina, &cido fusarico, fumonisinas,
fusarinas, tricocenos, zearalenona y reguladores de crecimiento entre otros (Carvajal et al.,
1997). Cuando la enfermedad es asintomatica, el patdgeno no es perceptible y puede ser
transmitida por la semilla, pudiendo entonces desarrollar o no una infeccion sistemica
(Mendoza et al., 2006).

En un ensayo donde las semillas aparentemente sanas se inocularon con F.
moniliforme, el porcentaje de germinacion disminuydé y las plantulas que emergieron

presentaron clorosis en las hojas y alargamiento en los entrenudos (Riera et al., 1999).

La podredumbre de la mazorca de maiz, es iniciada con la formacién de micelio de
color blanco, los cuales descienden desde la punta originando una coloracion de rojiza a
rosada en los granos infectados. Seguido a esto, comienza la produccion de micotoxinas, en
especial las fumonisinas, las cuales tienen efectos toxicos (Levin et al., 2003; Bush et al.,
2004).

Etiologia

El organismo causal de la pudricion de la raiz, el tallo y la mazorca del maiz es,

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenber. Estado sexual: Gibberella moniliforme



Wineland, sinénimos comunes: Fusarium moniliforme, Gibberella fujikuroi (Leslie y
Summerell, 2006).

La colonia en PDA es de color blanco, esta crece con rapidez y generalmente se torna
de color violeta o purpura. El color de la colonia al ser observada por el fondo de la capsula
de petri puede manifestarse desde incolora hasta violeta oscuro. Los esporodoquios pueden
0 no estar presentes; cuando lo estan, dan una coloracion de beige (marron claro) a naranja.
La colonia puede desarrollar esclerocios, generalmente de coloracion azul oscuro cuando
son abundantes. Los conidi6foros del micelio aéreo en algunos casos solo constan de una
sola célula conididgena, en otros estan ramificados o no, a veces en verticilos, monofialides
y no presentan clamidosporas. La forma y el tamafio de los conidios, es la principal
caracteristica para identificar el género Fusarium. Los macroconidios formados en el
esporodoquio, tienen forma curvada o de hoz a casi recto por el lado dorsal, son
pluriseptados, con una célula apical mas o menos puntiaguda, en muchas especies con una
célula basal en forma de pie, presentando de 3 a 5 septos. Los microconidios son
abundantes, comunmente unicelulares, de forma oval, elipsoidales, fusiformes, claviformes,
periformes o subglobosos, similares en el ancho a los macroconidios, con una base
redondeada o truncada, por lo general formando cabezuelas mucosas; estos microconidios
se forman apicalmente, formando cadenas largas sobre monofialides (Booth, 1977;
Trimboli y Burges, 1983; Seifert, 2001; Leslie y Summerell, 2006).

Caracteristicas en Agar hojas de clavel (CLA): Macroconidio tipico de especies de G.
fujikuroi, son especies complejas formadas en esporodoquios de color naranja palido, que
raramente pueden ser oscuros debido al micelio espeso de numerosas cadenas de
microconidios. Los microconidios pueden ser raramente aisladas, son ovales formando
masas con una base aplanada y sin septos, se encuentran formando cadenas largas. Ellas
siempre son formadas sobre monofialides que pueden estar en forma de pares formando
una “V”. No se producen clamidosporas, pero células turgentes en la hifa pueden ser falsas
clamidosporas o seudoclamidosporas. Los macroconidios se presentan como entidades
separadas o0 como una masa pseudo-pionnotal. Su morfologia general es relativamente larga
y delgadas, ligeramente falciformes o rectas, y de paredes delgadas tipico de macroconidios

producidos por esta especie en el complejo de Gibberella fujikuroi. La morfologia apical de
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la célula es curva y la basal en forma de muescas, el nimero de septos es de 3 a 5 (Leslie y
Summerell, 2006).

Epidemiologia.

F. verticillioides es un patdgeno que sobrevive en los restos de cosecha, que
permanecen sobre la superficie del suelo; bajo condiciones ambientales favorables, los
conidios son transportados por el aire (Mazzani, 2002; Pineda y Querales, 1999; Pineda et
al., 2001). El tiempo de mayor descarga de los conidios de las especies de F. verticillioides,
F. solani, F. oxysporum, F. longipes y F. roseum var. graminearum en maiz, esta
comprendido desde las 8 pm hasta las 7 am (Pineda y Querales, 1999; Pineda et al., 2001).
Cuando son transportados por insectos llegan a los estigmas, donde penetran para alojarse
luego en el pedicelo, endospermo y en el embrion de la semilla (Mazzani, 2002).

La localizacion y los patrones de transmision de F. verticillioides dentro de la planta
del maiz han sido objeto de investigaciones desde 1942 (Koehler, 1942; Munkvold et al.,
1997).

Las semillas que se utilizan en el cultivo del maiz son una fuente potencial de indculo
de F. verticillioides (Bacon y Hinton, 1996). Los restos de cosecha, el suelo donde
permanece el patdgeno, las estructuras que contienen al hongo, pueden colonizar las
plantas en desarrollo (Leslie et al., 1990; Cotten y Munkvold, 1998). Los conidios pueden
ser dispersados por factores bioticos, tales como los insectos o los factores abiéticos, como
el viento y la lluvia. Ambos factores se han asociado con la transmision del indculo fungico
en la infeccidn de las plantas sanas. Por otra parte, el estrés hidrico y el ataque de insectos,
se han relacionado con la aparicion de los aspectos nocivos de la interaccion hongo-planta
(Dowd, 2003; Yates y Sparks, 2008).

Yates y Sparks (2008) inocularon varias mazorcas de maiz en el canal de los estigmas,
también a través de las bracteas de las mazorcas y a través de la vaina de la hoja que
recubre la mazorca con suspensiones conidiales, encontrando que la transmisién de F.
verticillioides fue minima, por lo que suponen que la transmision del patdégeno entre
mazorcas puede ocurrir por lesiones mecanicas, las cuales proporcionan un punto de

entrada de los conidios dispersados por factores abiéticos como la lluvia o el viento.
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La transmision a través de la semilla de maiz y la infeccion, ha sido documentada para
F. verticillioides (Wilke et al., 2001). La principal via de infeccion es por la semilla, la cual
puede causar una infeccion sistémica, sin embargo, la frecuencia de estos fendmenos ha
variado ampliamente entre y dentro de los estudios individuales. La transmision de la
enfermedad por semillas, es frecuente y asintomatica y la infeccion sistémica puede ser
iniciada bajo una amplia gama de condiciones de temperatura, éste patégeno sobrevive
durante largo tiempo en los residuos de cosecha, depositados en el suelo. El hongo ha sido
detectado en el pedinculo del grano aparentemente sano (Suérez, 1993; Wilke y Bronson,
2007).

La acumulacion del micelio del hongo es mas rapida y extensa en los tejidos
reproductores de la planta que en los vegetativos. Los conidios cubren con mayor densidad
las semillas menos maduras (mas tiernas y con mayor contenido de agua) que las mas
maduras, (con menor contenido de agua), a menos que presenten heridas. Por lo tanto la
madurez y la condicion fisica de los tejidos de las plantas de maiz son los responsables de
las diferencias in vitro con respecto a la proliferacion micelial (Yates y Jaworski, 2000).
También F. verticillioides puede penetrar a la planta a través de las heridas causadas por
Lepiddpteros taladradores del tallo y por Coledpteros que perforan la semilla para

alimentarse de ellas (Schulthess et al., 2002).

Control

Las medidas y estrategias de control son necesarias para reducir los aspectos nocivos
en la relacion planta-hongo, especialmente en lo que respecta a la infeccion de los granos
de maiz, tejidos de la planta en el que las fumonisinas son principalmente sintetizados y que
es una parte importante de alimento mundial y el suministro base de alimento para humanos
y animales (Magan y Aldred, 2007; Woloshuk y Shim, 2000). Entre las medidas
generalmente utilizadas para controlar a F. verticillioides se han mencionado el control
genético, las préacticas culturales, el control quimico y el biolégico (Agrios, 2006).

Para realizar investigaciones que ayuden al control, es importante tener presente que F.
verticillioides produce infecciones naturales en maiz de manera endémica, por lo que en

condiciones de campo, es muy dificil lograr un testigo libre de infeccion (Reid y Hamilton,
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1996). Prevenir la infeccidn y la sintesis de micotoxinas es lo mas l6gico y econémico,
puesto que la colonizacion del maiz por este hongo y A. flavus, asi como la contaminacion
con sus toxinas se originan en el campo (Mazzani et al., 1999; 2000).

Generalmente la infeccidn ocurre en el campo por semillas contaminadas o bien porque
el patégeno proviene del suelo o del aire cargado de conidios. Esta situacion puede tratar de
controlarse para minimizar el problema utilizando cultivares de maiz resistente, lo cual
garantiza la utilizacién de semillas sanas libres de éste patdégeno (Wicklow, 1991;
Widstrom, 1996).

El control genético es importante, ya que se pueden generar caracteristicas genéticas de
reaccion por parte del hospedero, para ofrecer resistencia al patdgeno (Jugenheimer, 1990),
lo que representa una alternativa econdémica y segura (Mazzani, 2005). En plantas sanas, se
han realizado inoculaciones con F. verticillioides para inducir sintomas de la enfermedad y
poder evaluar y realizar selecciones de hibridos por su resistencia a la pudricion de la
mazorca por Fusarium, rendimiento y concentracion de fumonisinas (Kleinschmidt et al.,
2005; Presello et al., 2007; Presello et al., 2008; Sampietro et al., 2009).

Interesantes resultados fueron obtenidos por Zummo y Scott (1992), Hoenish y Davis
(1994), Shelby et al. (1994), Doko et al. (1996), Lanubile et al. (2010) y Pascale et al.
(1997), sobre la reaccion de resistencia de hibridos de maiz ante F. verticillioides y las
fumonisinas. De la misma manera se ha demostrado que el comportamiento de A. flavus, F.
verticillioides y la produccion de toxinas, estd muy influenciado por factores ambientales y
la presencia de insectos que afectan al maiz (Wallin et al., 1991; Widstrom, 1996). Cuando
se quieren hacer selecciones por resistencia, basadas en evaluaciones visuales, la infeccion
asintomatica dificulta esta actividad (Giorda y Peiretti, 2006; Duvick, 2001). En diversos
trabajos de investigacion realizados en Venezuela a nivel de campo, en ensayos y en
siembras comerciales, para el control por A. flavus y F. verticillioides, se ha evidenciado
diferencias significativas entre genotipos, como también la influencia del ambiente (Luzon
et al., 2003; Mazzani et al., 1999).

Otro medio de controlar la incidencia de este patdgeno es realizar la siembra de maiz
en época seca, lo cual es conveniente siempre que se tenga riego, ya que hay menor
humedad relativa en el dosel del cultivo, lo que desfavorece las condiciones ambientales

para el desarrollo del hongo (Mazzani et al., 2001; 2005). También hay que tener en
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consideracion los elementos meteorolégicos como la temperatura, la humedad relativa,
velocidad del viento y la intensidad del viento, asi como la actividad del agua, la fecha de
siembra, la informacion del desarrollo fenoldgico del cultivo (Garcia et al., 2011; Maiorano
et al., 2009; Samapundo, 2007a y 2007b; Torres et al., 2003b).

Fanelli et al. (2011), afirmaron que la influencia de la luz en diferentes longitudes de
onda y su intensidad, afectan el crecimiento, la formacion de conidios y la biosintesis de
fumonisina B1, B2, y B3 de F. verticillioides; ellos mostraron que en incubacién bajo luz
azul de onda corta (390 nm) el crecimiento del hongo y la produccion de fumonisinas se
redujo hasta en un 85%.

Por otra parte, un control efectivo se puede lograr aplicando desinfeccion solar
fotocatalitica (TiO;) por lotes de granos almacenados con la finalidad de inactivar los
hongos patogenos del género Fusarium, entre ellos F. verticillioides (Sichel et al., 2007),
como también el uso de radiaciones gamma (Aziz y Moussa, 2004; Aziz et al., 2006).

Ferreira-Castro et al. (2007), demostraron la eficacia en el control de F. verticillioides
y la produccion de fumonisinas mediante irradiaciones gamma en muestras de maiz
contaminado, como un metodo de descontaminacion de granos, bajo condiciones
controladas de humedad relativa.

Cuando a las semillas infectadas se les aplica tratamientos externos con fungicidas, no
se logra un control efectivo, pues, el patdgeno se encuentra tanto en el embrién como en el
endosperma de la semilla de maiz (Suarez, 1993). Sin embargo, se recomienda porque
protege la semilla tanto en el almacén como en el suelo y estimula la germinacién
(Malaguti, 2000; Jugenheirmer, 1990; Gonzalez, 2002). Los productos quimicos
disminuyen la incidencia y la severidad de los hongos patégenos en la semilla (Alezones y
Gonzalez 2009).

Actualmente se utiliza el control quimico preventivo de la enfermedad, el cual consiste
en asperjar las semillas en la planta procesadora de semillas con el fungicida “Vitavax”
(carboxin+thiran). Este producto es de accion sistémica y la dosis de aplicacion es de 2
litros por tonelada de semilla. Los productores pequefios pueden utilizar 2 cc/Kg de
semillas (Recomendaciones por la casa comercial “Agrolsleiia”, 2010 ahora “Agropatria”).

Por otra parte, De Curtis et al. (2011) lograron una reduccién significativa de la
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contaminacién por fumonisinas producidas por F. verticillioides en tres hibridos de maiz
durante dos afios utilizando tres fungicidas diferentes en combinacion con un insecticida.

El control bioldgico de esta enfermedad es muy importante ya que se protege al cultivo
sin afectar negativamente el ambiente, en esta actividad se utilizan microorganismos
antagonistas y otros de origen bioldgico y plantas superiores, entre otros (Zabaletas, 2003;
Giorni et al., 2009).

Aislamientos de Trichoderma sp. y Pseudomonas fluorescens fueron probados para
evaluar el efecto antagonico sobre Fusarium sp. en plantas de frijol (Vigna unguiculata),
encontrandose que cuando se trataron las semillas y el suelo con los antagonistas, se obtuvo
una rapida germinacion, lo que indica que el uso de materia orgénica y tratamiento de las
semillas con estos antagonistas ofrece una mayor proteccion y ventaja en la germinacion y
desarrollo de las plantulas (Rodriguez et al., 2003). Por otra parte, Wicklow et al. (2005),
afirmaron que las interacciones antagonicas entre Acremonium zeae y F. verticillioides en
maiz se consideran de importancia ya que el primero afecta la produccion de fumonisinas
en los granos de maiz antes de la cosecha.

Castillo (2009), obtuvo aislamientos de Trichoderma spp. correspondientes a tres
especies: T. koningii, T. harzianum y Trichoderma atroviride adaptadas en varias zonas
productoras de maiz del estado Aragua, las cuales tienen efecto antagdnico sobre F.
verticillioides. También determind que T. koningii, con respecto a las otras especies se
comporté como el mejor antagonista, presentando el mayor porcentaje de inhibicion del
crecimiento y de esporulacion del patdégeno en ensayo in vitro. De la misma manera
concluy6 que éste patdgeno aplicado a las semillas por inmersion y semanalmente al suelo
es muy efectivo para reducir la incidencia de F. verticillioides.

La utilizacion de Bacillus thuringiencis en el control bioldgico de F. verticillioides,
reduce la incidencia de este patégeno en maiz hasta en un 41%, minimizando el contenido
de fumonisinas en los granos (Goyo et al., 2005a). Por otro lado, Cavaglieri et al. (2005),
en un ensayo de invernadero, encontraron que la bacteria Bacillus subtilis, debido a su
amplio espectro de sus antibidticos, redujo la colonizacion de la rizésfera y la endorizésfera
de F. verticillioides, asi como la acumulacion de fumonisinas B;.

Por otra parte, Pereira et al. (2007; 2010; 2011); Bevivino et al. (2005) y Sartori et al.

(2010), encontraron que semillas de maiz, tratadas con Bacillus amyloliquefaciens,
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Enterobacter hormaechei, E. oleovorans, Burkholderia cepacia, Microbacterium
oleovorans pueden mejorar la calidad, reduciendo el desarrollo de F. verticillioides y el
contenido de fumonisinas.

Cavaglieri et al. (2004b), observaron que Atrobacter spp., Azobacter spp.,
Pseudomonas spp. y Basillus spp., son agentes bacterianos con potencial de control
bioldgico contra F. verticillioides en la rizosfera del maiz y Dalié et al. (2012), utilizaron
como agente antagonista a la bacteria Pediococcus pentosaceus y sus metabolitos en la
biosintesis de fumonisinas por F. verticillioides, logrando la inhibicién de la produccion de
la micotoxina por parte de este patdgeno. De la misma manera, Herndndez-Rodriguez et al.
(2008), utilizaron la actividad antagonista de las cepas de rhizobacerias Burkholderia sp.
MBf21, MBpl, MBf15 y Pseudomonas fluorescens MPp4, logrando un control de la
enfermedad causada por F. verticillioides hasta un 80%.

Sanabria et al. (2003), encontraron que extractos etandlicos de Phyllantus nuriri
inhibio in vitro el 100% del crecimiento de las colonias de F. verticillioides, Sclerotium
rolfsii y Alternaria solani con 25% de concentracion de este extracto. Por otra parte, los
extractos etanolicos vegetales de Citrupar, Phyllantus nururi, Heliotropium indicum y
Ricinus cumunis, produjeron un alto porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
(PICM) y de esporulacion (PE) para F. oxysporum f. sp. cubense, constituyendo éstos,
opciones promisorias para el control biologico de este patdogeno (Araujo et al., 2003a;
Araujo et al., 2003b). Menniti et al. (2010), demostraron que semillas de maiz fumigadas
postcosecha con el compuesto natural, trans-2-hexenal fue eficaz en el control de F.
verticillioides, asi como también Naeini et al. (2010) y Velluti et al. (2004) redujeron el
crecimiento y desarrollo de este patdgeno utilizando aceites esenciales de cinco plantas
medicinales.

Dambolena et al. (2010a), encontraron que el mentol estereoisomero, un alcohol de
terpeno ciclico, natural de origen vegetal de la familia Lamiaciae, tiene actividades
fungicas estereoselectivas que afecta negativamente el crecimiento, la esporulacion y la
produccién de fumonisina B1 de F. verticillioides. También Dambolena et al (2010b),
afirmaron que los aceites esenciales de las hojas y flores de Ocimum basilicum y Ocimun
gratissimum presentan alguna actividad fungica atribuida al compuesto fendlico del

eugenol que afecta el crecimiento y la produccion de fumonisinas de F. verticillioides.
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Por otra parte, Dambolena et al. (2008 y 2011), evaluaron ciertos compuestos fenolicos
como el carvacrol, eugenol, isoeugenol, limoneno, mentol, mentona, timol, y el tirmol, los
cuales pueden causar una reduccion de la produccién de fumonisina B1 interfieriendo en la
relacion estructura-propiedad-actividad de esta micotoxina.

Nesvorna et al. (2012), afirmaron que los granos almacenados frecuentemente son
infectados por &caros, entre ellos Fyrophagus putrescentiae, Acarus siro y Lepidoglyphus
destructor. Estos fueron capaces de alimentarse intensamente y reproducirse de Fusarium
poae, F. colmodorum, F. verticillioides y F. avenaceum, reduciendo de esta manera el
crecimiento de estos hongos.

Thompson (1994) y Thompson et al. (1993), encontraron que los antioxidantes
butilhidroxianisol (BHA) y propilparabeno (PP) redujeron de manera significativa el
porcentaje de germinacion de conidios de especies de Fusarium y Penicillium. Estos
antioxidantes a 200 pg ml™ reducen de manera significativa la germinacion de la cepas de
F. verticillioides productoras de moniliformina sobre PDA, y una inhibicion completa del
crecimiento micelial sobre dicho medio de cultivo se obtiene con concentraciones de 250
ng ml* de BHA y 500 pg ml™ de PP. EI BHA y el PP actiian sobre la membrana celular,
afectando la traduccion de energia y el transporte de sustratos (Adams y Moss, 1995). Sin
embargo, debido a que las enzimas hidroliticas intervienen en la colonizacién de los
cereales por especies de Fusarium (Marin et al., 1998), cualquier efecto de los
antioxidantes se manifiesta por cambios en la produccion de dichas enzimas. Por lo tanto se
produce una reduccion significativa de la actividad de ciertas enzimas involucradas en
facilitar la colonizacion de los granos cuando las cepas de F. verticillioides y F.
proliferatum se encuentran en presencia del antioxidante PP, solo o en combinacion con
otros antioxidantes (butilhidroxianisol y butilhidroxitolueno) (Torres et al., 2003a).

Por otra parte, Figueroa-Gémez (2007) consiguié que el antioxidante butilhidroxianisol
(BHA) tiene potencial para controlar el crecimiento y la produccion de fumonisinas de F.
verticillioides bajo diferentes condiciones de disponibilidad de agua en el medio de cultivo
agar harina de maiz. Etcheverry et al. (2002), Farnochi et al. (2005), Reynoso et al., (2002)
y Torres et al. (2003b), demostraron in vitro e in situ que dichos antioxidantes controlaron
el crecimiento y produccién de fumonisinas de F. verticillioides y F. proliferatum en

diferentes condiciones de temperatura y actividad del agua (aw).
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Marin et al. (1996) y Marin et al. (1998), en un estudio realizado mostraron que el
acido propionico al 0.07%, a nivel comercial recomendado, tiene algunos efectos sobre el
crecimiento de cepas de F. verticillioides, pero no sobre la produccion de fumonisinas.

Samapundo et al. (2007a y 2007b), mediante resultados obtenidos, demostraron que las
atmésferas modificadas que contienen altos niveles de CO,, potencialmente podrian ser
empleados para la proteccion de los granos de maiz postcosecha contra el deterioro y la

contaminacion de fumonisinas de F. verticillioides.

Toxinas producidas por F. verticillioides y otros patdégenos en maiz.

Los géneros de hongos que con mayor frecuencia infectan los granos de maiz son
Aspergillus, Penicillium, Fusarium y muchas de sus especies producen micotoxinas
(Samson et al., 1995), tales como: Fumonisinas B1, B2, B3 B4 Aly A2, Tricotecenos,
Ochratoxinas, Toxina T-2, Citrinina, Deoxinivalenol, Patulina, Zearalenona,
Esterigmatocistina, Fusaproliferina, Beaciboricina, Fusarinas, Ac. Fusarico, promotores o
reguladores de crecimiento (auxinas y gibberelinas) (Suarez, 1993; Mazzani et al., 1999;
2001; Kuldao et al., 2001; Sanchez et al., 2005; Malonek et al., 2005; Desjardins, 2006).

La mayor produccion de fumonisinas tiene lugar en sustratos con altos contenidos de
agua y a una temperatura comprendida entre 15 y 25 °C. En general, Fusarium es un moho
que forma parte de la flora de campo (sustratos, plantas vivas) y de la flora intermedia
(sustratos de cereales recién cosechados y aun himedos) (Mallmann y Dilkin, 2007).

F. verticillioides puede sintetizar algunos promotores o reguladores del crecimiento de
las plantas, tal es el caso de las auxinas y las gibberelinas (Suarez, 1993). Es de vital
importancia determinar la incidencia de F. verticillioides por la produccion de toxinas en
los alimentos y en las materias primas que se utilizan en la elaboracién de alimentos tanto
de humanos como animales (Mazzani, 2007).

En la salud es muy importante tener en cuenta la inocuidad de los alimentos, el cual es
un aspecto fundamental y esencial para controlar la calidad de los alimentos. Esto debe ser
un elemento de prioridad de todos los gobiernos. En nuestro pais esta situacion requiere de
una importante atencion, debido a las implicaciones para la salud, lo cual alcanza a todos

los estratos de la poblacion (Arispe y Tapia, 2007).
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Las micotoxinas son metabolitos producidos por hongos, las cuales inducen respuesta
toxica cuando son consumidos en bajas concentraciones por humanos y animales. Muchos
de estos metabolitos tienen diversos efectos como fitotoxicidad y sindromes
antimicrobianos (Bennett, 1987).

Los hongos del género Fusarium producen micotoxinas como la Zearalenona
producida por F. oxysporum. F. avenacearum, F. graminearum, fumonisinas producidas
por F. verticillioides, moniliforminas por F. subglutinans y F. avenacearum vy
deoxinivalenol por F. verticillioides y F. graminearum (Marasas, 2001; FAO, 2000;
Willians et al., 2006).

Las toxinas que con mayor frecuencia se presentan en los granos de maiz son las
aflatoxinas producidas por A. flavus y Aspergillus parasiticus y las fumonisinas (Mazzani
et al.,, 1999; 2001). Hassan et al. (1991) realizaron varios aislamientos de diferentes
especies de Fusarium, procedentes de siembras de maiz del campo, entre ellos F.
subglutinans, F. graminearum y Fusarium sambucinum, entre otros, los cuales produjeron
mico al mismo tiempo. En los ultimos afios se han hecho muchisimos reportes de la
capacidad productora de fumonisinas por cepas de F. verticillioides (Sanchez et al., 2005),
asi como de otros hongos patdgenos. Algunos hongos productores de micotoxinas se
resumen en el cuadro 1.

El acido fusarico es producido por especies del género Fusarium, existen indicios de
que el &cido fusarico tiene un efecto sinergistico sobre la ocurrencia de otras micotoxinas,
también existen numerosas investigaciones sobre la produccién de &cido fusarico por
diferentes formas especiales de F. oxysporum y por miembros del complejo de G. fujikuroi;
sin embargo no hay suficientes datos disponibles de que esta molécula sea un rasgo
universal del género Fusarium. No obstante, se conoce la existencia de especies de
Fusarium con habilidad para producir acido fusarico. La produccion in vitro de acido
fusarico por F. verticillioides es influenciada por concentraciones de i6nes metalicos en

medios de crecimiento (Kuldao et al., 2001).
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Fumonisinas.

Las fumonisinas son producidas principalmente por F. verticillioides (sin. F.
moniliforme estado sexual G. fujikuroi) (Dejardins y Plattner, 2000) y F. proliferatum
(Martin, et al., 2001), asi como también por otras especies de este género (Desjardins y
Proctor, 2007). Las fumonisinas son micotoxinas derivadas de policétidos (metabolitos
secundarios de acetilo y propionilo), producidas por varias especies de Fusarium y su ruta
biosintética es controlada por el clister FUM que es un grupo de genes que muestran un
patron de expresién comin durante la biosintesis de estas micotoxinas (Brown et al., 2005;
Proctor et al., 2004; Sanches-Rangel et al., 2005; Seo et al., 2001; Stepien et al., 2011).

Segun Mule et al. (1994); Desjardins y Plattner, (2000), en 1988 se descubrieron las
fumonisinas, las cuales son producidas por F. verticillioides (sin. F. moniliforme estado
sexual G. fujikuroi) (Desjardins y Plattner, 2000) y F. proliferatum (Martin et al., 2001),
por dos grupos de trabajo de manera independiente. EI primero se logré cuando investigaba
la causa del cancer de es6fago en humanos en ciertas partes de Sudafrica (Bezuidenhout et
al., 1988); el segundo procuraba encontrar la etiologia de una de las enfermedades bien
conocidas que afectan a los caballos, la ELEM (leucoencefalomalacia) (Laurent et al.,
1990). Las micotoxinas en su mayoria son moleculas relativamente pequefias, formadas por
una gran diversidad de estructuras quimicas. Se tiene informacion de 350 a 400 metabolitos
de hongos con caracteristicas toxigénicas. Las caracteristicas estructurales de las
aflatoxinas es una de las primeras de las que se tiene referencia, en cambio las fumonisinas
son unas de las mas recientemente descubiertas (Marasas et al., 1988).

La estructura quimica de las fumonisinas es un diester del &cido tricarboxilico y del 2-
amino-12,16-dimetilpolihidroxieicosano. Quimicamente las fumonisinas se caracterizan por
poseer 20 atomos de carbono en su estructura central, 2 grupos de &cido tricarboxilico
(TCA), de 1 a 3 grupos hidroxilo y 1 grupo amino (Barna-Vetro et al., 2000). Varios
investigadores han sefialado méas de veinte tipos diferentes de fumonisinas en varias

especies del género Fusarium (Figura 1) (Reeder et al., 2005).
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Cuadro 1.-Toxinas producidas por F. verticillioides y otros patdgenos en maiz.

Patogeno Toxinas Referencia

Fumonisinas B1, B2, B3 B4 Aly | Sanchez et al., 2005;
A2, Tricotecenos Ochratoxinas, | Mazzani et al.,, 1999;
Citrinina, Deoxivalenol, Patulina, | 2001; Kuldao et al., 2001;
Zearalenona,  Esterigmolocistina, | Desjardins, 2006;
Fusaproliferina, Beaciboricina, | Malonek et al., 2005;

F. verticillioides Fusarinas, Ac. Fusérico, | Mazzani et al., 1999;
Fusaproliferina,  promotores o | 2001.
reguladores de crecimiento
(auxinas y gibberalinas)

F. subglutinans

F. graminearum Moniliforminas, Dioxinivalenol, | Hassan et al., 1991;

F. sambusinum Diacetoxicispernol, toxina T-2, | Kuldao et al., 2001;

F. solani Zearelenona, Ac. Fusarico. Hassan et al. (1991).

F. proliferatum

A. flavus

A. parasiticus

Aflatoxinas, Ocratoxinas

Sanchez et al., 2005.

A. ochraceus

Ocratoxinas, &c. penicilico

Bacon y Nelson, 1994.

Aspergillus veridicetum

Citrinina

Patterson y Damoglou,
1986.

Aspergillus versicolor

Esterigmatocistina

Patterson y Damoglou,
1986.

Penicillium
aurantiogrisem

Penicillium viridicatum

Ocratoxinas, &c. penicilico

Patterson y Damoglou,
1986.

Penicillium patulum
Penicillium expansum

Penicillium clavatus

Patulina

Patterson y Damoglou,
1986.Daoglou, 1986.

Penicillium commune

Ac. ciclopiazénico

Gqaleni et al., 1997.
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La fumonisina B1 es el componente mas activo aislado de cultivos de F. verticillioides.
Las fumonisinas B2 y B3 son muy similares a la FB1, s6lo que carecen de un grupo
hidroxilo en el carbono 10 y el carbono 5 respectivamente. Estas tres fumonisinas son las
que se encuentran en forma natural contaminando al maiz y sus derivados (Velluti, 2004).

Homsi (2002) y Rangel (2005), encontraron que todos los aislamientos efectuados de
F. moniliforme, fueron capaces de sintetizar fumonisinas in vitro. Este patdgeno produce
algunos compuestos toxicos, como el &cido fusarico, moniliformina, promotores o
reguladores de crecimiento (auxinas y gibberelinas) y fumonisinas (Suérez, 1993). También
se ha evidenciado la relacion entre las concentraciones de algunos metales en el suelo y en
granos de maiz y la concentracién de micotoxinas (Cuero, 2000).

Existen varios tipos de fumonisinas entre ellas tenemos (B1, B2, B3, B4, Al y A2), sin
embargo, las mas frecuentes e importantes por su toxicidad son la fumonisina B1 (FB1) y la
fumonisina B2 (FB2). Estas pueden encontrarse como contaminantes naturales en los
cereales (de preferencia en el maiz y sus subproductos). Las condiciones ambientales como
la temperatura, el pH del sustrato, la humedad relativa, el pH del suelo, la actividad del
agua, periodo de sequia, la cantidad de agua que cae por efecto de las lluvias antes de la
cosecha y durante la cosecha, juegan un papel importante en el desarrollo de la infeccion de
los granos por los hongos, asi como la contaminacién con micotoxinas (Marin et al., 2004).

La fumonisina es la micotoxina de mayor importancia que sintetiza F. verticillioides
(Malonek et al., 2005; Desjardins, 2006). La contaminacion con fumonisinas en su mayor
parte, ocurre en el campo, lo cual estd asociada con la severidad de los sintomas observados
(Presello et al., 2005).

Las fumonisinas B; y B,, estan relacionadas en su estructura quimica y se han
caracterizado como alquiamina hidrolasa de cadenas largas en la que se unen a través de
uno o dos &cidos tricarboxilicos. La fumonisina B, se diferencia de la fumonisina B, en que
la primera carece de un grupo hidroxilo en el carbono 10 (Shier et al., 1991). Ambas
fumonisinas han sido caracterizadas por Norred et al. (1992) como diésteres de acidos
tricarboxilico y alcoholes polihidricos, siendo sus estructuras muy parecidas a la de la
esfingosina, lo que permiti6 inferir que estas fumonisinas interfieren con el metabolismo de

la esfingosina y muchas, como las B;, son inhibidores fuertes de la ceramida sintetasa; esta
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interferencia en el metabolismo de los esfingolipidos contribuye de manera importante en la

toxicidad y la carcinogénesis, por lo que trae deterioro en la salud de quienes lo consuman.

COOH
HOOC
Ro OH
0 0]
CHy
H7C
CHs (0] Ry NHR3
HOOC

COOH
Fumonisina R1 R2 R3
Bl OH OH H
B2 H OH H
B3 OH H H
B4 H H H
Al OH OH CH3CO
A2 H OH CH3CO

Figura 1.- Estructura quimica de la fumonisina. Fuente: Reeder et al. (2005).

La esfingomielina, ceramidas y gangliésidos son esfingolipidos cuya estructura
vertebral quimica es la esfingosina. Estos esfingolipidos tienen un papel muy importante en
diversas funciones celulares como la comunicacion entre células en los receptores de los
factores de crecimiento y en la diferenciacion y transformacion celular, entre otros (De
Alfred et al., 2001).

Efectos de las fumonisinas y otras toxinas en humanos y animales.

F. verticillioides produce fumonisinas las cuales se han relacionado con algunas
enfermedades tanto en los humanos como en los animales. De acuerdo con la FDA (Food
and Drug Administration (EE.UU), los niveles de tolerancia del contenido de fumonisinas
en granos de maiz que permitan la autorizacion para su consumo son: 1 pg/g para humanos,

50 pg/g para bovinos, 5 pg/g para equinos y 10 pg/g para porcinos (Cocchi et al., 2011).
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La contaminacion de los cereales con metabolitos secundarios toxicos de los hongos,
como las micotoxinas, es un reto permanente en la alimentacion animal, la salud el
rendimiento de los animales, asi como la calidad de los alimentos de origen animal (Doll y
Danicke, 2011).

La inmunosupresion, carcinogénesis, mutagénesis y teratogénesis son algunos de los
efectos adversos que producen las micotoxinas y entre ellas las mas frecuentes que se han
encontrado en cantidades significativas en los alimentos (maiz, mani, semillas de algodon y
nueces) son las aflatoxinas, deoxinivalenol (DON), zearalenona y fumonisinas (Glenn,
2010; Garcia et al., 2009; Li et al., 2001; Voss et al., 2002; Wang et al., 2008).

Los sindromes de mayor importancia que producen las toxinas segun la especie animal
que lo consuma son neurotdxicos como la leucoencefalomalacia la cual es una enfermedad
fatal del cerebro de los caballos, mulas, asnos y conejos; nefrotoxicos, edema pulmonar y
cerebral en cerdos (PPE); duodenitis en equinos; hepatotoxicos, mutacion de génes en
roedores. Estas micotoxinas interfieren con el metabolismo de la esfingosina y esfinganina,
por lo que perturban el metabolismo de los esfingolipidos, que son constituyentes del
higado y de las lipoproteinas (Merrill et al., 2001; Dersjant-Li et al., 2003; Lino et al., 2004;
Leslie et al., 2005; Theumer et al., 2008). Tambien la fumonisina B1 tiene efectos sobre la
expresion de citoguinas y quimiocinas en células dendriticas humanas (Gelderblom et al.,
2001; Stockmann-Juvala et al., 2008).

En areas de Nigeria y Benin existen altos riesgos de ingesta de granos de maiz
contaminados con aflatoxinas en la poblacion de pocos recursos (Hell et al., 2000; Udoh et
al., 2000), también en Centro América, Africa y Asia (Viquez et al., 1996). De la misma
manera, por la ingesta de maiz contaminado con fumonisinas en algunas zonas del sur de
Brasil se efectud un estudio epidemioldgico que se correlaciond con una alta incidencia de
cancer esofagico en la poblacidn rural, lesiones cardiacas y otros tipos de cancer, asi como
anormalidades en el tubo neural, rifiones y pulmones (Merrill et al., 2001; Lino et al., 2004;
Leslie et al., 2005; Scussel, 2006; Schwerdt et al., 2009).

Los granos de maiz altamente contaminados con micotoxinas que son rechazados por
la agroindustria, posiblemente son procesados para el consumo de la poblacion de menores
recursos y para el consumo animal (Sabino, 2006). La produccion de maiz en forma

artesanal no es controlada con respecto a evaluaciones sobre el contenido de micotoxinas y
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este grano es consumido en forma directa por humanos y animales. En Venezuela hay
pocos trabajos de investigacion que evallen los riesgos a lo que estan expuestos quienes lo
consuman (Placinta, 1999; Mazzani et al., 2008).

Asi mismo, existe un alto riesgo de consumo de maiz contaminado con fumonisinas
por parte de la poblacion rural de escasos recursos en algunas zonas de Venezuela donde
este cultivo es producido en pequefias explotaciones y conucos, debido a que toda o una
gran parte de la cosecha se destina al sustento del grupo familiar y animal (Mazzani et al.,
2008).

Vanara et al. (2009), obtuvieron los siguientes resultados acerca del destino de las
fumonisinas B1 en el procesamiento de granos de maiz enteros durante molienda seca: a) la
harina animal y el gérmen tenian un contenido de fumonisina mas alto que el grano no
procesado, b) que existe una relacion inversa entre el tamafio de la particula y el contenido
de fumonisina en las harinas, c) la toxina tiende a concentrarse en el tegumento y el
embrion, mientras que el endospermo es contaminado parcialmente.

Ruiz-Cendoya et al. (2011), utilizando 10 mg/Kg de peso corporal una vez al dia de
liposomal anfotericina (L-AmB) y terbinafina (TRB) 150 mg/kg de peso corporal dos veces
al dia en ratones, lograron prolongar la supervivencia y la tolerancia del hongo F.
verticillioides localizado en el vaso y los rifiones de estos roedores infectados, lo que los
llevé a sugerir que esta combinacion puede tener un papel en el tratamiento de la infeccion
de F. verticillioides.

Kim y Woloshuk (2008), encontraron que la biosintesis de fumonisinas B1 (FB1), se
reduce en cultivos que contienen amonio como fuente de nitrégeno en las primeras etapas
de desarrollo de las mazorcas y a un pH de aproximadamente 8.0 en los tejidos de los
granos ocasionado por efecto de la relacion desfavorable carbono/nitrogeno. Situacion que

reduciria la cantidad de fumonisinas para consumo humano y animal.

Marcadores Moleculares.

A mediados de los afios sesenta los marcadores moleculares fueron utilizados para el
estudio genético y de mejoramiento, los cuales estaban controlados por genes asociados a

caracteres morfoldgicos, que eran de facil identificacién visual. Su uso estuvo limitado a
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los programas de mejoramiento genético, debido a que estos genes ocasionalmente se
asociaron a genes de importancia econdmica. Por otra parte, la disponibilidad para el uso de
estos marcadores estuvo esencialmente restringida a un reducido grupo de especies de
plantas que se utilizaron como sistemas modelos para los estudios genéticos (Ferreira y
Grattapaglia, 1996).

Los avances tecnoldgicos han sido extremadamente répidos y fascinantes. Los
marcadores isoenzimaticos fueron los que iniciaron esta revolucion aumentando la cantidad
de marcadores genéticos disponibles para realizar estudios genéticos de todas las especies
de plantas. A medida que estas técnicas de biologia molecular se han desarrollado, han
surgido diversos métodos de deteccion del polimorfismo de la longitud de los segmentos de
restriccion (RFLP) del ADN, luego amplificacion en cadena utilizando la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que llevo a la descripcion de otras clases de
marcadores moleculares (Ferreira y Grattapaglia, 1996).

Los marcadores moleculares son todas las variabilidades de naturaleza
bioguimica/molecular susceptibles de ser de algin modo asociado con la variabilidad de un
determinado morfologico agronomico. Se han utilizado diferentes técnicas de biologia
molecular para determinar las distintas clases de marcadores moleculares, cuyo fin
principal es obtener informacidn genética para poder definir acciones estratégicas (Campos,
1995; Campos y Salvo, 1995).

Técnicas moleculares para la identificacion de F. verticillioides y otros patdgenos

La caracterizacidbn morfoldgica por si sola no es suficiente, para identificar con
precision a un determinado individuo. Ademas, los conocimientos y la experiencia son
importantes en la identificacion morfoldgica precisa de las especies de Fusarium ya que el
proceso hace hincapié en las diferencias de las caracteristicas morfologicas, tales como las
formas y el tamafio de los macro y microconidios, asi como las células conidiégenas, la
pigmentacion y las tasas de crecimiento que podria ser facilmente alterada por factores
ambientales y culturales. Para compensar estas debilidades, los métodos de biologia
molecular con técnicas basadas en Reacciones en cadena de la polimerasa, por sus siglas en
inglés PCR como ADN, Amplificacion Polimorfica al Azar (RAPD) (De Oliveira-Rocha et
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al., 2011), PCR-RFLP de Espaciadores Internos Transcritos (ITS) (Fanelli et al., 2011;
Sampietro et al., 2010; Visentin et al., 2009), PCR en tiempo real y Espaciadores
Intergénico (IGS) (Bertechini-Faria et al., 2012; Nicolaisen et al., 2009; Suanthie et al.,
2009), Consenso Intergénico Repetitivo de Enterobacterias-PCR (ERIC-PCR) (Edel et al.,
1995) y Amplificacion Microsatelital (RAMS) (Abd-Elsalam et al., 2011), estos analisis
han sido utilizados en la caracterizacién de las especies de Fusarium. Por otra parte
Vicentin et al., 2009, diferenciaron a F. verticillioides de F. proliferatum utilizando otra
técnica como la de ITS-RFLP (Restriccion de la Longitud del Fragmento Polimérfico).

Los avances técnicos de los Ultimos afios han estimulado el uso de marcadores
moleculares. A través de los mismos, se puede lograr la obtencién del polimorfismo en la
longitud de la cadena de ADN, lo cual permite distinguir entre las diferentes especies de
Fusarium. Esto, en combinacion con el andlisis morfolégico, puede aplicarse para la
identificacion de especies de Fusarium desconocidas, 0 bien para asegurarse con mayor
confiabilidad de la presencia de una determinada especie de Fusarium, asi como lograr
caracterizar aquellas especies que producen fumonisinas, lo cual seria muy util en la
tecnologia de alimentos (Jiménez et al., 2000).

Mediante el desarrollo de métodos de deteccion molecular por la reaccion en cadena de
la DNA polimerasa (PCR) para identificar cepas de Fusarium potencialmente toxigénicas,
aplicadas a cultivos puros del hongo y a harina de maiz contaminada naturalmente, se
encontré que 70 % de las cepas se identificaron como F. verticillioides y muchas
sintetizaron fumonisinas B; en niveles que variaron de 0,1 pg/g hasta 4,000 pg/g. Esta
prueba molecular permitié la identificacion de la mayoria de las cepas toxigénicas en
cultivo puro y las que estaban en la harina de maiz que contenian fumonisinas (Sanchez,
2005).

Patifio et al. (2006) realizaron caracterizaciones y estudios filogenéticos de aislados de
F. verticillioides con esta técnica. De la misma manera Xu y Leslie (1996) realizaron la
construccion del mapa genético de G. fujikuroi. Las regiones cominmente secuenciadas y
comparadas son las porciones del ADNr cuando se va a realizar un analisis filogenético, los
cuales incluyen las regiones ITS1, ITS2, IGS, 18S y 28S, que permanecen muy conservada

en una especie y son variables entre dichas especies (Desjardins, 2006).
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La aplicacion de la técnica de PCR-RFLP en la regién IGS del ADNr ha permitido a
muchos investigadores agrupar con un elevado grado de similitud, la identificacién de
especies y estudios filogenéticos de aislados de muchas especies de Fusarium, asi como
distinguir aislados de G. fujikuroi en diferentes hospederos (Mishra et al., 2002; Hinojo et
al., 2004; Konstantinova y Yli-Mattila, 2004; Fouquaert et al., 2011).

La utilizacion del ADN-ribosomico (ADNr) se debe a que en los organismos eucariotas
su ADNr estad conformado por diversos cientos de copias repetidas en tdndem de una
unidad de transcripcion, méas varios espacios adyacentes no transcritos. Segun sea el
organismo, el nimero de copias puede variar. Entre los organismos existen fragmentos que
tienen distinto grado de conservacion, como los genes 18S, 5.8S y 28S, y regiones
variables, los espacios intergénicos (Intergenic Spacers 1GS) y las regiones internas que se
transcriben (Espaciador Interno Transcrito ITS). Estas regiones son una herramienta de
identificacion ya que son variables en su composicion y tamafio, como también sirven para
la diferenciacion y clasificacion de hongos, efectuar estudios a diferentes niveles,
discriminar entre generos, especies o bien a nivel intraespecifico. La tasa de sustitucion
nucleotidica presenta ritmos diferentes en las distintas regiones, lo cual es otra
caracteristica que lo hace importante (O’Donnell, 1992; Radford, 1993; Tsai et al., 1994).

Lopez-Irrasquin et al. (2007), mediante la técnica de Tiempo Real de PCR (TR-PCR
por sus siglas en inglés) pudieron cuantificar el nivel de expresion de dos genes de la
agrupacion biosintética de las fumonisinas en F. verticillioides fuml (que codifica una
enzima sintetasa de polipectido) y el gen transportador ABC que codifica fum19. El nivel
de expresién de ambos genes se compar0 con la cantidad de la fumonisina B1 medida por
HPLC, producida por varias cepas de F. verticillioides en cultivo liquido. Por otra parte Yu
et al. (2005) a través de métodos desarrollados de mecanismos biosintéticos de sistemas
genéticos han logrado manipular las funciones del gen PKS implicado en la biosintesis de
fumonisinas de F. verticillioides.

Por primera vez en 1980 se utilizo la técnica de los RFLP’s (Polimorfismo de la
longitud de los segmentos de restriccidn) en estudios genéticos de organismos eucarioticos,
teniendo su primera aplicacién en la genética humana (Gonzélez y Simpson, 1991). Estos

marcadores RFLP se convirtieron en una herramienta muy util e importante en un tiempo
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muy corto en &reas de la biologia, las cuales han sido utilizados con mucha eficiencia en
investigaciones bioldgicas (Ferreira y Grattapaglia, 1996).

El uso de técnicas que se basan en polimorfismo del ADN ha tenido un incremento
considerable en el presente. Se ha convertido en una herramienta fundamental para realizar
estudios de hongos que presentan una gran variabilidad genética y filogenia. La técnica de
RFLP ha tenido mucho uso en la determinacion de la huella molecular de muchos
microorganismos. Esto se debe a que esta técnica combina la simplicidad de los marcadores
basados en PCR y el potencial basado en las enzimas de restriccion. La técnica que utiliza
los marcadores RFLP constituyen una herramienta muy poderosa para realizar estudios de
diversidad genética y analisis de estructuras de poblaciones de géneros complejos (Sanz,
2007). Muchos estudios demuestran, que los métodos moleculares pueden ser Utiles para
una rapida identificacion de especies de Fusarium y sus niveles de produccion de toxinas
(De Oliveira Rocha et al., 2011; Jurado et al., 2006; Niessen, 2007).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Kary Mullis, en la década de los 80, junto con un equipo de investigadores pudieron
desarrollar un método que amplificé in vitro el ADN en mas de un millon de veces. Este
método o técnica se denomind “Reaccion en cadena de la polimerasa”, cuyas siglas en
inglés son PCR, permitiendo esta técnica un procedimiento rapido y eficaz para la
amplificacion enzimatica de segmentos de ADN especificos de secuencia conocida, Este
método es automatizado en el cual se realiza la sintesis enzimatica de secuencias de ADN.
La reaccidén involucra el uso de un segmento de ADN (de 15 a 30 bases) de cadena doble,
los cuales van a ser complementarios a los que van a ser amplificados, dos oligonucleotidos
cebadores (primers) de cadena sencilla, se hibridizaran respectivamente con los segmentos
iniciales y finales de la secuencia que se quiere amplificar. La enzima ADN-polimerasa
coordinara la polimerizacion y construira la nueva cadena de ADN mediante la adicién de
desoxiribonucleotidos trifosfatos (ANTPS), esto es en la presencia de un buffer de reaccion
adecuado para la enzima especifica con la presencia de algunas sales o iones, especialmente
Mg (Arnheim y Erlich, 1992; Slightom et al., 1995; Ferreira y Grattapaglia, 1996;
Salazar, 1998).
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El método o técnica de PCR (restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP),
se basa en la amplificacion por PCR de una secuencia conocida de ADN, en la que se
utilizan dos iniciadores idénticos en sus regiones externas. Las enzimas de restriccion son
las que digieren las secuencias de ADN amplificadas por PCR. Estas enzimas reconocen
una secuencia de ADN y cortan las cadenas de ADN original en los lugares o puntos donde
se encuentre dicha secuencia. Estas enzimas de restriccion cortan las dos cadenas de ADN
porgue son secuencias polidromicas, y se obtienen fragmentos de tamafos diferentes, que
se pueden visualizar en un gel de agarosa a través de la técnica de electroforesis, lugar en el
que se produce un desplazamiento de los fragmentos de ADN cuando se les aplica una
diferencia de potencial eléctrico. Este desplazamiento en el gel de electroforesis se realiza
en funcion del largo o tamafio de los fragmentos, lo que basado en la medicién y en la
cantidad de fragmentos permite identificar parcialmente la muestra. Como los patrones de
restriccion se forman con base solo al tamafio de los fragmentos de ADN generados y su
namero, se pueden obtener patrones de restriccion iguales para hongos distintos a los que se
estudian, entonces esta situacion amerita utilizar otras enzimas que diferencien unos hongos
de otros, generando patrones diferentes (Hausner et al., 2000; Kim et al., 2001).

Las enzimas de restriccion endonucleasas, se obtienen principalmente de organismos
procaridticos, éstas reconocen una secuencia entre 4-8 pb en ADN, las endonucleasas
cortan las dos cadenas de ADN en determinadas secuencias de nucledtidos en el sitio de
reconocimiento o diana de restriccion. En la actualidad existen mas de 2.300 endonucleasas
de restriccion disponibles para la tipificacion (Mirhendi et al., 2001; Hausner et al., 2000).

Las endonucleasas mas utilizadas en la tipificacion de hongos son: Alul, Hhal, Hapll,
Mbol, EcoRlI, Pstl, Xhol, BsuRl, cofl, Bglll, EcoRV, Haelll, Hincll, Hindlll, Hinfl, Kpnl,
Mspl, Nrul, Pstl, Sall, Sacl, Sau3Al, Small, Sphl, Stul, Taql, Xbal, Notl, Rsal (Ferrer et al.,
2004; Kim et al., 2001; Carter et al., 2002; De las Heras, 2004; Desjardis, 2006; Patifio et
al., 2006; Lorens et al., 2006).

Gbmez (2008) confirmd que la técnica de PCR es una herramienta adecuada para la
identificacion de los hongos que pertenecen al género Fusarium; también confirmé la
identificacion previa por este método, de todos los aislados de F. verticillioides analizados.

En la actualidad, el estudio sobre las fumonisinas ha llegado a niveles moleculares. Se

han clasificado 4 grupos de genes, fuml, fum2, fum3 y fum4, asociados con la biosintesis
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de fumonisinas, estos se identificaron mediante estudio genético sobre las cepas de F.
verticillioides productoras de fumonisinas. El resultado de la PCR con cebadores basados
en el gen polipéctido sintetasa (PKS), demostrd que el gen fum5 PKS es el requerido para
la biosintesis de las fumonisinas. Se realizaron estudios sobre la biologia molecular de
cepas productoras de fumonisinas. Ademas se utilizaron transgénicos como estrategias para
aumentar la resistencia a Fusarium y reducir la contaminacion de fumonisinas en las
plantas y disminuir el riesgo de salud de los humanos y animales asi como la seguridad
alimentaria (Wang y Liu, 2005).

Por otra parte Zhang et al. (2011), demostraron que el gen FvMK1 juega un papel muy
importante en la regulacion del crecimiento vegetativo, produccion de macroconidios,
biosintesis de fumonisinas y patogenicidad de F. verticillioides en maiz, por lo que sugieren
que este gen es esencial para la infeccion de la planta. También Sekhon et al. (2006),
caracterizaron los genes PR-4 y PR-5 que estan involucrados en la incidencia de la
pudricion de la mazorca de maiz en el campo.

Gomez (2008), concluyd que en las poblaciones de Fusarium spp. encontradas y
analizadas a través de la utilizacion de la region IGS ribosomal, mediante el estudio de
PCR-RFLP de las especies de F. graminearum, F. verticillioides, F. proliferatum y
Fusarium equiseti existe una gran variabilidad de varios tipos genéticos, aun dentro de una
misma especie. Esta diversidad fue encontrada dentro y fuera de la seccion donde estas

especies estan ubicadas.

Identificacion molecular de especies de F. verticillioides con el uso de marcadores

moleculares.

Las secuencias de los genes de ADN ribosémico (ADNTr) incluyendo los
espaciadores internos transcritos ITS1 y ITS2 que circundan la region 5,8 del gen
calmodulina se han utilizado para desarrollar primers especificos para la deteccion de
varios hongos fitopatdgenos (O'Donnell et al., 1998; 2000). Por lo que Mulé et al. (2004),
se concentraron en la region del gen calmodulina con la finalidad de obtener fragmentos de
ADN para distinguir entre las especies de F. proliferatum, F. subglutinans y F.

verticillioides, basandose en el estudio de la variabilidad del ADN dentro de la region de la
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calmodulina de aislados de F. proliferatum, F. subglutinans y F. verticillioides
provenientes de maiz. Ellos desarrollaron primers para especie-especifica de estas especies
de Fusarium y desarrollaron un método de PCR réapido para la identificacion de estos
patdégenos en maiz. Los primers especificos para cada especie fueron disefiados utilizando
un Software Primer Express (Applied Biosystems). Estos primers fueron seleccionados de
las regiones divergentes, dentro de las secuencias que codifican la calmodulina resultante
de la alineacion multiple de secuencias obtenidas en su estudio (Mulé Et al., 2004).

Tres pares de iniciadores de especie especificas, fueron disefiados: PRO1/2, SUB1/2
y VER1/2 para F. proliferatum, F. subglutinans y F. verticillioides, respectivamente. Estos
iniciadores fueron disefiados para funcionar a temperaturas altas de hibridacion (56°C),
evitando de este modo la amplificacion de ADN no especifico. Los iniciadoress especificos
para cada especie se eligieron cercano a la region 3'. Los productos secuenciados se
compararon con las secuencias existentes en los bancos de genes, EMBL, DDBJ y PDB y
el resultado de BLAST (Basic Local Alineation Search Tool) mostraron un 100% de
homologia con secuencias de aislados pertenecientes a las especies para las que fueron
disefiados estos iniciadores. Fragmentos individuales de tamafio correcto se obtuvieron con
los iniciadores especificos de la especie, de todas las cepas que pertenecen a las tres
especies. El producto de PCR de F. subglutinans fue de 631 pb, para F. proliferatum fue de
585 pb y para F. verticillioides fue de 578 pb. Para confirmar la especificidad de los
primers, fragmentos derivados de las especies estudiadas fueron secuenciados. La
comparacion de las secuencias obtenidas previamente con secuencias de calmodulina, que
se utilizaron para el disefio del iniciador, confirmo la especificidad de especie de los
iniciadores, ya que las secuencias eran 100% homologas. Con la finalidad de validar los
primers, la especificidad de los pares de cebadores se prob6 en 50 cepas de cada una de las
tres especies. No hubo reacciones cruzadas con las otras especies utilizadas. Con el fin de
evitar resultados falsos negativos, algunas pruebas de PCR se realizaron al menos tres
veces. La sensibilidad de los cebadores fue de 12,5 pg cuando se analizé el ADN gendmico
total de cada especie pura. Finalmente, las secuencias de los primers especificos de la
especie se patentaron: MI12003A000375, en 03/03/2003.

Con miras a utilizar la PCR para detectar estos agentes patdgenos en los tejidos del

maiz, los primers sobre el ADN genomico total extraidos de granos de maiz sanos se
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probaron para evitar resultados falsos positivos para reaccion cruzada con el ADN de la
planta. Diez muestras de cinco compafiias diferentes generaron fragmentos en cualquier
experimento. Por ultimo, el analisis de ADN gendmico total extraido de cultivos puros de
cada especie cultivadas en granos de maiz genera los fragmentos esperados para cada uno
de los conjuntos de iniciadores probados.
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CAPITULO 1. Identificacion e incidencia de aislados de Fusarium verticillioides
(Sacc.) Nirenber en maiz proveniente de algunas localidades de los estados Aragua y

Guarico.

INTRODUCCION

Fusarium verticillioides se presenta en todo el mundo en las areas donde se cultiva el
maiz. El hongo y/o sus micotoxinas se han aislado a partir de maiz y otras plantas de
diversas regiones del mundo, asi como en semillas y granos destinados para la siembra y
alimentos respectivamente (Burgess, 1981; Shephard et al., 1996). Es un patdgeno de
campo, pero también lo es de granos almacenados, donde ademas intervienen insectos en su
su diseminacion (Armolik y Dickson, 1956; Lamboni y Hell, 2009).

F. verticillioides, F. subglutinans y F. proliferatum, son tres especies
morfologicamente idénticas que se encuentran en la mayor parte del mundo infectando
maiz. Estas tres especies causan sintomas similares como son la pudricion de la mazorca,
del tallo y la raiz y el tizon de las plantulas. Estos patégenos producen micotoxinas que se
han detectado en los tejidos sintomaticos y asintomaticos (Marasas et al., 1984; Marasas et
al., 2000).

En trabajos de investigacion se ha encontrado a F. verticillioides en muestras de granos
de maiz de los estados Portuguesa y Yaracuy (Mazzani et al., 1997; 1999; 2001). En
evaluaciones hechas a granos de maiz, procedentes de diferentes localidades de Venezuela,
se detect0 la presencia de este patdgeno en el 100 % de las muestra analizadas (Goyo et al.,
2005).

La incidencia de F. verticillioides en plantas, semillas y granos de maiz es muy
importante por la produccion de micotoxinas, las cuales son perjudiciales tanto para los
humanos como animales que lo consuman, por lo que amerita un monitoreo constante de la
incidencia de esta enfermedad y una efectiva identificacion y determinacion de este
patdgeno mediante caracteristicas morfologicas con la ayuda de la literatura especializada.

Por lo antes expuesto se plantean los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS.

Objetivo General:

Detectar la presencia de F. verticillioides en plantas y granos de maiz procedentes de
algunas localidades de los estados Aragua y Guarico y confirmar la identidad de los
aislados por el método tradicional.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar la incidencia de F. verticillioides en los granos de maiz provenientes de

algunas localidades de los estados Aragua y Guarico.
2. Caracterizar aislados de F. verticillioides de plantas y granos de maiz provenientes
de algunas localidades de los estados Aragua y Guarico mediante caracteristicas

morfologicas.

3. Confirmar la patogenicidad de los aislados de F. verticillioides procedentes de las

diferentes localidades.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo, procedencia del material a evaluar y ubicacién de los ensayos.

Para la recoleccion del material vegetal se realizaron muestreos desde enero de 2010
hasta noviembre de 2011, en varias localidades, las cuales se seleccionaron de acuerdo al
namero de fincas que tenian el cultivo establecido cuando se realizaron las visitas, asi como
el tipo de material genético que utilizaron. Se llevaron a cabo las visitas a las localidades
productoras de maiz de los estados Aragua (Palo Negro, Villa de Cura, Barbacoa, Maracay-
INIA-CENIAP, Puerta Negra, Punta Larga, Valle de Tucutunemo y San Francisco de Asis)
y Guarico (ElI Sombrero, San José de Tiznado, Zaraza, Calabozo, Rio Verde y Laguna de
Piedra).

En todas las fincas se tomaron muestras de plantas con y sin sintomas, asi como de
granos, para esto se hizo un recorrido de las plantaciones en zig-zag recolectando el
material cada 100 metros al azar, luego se colocaron en bolsas de papel debidamente
identificadas y se llevaron al laboratorio de Micologia de la Catedra de Fitopatologia del
Instituto de Botanica Agricola de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de

Venezuela, Maracay, para ser analizados.

Aislamiento de especies de Fusarium presentes en las muestras colectadas

De muestras de hojas, tallos y granos se realizaron aislamientos, con la finalidad de
detectar la presencia de F. verticillioides. De hojas y tallos se procedié a cortar una porcién
pequefia de cada muestra entre el area enferma y el area sana que presento el sintoma de la
enfermedad producida por este patdgeno; estas porciones pequefias y los granos se lavaron
en hipoclorito de sodio al 2,0% durante 30 seg y 1 min respectivamente; al término de este
tiempo, se lavaron con agua destilada esterilizada 3 veces, se secaron entre discos de papel
de filtro esterilizado. Luego las hojas y partes de tallos se cortaron en secciones de
aproximadamente 2 mm?, se colocaron cinco secciones directamente en capsula Petri

conteniendo el medio nutritivo papa, dextrosa, agar (PDA); de igual forma se procedio para
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los granos. Las cépsulas con los aislamientos se incubaron a temperatura de 26 + 2°C y luz
fluorescente y oscuridad en ciclos de 12 horas diarias durante siete dias. Una vez obtenido
los aislamientos se transfirié a capsulas Petri con PDA para purificacion y finalmente se
colocaron en tubos con PDA inclinado donde se conservaron a 8-10°C hasta ser utilizado.
Para nombrar cada uno de los aislados obtenido de plantas y granos muestreados, se utilizé
un cédigo que consta de la letra F que significa F. verticillioides seguido del nimero

correspondiente a la muestra (Da Silva, 2006).

Incidencia de Fusarium verticillioides en los granos de maiz.

Para evaluar los porcentajes de la incidencia de granos con el hongo se us6 un Disefio
estadistico completamente aleatorizado, se tomaron 200 granos por cada muestra o
tratamiento, de ellos se hicieron cuatro repeticiones de 50 granos cada una, colocando cinco
granos por capsula Petri (Mazzani et al., 2007) Cada repeticion consta de 50 granos: cinco
granos/capsula Petri para un total de 10 capsula Petri. Para un total de 40 capsulas por
localidad o tratamiento. Las 14 localidades se consideraron como tratamientos (Cuadro 2).
Se seleccionaron los granos intactos sin la presencia de dafios mecanicos, ni por insectos, y
se sembraron en las capsulas Petri con PDA. Las capsulas se sellaron con cinta de parafilm,
se colocaron en bolsas plasticas para protegerlas de la influencia de factores bioticos y
abidticos que pudieran causar efectos en el material a ser evaluado, se incubaron a
temperatura de 26 + 2°C durante siete dias con alternancias de 12 horas luz y 12 horas
oscuridad. Las muestras por localidad representaron a los tratamientos, ésto con la finalidad
de realizar el analisis de varianza.

A Los siete dias se realizd la evaluacién, de cada céapsula, con la ayuda de lupa
estereoscopica marca Swift y microscopio de luz marca Leica Galen I11, con la finalidad de
detectar colonias de F. verticillioides crecidas a partir de los granos. Los resultados
obtenidos fueron expresados en porcentaje de granos colonizados por F. verticillioides
(Payne, 1998). Luego a estos porcentajes se le aplico el método estadistico de Analisis de
Varianza con el objetivo de verificar si existian diferencias significativas entre los
tratamientos, despues se les aplico la prueba de medias de Tukey con la finalidad de

constatar diferencias entre los promedios del porcentaje de incidencia de cada localidad.
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Cuadro 2.- Evaluacion del porcentaje de incidencia de F. verticillioides en granos de maiz
de diferentes localidades de los estados Aragua y Guarico.

ESTADO LOCALIDAD TRATAMIENTO N° REPETICION
Palo Negro 2 4
Villa de Cura 9 4
Barbacoa 3 4
Maracay-INIA- 1 4
CENIAP
ARAGUA Puerta Negra 5 4
Punta Larga 6 4
Valle de 7 4
Tucutunemo
San Francisco de 8 4
Asis
El Sombrero 10 4
San José de Tiznado 4 4
Zaraza 11 4
GUARICO Calabozo 12 4
Rio Verde 13 4
Laguna de Piedra 14 4

Los criterios adaptados para la evaluacion de la incidencia segun varios investigadores

fueron: Baja de 0-15%, media de 16-30% Yy alta, mayor de 30%, segln adaptacion a los

criterios seguidos por Mazzani (1999), Hoenish y Davis (1994); Bullerman y Tsai (1994).
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Evaluacion de la patogenicidad de Fusarium verticillioides en maiz

Obtencion del inéculo

El indculo se obtuvo a partir de cada uno de los 101 aislados puros de F. verticillioides
que se sembraron en los tubos con PDA inclinado. La preparacion del indculo se realiz6 a
partir del patégeno cultivado en cépsulas Petri con PDA previamente incubadas a una
temperatura de 26 + 2°C, durante siete dias. Verificado el crecimiento y esporulacion
abundante (colonia cubriendo el 80% de la superficie de la cépsula de Petri) se les
agregaron 20 ml de agua destilada esterilizada, luego con un bisturi esterilizado se raspé
muy suavemente la colonia procurando separar el micelio y los conidios del hongo. En una
camara de Neubauer se coloco una gota de esta suspension; con la finalidad de determinar
la concentracion del indculo. Esta permitio realizar el contaje de los conidios usando un
microscopio compuesto de luz marca Leica Galen Ill. La concentracion del inoculo se
ajusté a 1x10° conidios/ml (French y Hebert, 1980).

Preparacion de las plantulas

Se utilizaron semillas sanas de maiz blanco del Hibrido Dorado 5 de la empresa
Semillas Flor de Aragua (SEFLOARCA) porque es uno de de los materiales mas
susceptibles. Se colocaron cuatro semillas por bolsa de polietileno de 2 Kg de capacidad
con un sustrato esteril, conformado por tierra + arena en una proporcion de 3:1, se
colocaron en el umbraculo de la clinica de enfermedades de plantas de la Seccion de

Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la UCV.

Inoculacion

A los siete dias de emergidas las plantulas se asperjaron con la suspensién de conidios
de cada uno de los aislados de F. verticillioides, luego se colocaron en camara himeda por
tres dias. También se dejaron plantas testigos, las cuales fueron sometidas a las mismas

condiciones que las plantas inoculadas pero tratadas con agua destilada esterilizada. Por
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cada aislamiento evaluado se inocularon las cuatro plantas. Se realizaron observaciones
diariamente hasta que aparecieron los sintomas caracteristicos de la enfermedad producida
por el patdégeno. A los 14 dias después de la inoculacion se realizaron los reaislamientos
respectivos, de plantas con y sin sintomas, con el propoésito de verificar la patogenicidad de
cada uno de los aislados (Castillo, 2009).

Identificaciéon Taxondmica de F. verticillioides

Se realiz6 la siembra en PDA de cada uno de los aislados. En cada capsula Petri se
coloc6 el medio del cultivo (PDA) adecuado para el crecimiento y desarrollo de F.
verticillioides, luego se colocd en el centro de cada capsula un disco de aproximadamente 5
mm de didmetro, conteniendo el micelio del patdgeno, procedente de aislados de una
colonia tres dias de desarrollo. Luego se sellaron las capsulas con parafilm y se incubaron
durante siete dias a temperatura de 26 + 2°C con alternancia de luz fluorescente oscuridad
cada 12 horas. Posteriormente se realizaron preparados microscopicos permanentes en un
porta objetos en el cual se colocd una gota de azul de anilina; con una aguja de diseccion se
extrajo de la colonia material que contenia micelio del patdgeno y se sumergio en la gota de
azul de anilina, se cubrid con un cubre objetos y se selld por los bordes con esmalte de ufia
transparente para sellar la muestra y evitar la evaporacion del colorante. Luego se
realizaron observaciones bajo un microscopio Olympus modelo CH30 de luz para efectuar
las observacione y se hizo registros fotograficos, que permitieron realizar la caracterizacion
e identificacion de la especie de F. verticillioides.

También se realizaron microcultivos, para lo cual se colocardn tres discos de papel de
filtro humedecidos, un tubo capilar en forma angular, una ldamina porta objeto y un cubre
objeto en el interior de cada una de las capsulas de Petri y se colocaron en la autoclave para
su esterilizacidn. Luego en el centro de la lamina porta objeto se coloc6 un blogue de PDA
también esterilizado de 1,0 cm? aproximadamente y en el centro del bloque se colocé una
pequefia porcion de aislado de F. verticillioides, se cubrié con un cubre objetos, se sell6 la
capsula con cinta de parafilm y se dejé en incubacion durante 3 dias. Al término de éste

tiempo, se removiod el cubre objeto muy cuidadosamente, se colocé sobre un porta objetos

66



conteniendo una gota de azul de anilina y se observo al microscopio de luz para la
caracterizacion del hongo (Rodriguez, 1996).

Para confirmar la identidad de los diferentes aislados de F. verticillioides se tomod en
consideracion las caracteristicas macro y microscopicas, que permitieron realizar las
caracterizaciones. Para el andlisis macroscopico se consideraron el color, relieve y
crecimiento de la colonia, asi como si el micelio era ralo, denso o tupido. Para la
caracterizacién microscépica se consideraron la forma y el tamafio de los macroconidios y
microconidios, los conidiéforos, las fidlides y la presencia o no de clamidosporas. En base a
las caracteristicas macro y microscépicas se desecharon las otras especies de Fusarium.
Luego se realizaron comparaciones con las claves para especies de Fusarium de Booth
(1977); Nelson et al. (1983), La clave de Burgess y Trimboli (1986); Nirenberg y
O’Donnell (1998) y la de Leslie y Summerell (2006).

Andlisis estadistico de los resultados
A los datos para el analisis de los resultados de la incidencia se le verificaron los
supuestos del analisis de varianza comprobandose que se cumplié con cada uno de los

supuestos, por lo que se le hizo el analisis de la varianza y prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p < 0,05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreo, procedencia y aislamiento de F. verticillioides del material evaluado

Del material muestreado se obtuvieron plantas con sintomas de la enfermedad,
como es el enrollamiento de la primera hoja y manchas traslicidas de aspecto acuoso
descritos por Vegier et al., 1997 y Cardwell et al., 2000, y plantas sanas que no presentaron
sintomas de la enfermedad como revelan Headrick y Pataky, 1989 y Singh y Singh, 1977,
asi como de granos que tampoco presentaron los sintomas de la enfermedad causados por
F. verticillioides (figura 2). Del muestreo realizado de plantas y granos con y sin sintomas
de la enfermedad causada por F. verticillioides, se obtuvieron 101 aislados de este hongo.

Figura 2. Ay B. Plantas y mazorcas sin sintomas. C y D. Plantas y mazorcas con sintomas,
muestreadas para aislamientos de F. verticillioides.

En el cuadro 3 se presentan los granos procedentes de los estados Aragua y Guarico.

De las localidades de Palo Negro, Maracay, Puerta Negra, Valle de Tucutunemo, San
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Francisco de Asis (Aragua), San José de Tiznado y Zaraza (Guérico) se obtuvieron 8

aislados de cada una respectivamente; de las localidades de Punta Larga (Aragua), El

Sombreo y Laguna de Piedra (Guérico), se obtuvieron 7 aislados de cada una, y de las

localidades de La Cuarta, Barbacoa (Aragua), Calabozo y Rio Verde (Guérico), se

obtuvieron 6 aislados, siendo estos el menor nimero.

Cuadro 3. Procedencia y numero de aislados de F. verticillioides del muestreo realizado en
las diferentes localidades de los estados Aragua y Guérico.

ESTADO LOCALIDAD N° DE COORDENADAS*
AISLADOQOS
Aragua Palo Negro 8 10.1311, -67.4862
Aragua Villa de Cura 6 9.8965, -67.0962
Aragua Barbacoa 6 9.4707, -66.9314
Aragua Maracay-INIA- 8 10.2554, -67.5906
CENIAP
Aragua Puerta Negra 10.0770, -67.4423
Aragua Punta Larga 9.9093, -67.0358
Aragua Valle de 8 9.9363, -6769424
Tucutunemo
Aragua San Francisco de 8 9.5850, -67.2116
Asis
Guarico El Sombrero 7 9.4328, -67.1347
Guarico San Jose de Tiznado 8 9.2214, -674807
Guarico Zaraza 8 9.3190, -65.2890
Guarico Calabozo 6 8.8776, -67.3644
Guarico Rio Verde 6 8.9664, -67.6126
Guérico Laguna de Piedra 7 9.5140, -67.6016

*Aproximacion Google Maps.
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Incidencia de Fusarium verticillioides en los granos de maiz

En el analisis de varianza (Cuadro 4), se detectd diferencias estadisticas
significativas (p<=0,05) de incidencia de F. verticillioides entre los tratamientos o

localidades de los estados Aragua y Guarico, considerados en este estudio.

Cuadro 4. Analisis de la Varianza de los promedios de la incidencia de F. verticillioides en
maiz provenientes de ocho y seis localidades de los estados Aragua y Guarico
respectivamente.

F.V. SC GL CM F Valor p
Modelo 226,23 13 17,40 15,43 <0,0001
Trat 226,23 13 17,40 15,43 <0,0001
Error 47,38 42 1,13
Total 273,61 55
Cv =117

De las muestras de granos analizados, se obtuvieron los porcentajes de incidencia
de F. verticillioides, que se muestran en el cuadro 5y la figura 3, notandose que la mayor
incidencia de granos infectados por este hongo se encontrd en las muestras de la localidad
del Valle de Tucutunemo (Aragua) y Zaraza (Guarico), seguido por el de la localidad de
Palo Negro (Aragua), Villa de Cura (Aragua), Punta Larga (Aragua), Laguna de Piedra
(Guarico), Puerta Negra (Aragua). Las granos provenientes de las localidades Rio Verde
(Guarico), San Francisco de Asis (Aragua) tuvieron los menores porcentajes de incidencia
del hongo, seguidos por las localidades de EI Sombrero (Guarico), San José de Tiznado
(Guarico), Calabozo (Guarico), Barbacoa (Aragua) y Maracay (Aragua).

En las figuras 4A y 4B, se puede observar alta incidencia de granos de maiz
colonizados por el patdégeno F. verticillioides, con el color de las colonias que lo

caracterizan, coincidiendo con otros trabajos (Leslie y Summerell, 2006).
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Cuadro 5. Porcentajes de incidencia de F. verticillioides en granos de maiz provenientes de
ocho y seis localidades de los estados Aragua y Guarico respectivamente.

Trat. Localidades Porcentajes Grupos
13 Rio Verde 88,19 a*
8 San Francisco de Asis 88,42 ab
10 El Sombrero 89,23 abc
4 San Jose de Tiznado 89,38 abcd
12 Calabozo 89,99 abcd
3 Barbacoa 90,05 abcd
1 Maracay 90,08 abcd
5 Puerta Negra 91,04 bcde
14 Laguna de Piedra 91,13 bcde
6 Punta larga 91,65 cdef
9 Villa de Cura 92,04 def
2 Palo Negro 93,05 efg
11 Zaraza 94,12 fg
7 Valle de Tucutunemo 95,25 g

(*) Valores con la misma letra indican que la incidencia de F. verticillioides en los granos
de maiz de diferentes localidades son estadisticamente iguales, de acuerdo a la prueba de

Tukey (p <0,05). CV = 2,45.

71



96 -

94 -
§ 92 - -
.8
2 - -
S 90 -
o
(&]
c
= 88 -

86 -

84 T T T T T T T T T T T T T T

Q> Q D ﬁ 9o Q “o Q QO D Q () <z
Q & S NS N &
~Q‘§) %‘2’% OQ’ {b'db' %2?0 \‘b‘ @'& Y::’ o ) Q‘b'b Q‘Sb(l\) “00(‘) 4@'& \0‘6
F PP e TSIV
i 4\\\‘} Q°© Ry QOC’ & > ‘@bﬁ &
o &
\\e‘b Q@Q oF N
4 0 &
Localidades

Figura 3. Incidencia de F. verticillioides en maiz de ocho y seis localidades de los estados
Aragua y Guarico respectivamente.

En esta investigacion todos los resultados de incidencia fueron altos lo cual coincide
con los que menciona Homsi (2002), quien encontrd que F. verticillioides estuvo presente
con mayor frecuencia contaminando los granos de maiz de tres zonas (Aragua, Carabobo y
Yaracuy) evaluadas donde la incidencia fue alta en todos los hibridos. De la misma manera,
Mazzani et al. (2007), trabajaron con granos almacenados en los estados: Anzoategui,
Carabobo y Monagas, encontrando alta incidencia del patégeno en todos los materiales
evaluados; asi mismo Medina et al., 2007, quienes también encontraron una alta incidencia
hasta de un 86,5% de las semillas de dos hibridos comerciales de maiz (H-4002 y H-3005)
procedentes de Chirgua, estado Carabobo; este patdgeno se encontr6 hasta en un 100 % en
el endospermo y en el embrion de estos hibridos hasta en 90 %. EI menor porcentaje

encontrado fue en el pericarpo con 15%.
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| . - . -
Figura 4. Granos de maiz colonizados por F. verticillioides. A. Vista de la cara superior de
las colonias. B. vista del reverso de las colonias.

Sin embargo en otras investigaciones de campo realizadas en granos de maiz para
consumo humano y animal, producidos en fincas de Aragua, Carabobo, Cojedes, Guarico,
Portuguesa y Yaracuy se evidencié una incidencia de F. verticillioides, en todos los granos
desde baja (< 15%) hasta alta (> 30%) (Chavarri et al., 2009; Da Silva et al., 2009; Medina
et al., 2007; y Mazzani et al., 2008).

De la misma manera, Diaz et al., (2007), encontraron que la incidencia de F.
verticillioides en maiz producido en la zona central de Venezuela oscilé entre 25,25% y
72%. Aunque Mazzani et al. (2007) encontraron una baja incidencia que oscilé entre 0 y
23% de F. verticillioides en granos almacenados en los estados Anzoategui, Carabobo y
Monagas.

Por otra parte en el Sombrero, estado Guarico, se evaluaron 12 hibridos dobles
experimentales y 8 hibridos comerciales de maiz blanco y amarillo, en los cuales se
encontré que todas las muestras de todos los hibridos fueron colonizados por F.
verticillioides (Mazzani et al., 1997); también de semillas de maiz provenientes de las
localidades de San Javier (Edo. Yaracuy), EI Sombrero (Edo. Guarico) y Jusepin (Edo.
Monagas), evidenciaron la ocurrencia de este patdgeno, situacion que afirma su presencia

en muchos campos donde se siembra este cultivo en Venezuela y lo cual corrobora que este
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hongo es un problema importante en hibridos de maiz (Mazzani y Borges, 1993; Mazzani
etal., 1997).

Evaluacion de la patogenicidad de Fusarium verticillioides en maiz

En cada uno de los 101 aislados evaluados en plantas de maiz de 21 dias de edad, con
respecto a la patogenicidad, al menos el 25% de las plantas evaluadas por aislamiento,
presentaron sintomas de la enfermedad causada por F. verticillioides, como es el
enrollamiento de las hojas apicales o una mancha traslucida de aspecto aceitoso, como se
muestra en la figura 5.

Al realizar aislamientos de estas plantas con los sintomas sefialados, se obtuvo colonias
de micelio abundante que en su color variaron desde el blanco hasta el violeta, tipicas de F.
verticillioides, de la misma manera cuando se les hizo preparados microscopicos se
pudieron observar los macroconidios alargados, curvados, con la parte apical conica, con la
base en forma de pie, algunas presentaron variaciones en el nimero de septos desde 3 hasta
5, microconidios en forma oval y sin septos, y microcultivos, estas estructuras y
caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie y Summerell, (2006).

Por otro lado, cuando a las plantas evaluadas que no presentaron sintomas de la
enfermedad causada por este patdgeno se les realizd aislamientos, también se obtuvieron
colonias con las mismas caracteristicas sefialadas anteriormente, lo cual confirma que
ocurre infeccidn asintomatica y ademas corrobora la patogenicidad de los 101 aislados de

F. verticillioides en las plantas de maiz.
Identificacion Morgologica de F. verticillioides.

En la figura 6A, se muestran las caracteristicas de los aislados en PDA de F.
verticillioides, donde se puede notar en la cara superior de las colonias un color anaranjado

palido (salmén) como lo describe Leslie y Summerell (2006). A los nueve dias ocuparon la

totalidad de la superficie de las capsulas Petri.
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Figura 5. Sintomas de la enfermedad causada por F. verticillioides en plantas inoculadas a
los 21 dias. A. Enrollamiento de la hoja. B. Mancha trasltcida de aspecto aceitoso.

En la figura 6B, se puede observar en el reverso de las colonias, que a partir del 5to
dia, se visualiz6 desde el centro hasta 2cm un color purpura claro que se mantuvo hasta el
7mo dia. A partir de alli presentaron un color rosado anaranjado palido, parecido a lo
encontrado por Leslie y Summerell (2006).

El centro de las colonias fue de crecimiento algodonoso continuando con

crecimiento ralo hacia la periferia.

h
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Figura 6. Colonia de F. verticillioides de siete dias de creciendo en PDA. A. vista de la cara
superior de la colonia. B. vista por el reverso.
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En la figura 7, se observan las caracteristicas de los macro y microconidios. Los
macroconidios del hongo son de forma levemente falcada, multiseptados de 3 a 5 septos,
con una célula apical mas o menos puntiaguda y célula basal en forma de pie. Con
dimensiones de 15-49 um de largo x 2,6-5,2 um de ancho, con una media de 30,9 x 3,9 um.
Microconidios abundantes, comunmente unicelulares de forma oval o elipsoidal, con la
base redondeada, en largas cadenas de hasta 30 microconidios sobre monofialides,
dimensiones de 5-8 um de largo x 1,4-2,5 um de ancho, con una media de 6,5 x 1,95 pm.
Clamidosporas ausentes (Figuras 7A, 7B, 7C y 7D). Estas caracteristicas concuerdan con la
descripcion para especies de Fusarium de Booth (1977); Nelson et al. (1983); Burgess y
Trimboli (1986); Nirenberg y O’Donnell (1998) y la de Leslie y Summerell (2006); White

(2000), para la especie de F. verticillioides.

Figura 7. A. Microconidios de F. verticillioides. B. Microconidios en monofialides. C.
Microconidios en cadena. D. Macroconios.
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Las caracteristicas que permitieron la identificacion de los aislados de F. verticillioides
obtenidos fueron: En medio PDA, la colonia inicialmente tiene el micelio blanco, pero
posteriormente pueden desarrollar pigmentos color violeta. En este medio de cultivo la
pigmentacion de la colonia varié desde no tener pigmentos, lo cual le di6 una tonalidad
grisacea o naranja al violeta gris, violeta oscuro 0 magenta oscuro (casi negro) en otros.
Generalmente la morfologia de los macroconidios fue relativamente alargada y delgada,
ligeramente encorvado o recto y de paredes delgadas. Esto es tipico de macroconidios
producidos por especies del complejo Gibberella fujikuroi, de forma levemente falcada,
multiseptados de 3 a 5 septos, con una célula apical mas o menos puntiaguda y célula basal
en forma de pie. Los microconidios, de forma ovalada con una base plana y no presentaron
septos. EI micelio aéreo presenté comunmente largas cadenas, sin embargo se presentaron
de vez en cuando pequefias cadenas. Las células conidiégenas se observaron en
monofialides, a veces se presentaron en pares que dan una apariencia de “orejas de conejo”.
Micelio aéreo era abundante. No produjeron clamidosporas. Todas estas caracteristicas
coincidieron con las claves para especies de Fusarium de Booth (1977); Nelson et al.
(1983), Burgess y Trimboli (1986); Nirenberg y O’Donnell (1998) y la de Leslie y
Summerell (2006), que permitieron identificarlos como F. verticillioides.

Sin embargo se han encontrado otras especies de Fusarium asociados con los granos de
maiz como, F. proliferatun, F. subglutinams, F. graminearum, F. oxysporum, F.
acuminatum, F. solani (White, 2000). F. verticillioides es morfolégicamente idéntico a las
cepas de F. thapsinum que no producen pigmentos amarillos; también es idéntico a F.
proliferatum, solo que esta especie forma cadenas de microconidios a partir de polifialides.
Las cadenas de microconidios producidas por F. proliferatun usualmente son mas cortas
que las de F. verticillioides y F. thapsinum. Estos dos ultimos se pueden diferenciar
confiablemente solo mediante el uso de la prueba de apareamiento o marcadores
moleculares, aunque muchos aislados de F. thapsinum producen pigmentos amarillos que
son Unicos de esta especie. F. verticillioides también es muy similar a F. andiyazi, solo que
esta especie forma seudoclamidospora, por lo que hay que tener cuidado ya que F.
verticillioides produce ensanchamiento en las hifas las cuales es dificil de diferenciar de las

seudoclamidosporas (Leslie y Summerell, 2006).
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F. verticillioides es similar en algunos aspectos a F. nygamai con la forma de los
microconidios en cadenas cortas o falsas cabezas de monofidlides (Burgess y Trimboli,
1986). F. nygamai, sin embargo forma abundantes macroconidios en esporodoquia y
clamidosporas en las hifas aéreas en medios nutritivos donde el hongo ya ha pasado los 7
dias. Las cepas que son morfolégicamente similares y estrechamente relacionadas
filogenéticamente con F. verticillioides se han aislado de platanos, pero estas cepas no
sintetizan fumonisinas (Mirete et al., 2004; Moretti et al., 2004). Ya sea que estas cepas
representan una subpoblacion aislada de F. verticillioides o en su lugar, es una nueva
especie que queda por determinar (Hirata et al., 2001).

Los conidios son producidos en las fialides a través de un proceso enteroblastico en
el que la pared interior del conidio y la phialide son continuas y al que se afiaden
posteriormente las capas media y exterior (Tiedt y Jooste, 1992). Este proceso reduce la
cantidad de material disponible para bloquear la apertura phialidica y puede ser una de las
razones por las que las cadenas de F. verticillioides son tan largas (Tiedt y Jooste, 1998).
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CONCLUSIONES

El hongo Fusarium verticillioides fue detectado en un alto porcentaje de incidencia en
los granos procedentes de todas las diferentes las localidades de los estados Aragua y

Guérico.

Las muestras procedentes del Valle de Tucutunemo (Aragua) y Zaraza (Guarico)
fueron los que tuvieron los mayores valores de porcentaje de incidencia de Fusarium

verticillioides en granos, seguidos de los de la localidad de Palo Negro (Aragua).

Las muestras de los granos procedentes de las localidades de Rio Verde (Guéarico) y

San Francisco de Asis (Aragua) tuvieron los menores porcentajes de incidencia.
La alta incidencia de Fusarium verticillioides en todas las localidades, indica que es un
patdgeno muy importante en los campos comerciales de maiz en los estados Aragua y

Guarico.

La especie de Fusarium que afectdé generalmente al cultivo de maiz de todas las

muestras analizadas fue F. verticillioides.
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RECOMENDACIONES

o Efectuar caracterizaciones morfologicas de F. verticilliodes por otros
metodos, tales como los bioldgicos utilizando medios nutritivos en hojas de clavel,
rosa de bengala, malta sal agar (MSA), papel de filtro con y sin congelamiento entre
otros y las pruebas Seroldgicas o de Inmunoafinidad (ELISA),
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CAPITULO III.

Caracterizacion Molecular de los aislados de Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenber,
procedentes de algunas localidades de los estados Aragua y Guarico.

INTRODUCCION

La utilizacion de la caracterizacion para la identificacion y clasificacion macroscopica
y microscépica de los hongos es muy laboriosa y dificil, debido a su alta plasticidad
fenotipica. Esta situacion obliga a una incesante y continua revision taxonémica de las
especies (Knutsen et al., 2004). Sin embargo, las técnicas moleculares que se basan en el
andlisis de secuencias de ADN son mucho mas répidas y confiables para la deteccion e
identificacion de especies. Otra ventaja de la amplificacion de secuencias especificas
mediante la PCR, es que resulta potencialmente mas eficaz que cualquier otra técnica
microbioldgica, lo cual no amerita de la presencia de organismos viables, aun cuando los
volimenes de la muestra sean pequefios para que el analisis que exige la prueba, se realice
con éxito (Abd- Elsalam et al., 2003).

Los métodos de diagndstico basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
son rapidos, ya que no hay necesidad de cultivar organismos antes de su identificacion.
Ellos son especificos, ya que la identificacion de las especies se hace sobre la base de las
diferencias genotipicas, y son muy sensibles, la deteccion de los sitios de restriccion de las
moléculas de ADN en mezclas complejas, incluso cuando los micelios ya no son viables.
Varias pruebas de PCR se han desarrollado para la identificacién de especies de Fusarium
micotoxigénicos, algunos de ellos basados en genes de copia unica directamente implicados
en la biosintesis de las micotoxinas (Bluhm et al., 2002; Gonzélez-Jaén et al., 2004; Kulik
et al., 2004; Mulé et al., 2004; Nicholson et al., 1998; Nicholson et al., 2004; Niessen y
Vogel et al., 1998). También pruebas de especies especificas de PCR han sido desarrollado
en laboratorios para detectar las principales especies productoras de tricotecenos de

Fusarium asociadas con los cereales, por ejemplo, F. graminearum, F. culmorum, F. poae,
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F. sporotrichioides y F. equiseti (Jurado et al., 2006) y productores de fumonisinas como
F. verticillioides (Patifio et al., 2004).

Segun Nicholson et al., 2003, los métodos basados en PCR de ADNc, han
demostrado ser una buena herramienta para estudios en las toxinas producidas por especies
de Fusarium; en particular el método por especies de Fusarium productoras de tricotecenos
basado en el gen Tri5, que codifica la primera enzima (sintasa trichodine) en la via de
biosintesis de tricotecenos (Doohan et al., 1999).

También Sanchez-Rangel et al., 2005, desarrollaron un protocolo de PCR para
detectar posibles cepas de F. verticillioides productoras de fumonisinas aisladas de maiz en
México. El método se basd en detectar un renglon del gen FUML1 involucrado en la
biosintesis de fumonisinas. Este método puede emplearse para detectar hongos
micotoxigénicos en cultivo puro y en maiz contaminado. Ellos desarrollaron una PCR
altamente especifica utilizando primers con dominio en la a'-cetoacyl reductasa de la
enzima sintetasa polipéctido (gen FUM1) que es capaz de distinguir las cepas productoras
de fumonisinas de cepas y especies no productoras.

Oliveira-Rocha et al.,, 2011, aplicaron métodos moleculares (AFLP, la
secuenciacion parcial del gen TEF-la y PCR basada en los alelos MAT para la
identificacion de especies de Fusarium aisladas de maiz de Brasil y para verificar el tiempo
real de la técnica RT-PCR basada en los genes FUM1 y FUM9 apropiadas para estimar las
fumonisinas B1 y B2 de los niveles de produccion. Ellos encontraron que los métodos
moleculares utilizados en su estudio eran Utiles para la rapida identificacion de especies de
Fusarium. La alta correlacion y significativa expresion entre los genes FUM1 y FUM9 y la
produccién de fumonisinas sugiere que el tiempo real de RT-PCR es adecuado para
estudios teniendo en cuenta la influencia de factores bidticos y abidticos sobre la expresion
de estos genes de biosintesis de fumonisinas en las cepas de Fusarium aisladas de los
productos bésicos agricolas de Brasil.

Bertechini et al., 2012 desarrollaron protocolos basados en la PCR para la
identificacion de F. verticillioides, F. subglutinans y otras especies del complejo G.
fujikuroi, destinados al gen gaoB que codifica para la galactosa oxidasa. Estos primers FV-
F2/FV-R y FS-F1/FS-R los cuales describen en su trabajo, reconocen cepas de F.

verticillioides y F. subglutinans que se obtuvieron a partir de semillas de maiz de varias
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regiones de Brasil, pero no reconocen otras especies de Fusarium u otros géneros de
hongos que se obtienen bien a partir de colecciones de hongos o aislados de semillas de
maiz. Ellos obtuvieron un protocolo multiple para detectar simultdneamente el ADN
genomico de F. verticillioides y F. subglutinans. Este protocolo puede detectar el ADN de
estos hongos que crecen en las semillas de maiz infectados artificial y naturalmente. Otra
reaccion multiple que desarrollaron, se combina con un par de primers pre-existentes que
han permitido la identificacion F. subglutinans, F. konsum y F. thapsinum. Ademas, la
identificacion de F. nygamai también fue posible usando una combinacion de dos
reacciones de PCR el cual describen en su trabajo y el de Mulé et al., 2004. Los resultados
que obtuvieron estos investigadores tienen un gran valor potencial para la identificacion
molecular de estos hongos fitopatogenos dificiles de identificar morfologicamente.
También el método de PCR en tiempo real y el método de agar en placas, es utilizado para
predecir a F. verticillioides y la presencia de fumonisina B1 en maiz de Nigeria (Timothy et
al., 2009).

Lopez-Errasquin, et al., 2007, desarrollaron una prueba especifica en tiempo real
PCR con transcripcion inversa (RT-PCR) para cuantificar el nivel de expresion de dos
genes de la agrupacion biosintética de fumonisina en F. verticillioides: FUML1 (que codifica
una enzima de sintasa de policétido) y el gen que codifica el transportador ABC FUM19. EI
andlisis proporciona un buen enfoque para la deteccion rapida y especifica y la
caracterizacion de la capacidad potencial de las cepas de F. verticillioides para producir las
fumonisinas.

Fanelli et al., 2011, estudiaron la influencia de la luz sobre el crecimiento, la
formacién de conidios y la produccion de fumonisinas por F. verticillioides, encontrando
que este patdgeno responde a la luz en diferentes longitudes de onda para la formacién de
conidios y sintesis de fumonisinas. Ellos utilizaron el método de tiempo real de RT-PCR
para medir el nivel de expresion de los genes fuml, Fum21 y FvVVEL, que codifican
proteinas implicadas en la biosintesis de las fumonisinas; encontrando una correlacion
significativa entre la expresion génica y la produccion de fumonisinas.

Jurado et al., 2005, desarrollaron un protocolo integrado, para el diagndstico de la
contaminacién de especies de Fusarium micotoxigénicos en maiz, que también puede ser

utilizado para otros cereales. El protocolo consistio en una extraccion facil y rapida del
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ADN de muestras de maiz (granos y germen), y de iniciadores para PCR para pruebass
posteriores del género Fusarium, complejo G. fujikuroi, y las especies productoras de
tricotecenos de Fusarium que orientan la basqueda de las especies toxigénicas: También
desarrollaron un protocolo de PCR para la identificacion de F. proliferatum. Los primers
fueron disefiados sobre la base de la secuencia IGS (espacios intergenicos de ADNr), una
region de maltiples copias en el genoma que permiten mejorar la sensibilidad del ensayo en
comparacion con los ensayos de PCR basados en secuencias de una sola copia. La
idoneidad del protocolo y la eficacia relativa de los ensayos de PCR de una o varias
secuencias de copias de PCR han sido probadas en una amplia gama de muestras de maiz
contaminado con fumonisinas.

O’Donnell et al., 1998, mediante el analisis de la especificidad con la especie G.
fujikuroi, utilizando el par de primers FV-F1/FV-R en el gen gaoB de F. verticillioides
amplifico un fragmento de ADN del tamafo esperado a partir del ADN gendémico de F.
verticillioides, y también desde F. thapsinum y F. nygamai, dos especies filogenéticamente
relacionadas con F. verticillioides. El par de primers FV-F2/FV-R amplifico un fragmento
de ADN, solo desde el ADN genomico de F. verticillioides.

Fouquaert et al., 2011, demostraron por medio de analisis de PCR que F.
verticillioides posee una proteina (FvGLLcl) idénticamente similar a una recientemente
identificada en el citoplasma nuclear en maiz (ZmGLLc). La secuencia de estos genes son
cercanamente idénticos en la region de codificacion y la regién de transcripcion 5'y 3'.

Lanubile et al., 2010, encontraron a través de analisis de PCR que los genes (PR1,
PR5, PRM6) relacionados con la defensa de las plantas de maiz fueron transcritos en altos
niveles antes de la infeccion y proporcionan una defensa basica contra F. verticillioides.

Por otra parte Lopez-Errasquin et al., 2006, desarrollaron un protocolo de RT-PCR
en tiempo real para analizar el patron de expresion del gen FIR1 relacionado con el
transporte de hierro y la regulacion de las condiciones que inducen la sintesis de
fumonisinas en F. verticillioides.

Rodriguez Estrada et al., 2011, utilizaron el método de PCR en tiempo real para
medir los cambios relativos en la biomasa de F. verticillioides, en interacciones in vitro
entre este patdgeno y Ustilago maydis, que muestran que F. verticillioides es un fuerte

antagonista de Ustilago maydis reduciendo la presencia de éste. Estos métodos son
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suficientemente sensibles para detectar cambios pequefios en la biomasa y la concentracion
de metabolitos asociados con diferentes genotipos de las especies que interactdan.

El gen gaoA (McPherson et al., 1992), para la galactosa oxidasa se ha utilizado
como sitio de restriccion para primers en reacciones de PCR para la deteccion especifica de
Fusarium graminearum (teleomorfo: Gibberella zeae) (Biazio et al., 1997; Niessen y
Vogel, 1997). La galactosa oxidasa es una enzima de cobre que cataliza la oxidacién de
alcoholes primarios a aldehidos con la reduccién concomitante de O, a H,O, (Whittaker,
2005). Tres linajes de este gen han sido identificados en Fusarium y el linaje gaoB ha sido
clonado en el laboratorio de estos investigadores a partir de F. verticillioides y F.
subglutinans. El linaje que tiene el gen gaoB carece de intrones y tiene una longitud de
2040 pb (Cordeiro et al., 2010).

La identificacion de los hongos se basa principalmente en las caracteristicas
morfologicas que los distingue de otros como también se utilizan técnicas fisiologicas y
bioguimicas. Pero la identificacion de los hongos filamentosos por medio de estos métodos
son variables y laboriosos. Sin embargo, importantes avances técnicos y cientificos han
permitido el uso de técnicas moleculares que se pueden aplicar, como el caso de la reaccidn
en cadena de polimerasa (PCR) que permite el analisis molecular de las células de los
hongos, esporas, fosiles, oligonucledtidos especificos, entre otros, que ha permitido facilitar
las secuenciaciones de sus ADN (Olive y Bean, 1999; Wassanaar y Newell, 2000; Leslie y
summerell, 2006). A este respecto, los métodos basados en el ADN pueden contribuir al
reconocimiento de estas cepas y para la identificacion de especies morfologicamente
indistinguibles. Las técnicas moleculares se han utilizado con éxito para la identificacion de
algunas especies de hongos y para la deteccion de genes de biosintesis de micotoxinas
(Jurado et al., 2010).

Las investigaciones moleculares en hongos orientan hacia los estudios filogenéticos,
taxonomicos (principalmente a nivel de género y especie) de diagnostico, epidemiologico y
de genética de poblaciones. Cada una de éstas tiene su particular sistema de técnica (Crous,
2005).

La deteccidn y control de F. verticillioides es fundamental para prevenir que las
fumonisinas entren en la cadena alimenticia. Por lo que es importante aplicar una prueba

de PCR répida, especifica y sensible, para la deteccion de cepas de Fusarium verticillioides

89



mediante dos pares de iniciadores especificos para este hongo que se han disefiado sobre la
base de la region espaciadora de las unidades intergénicas del ADN (Patifio et al., 2004).
Este mismo autor sefiala que el primer par de iniciadores es para especies especificas de F.
verticillioides y el segundo es para detectar cepas de F. verticillioides produciendo
fumonisinas. Asi mismo, el segundo par permite la diferenciacion entre el grupo principal
de las cepas productoras de fumonisinas que estan principalmente vinculadas a los cultivos
y un grupo menor de cepas no productoras de fumonisinas; la especificidad de las
secuencias de los iniciadores proporciona las bases de un simple, rapido, preciso y sensible
método de identificacion de esta especie de hongo que representa un riesgo para la salud
humana y animal (Patifio et al., 2004). Por lo que el uso de la técnica del PCR, se ha
considerado un medio rapido y sencillo de caracterizacion, el cual no requiere de equipos y
reactivos de alto valor, lo que la hace muy asequible en todas partes del mundo (Soll, 2000;
Moore y Lyndsay, 2002; Desjardins y Proctor, 2004).

Las caracteristicas morfologicas que permiten la determinacion y clasificacion de F.
verticillioides por los métodos tradicionales, pero constantemente requieren de revisiones
periddicas, por lo que es importante su caracterizacion con técnicas mas precisas como las

moleculares. Por las razones expuestas, los objetivos planteados fueron:
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Verificar la identificacion de los distintos aislados de F. verticillioides de plantas y
granos provenientes de las diferentes localidades de los estados Aragua y Guérico, a traves

de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar aislados de F. verticillioides en muestras de plantas y granos
provenientes de las diferentes localidades de los estados Aragua y Guarico, a través

de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
2. Relacionar la caracterizacion molecular con la morfolégica de los aislados de F.

verticillioides provenientes de las diferentes localidades de los estados Aragua y

Guarico.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion de los ensayos

La preparacion de los aislados de F. verticillioides con la finalidad de obtener los
micelios del hongo para la extraccion del ADN se realiz6 en el Laboratorio de Micologia,
del Instituto de Boténica, de la Catedra de Fitopatologia, de la Facultad de Agronomia de
la UCV, Maracay.

Los anélisis moleculares (La extraccion del ADN vy las corridas del PCR de cada
uno de los aislados de F. verticillioides) se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular

de la Fundacion DANAC, ubicada en San Javier, estado Yaracuy.

Crecimiento y desarrollo de Fusarium verticillioides en medio liquido

Se tomaron los aislamientos de F. verticillioides que previamente fueron caracterizados
e identificados morfolégicamente, de ocho dias de crecimiento en papa dextrosa agar
(PDA), incubados a una temperatura de 26 + 2°C, durante siete dias, a partir de los cuales
se procedi6 a preparar el indculo. Verificado el crecimiento de la colonia cubriendo el 80%
de la superficie de la capsula, se le agregaron 20 ml de agua destilada esterilizada, con un
bisturi esterilizado se rasp6 cuidadosamente la colonia, procurando separar el micelio y los
conidios del hongo. Y con una cdmara de Neubauer las concentracion del indculo se ajusto
a 1x10° conidios/ml (French y Hebert, 1980). De esta se tomaron 5 ml y se colocaron en
una fiola de 250 ml con 50 ml de medio liquido (papa + dextrosa) previamente esterilizado
durante 20 minutos. Se le adiciond el antibiético tetraciclina (250 mg/l). Luego se colocé en
agitacion en un agitador de bandeja Eberbach a 100 rpm a 27 °C y alternancia de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad por un periodo de cinco dias; esto con la finalidad de obtener

los micelios del hongo para la extraccion del ADN.
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Extraccion del ADN de Fusarium verticillioides

Para la extraccion de ADN del patdgeno se utiliz6 el procedimiento descrito por
Wilson (1987) y Patrice et al. (1996). Se recogi6 el micelio de cada uno de los aislados de
F. verticillioides que fueron previamente identificados, se filtraron en papel Watman N° 22
previamente esterilizado utilizando una bomba de vacio modelo 0211-V45W-GBC para asi
obtener el micelio del hongo el cual se liofiliz6 por un periodo de 18 horas. Luego de
liofilizado se coloc6, en un mortero frio y se macerd con nitrégeno liquido (-196 °C) hasta
obtener un polvo muy fino.

El micelio molido se colocé en un microtubo Eppendorf de 2 ml, al que se le afiadieron
750 pl de una solucion tampon (250 pl Tris-HCI 100 mM pH 7.2; 250 pl EDTA (100 mM
pH 8 y 250 ul dodecil sulfato sddico (SDS) al 10 % pH 7.2). Se agito y se mantuvo todo en
frio. Luego se afadieron 3 pl de una solucion de proteinasa K (20 mg/ml), se agito y se
incubo a 37 °C durante 1 hora.

Seguidamente, se afadieron 100 pl de NaCl 5M con la finalidad de obtener la
concentracion salina requerida para que el Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB)
para evitar la degradacion del ADN. Se adicionaron 80 pl de solucion CTAB/NaCl (CTAB
al 10 % en NaCl 0.7M), nuevamente se agité en un homogeneizador vortex y se incubo a
65 °C durante 10 minutos.

Para realizar la purificacion del ADN se afadieron 700 ul de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), se agitd y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min, para eliminar los
complejos que se puedieran formar por accion del CTAB. El sobrenadante fue transferido a
un nuevo microtubo, al que se le afiadi6 un volumen equivalente de 700 pl de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), luego se agit6. El fenol desnaturaliza las
proteinas y las precipita, separando entonces el ADN que se mantiene disuelto. Después la
mezcla se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos, con la finalidad de eliminar los restos
del complejo CTAB, no fue necesario repetir. Las proteinas quedaron en la interface y los
acidos nucleicos en la fase superior acuosa.

El sobrenadante (500-700 ul), que contenian los acidos nucleicos, se transfirieron a
otro microtubo al que se le afiadieron 600 ul de isopropanol para que el ADN precipitara;

luego se agito suavemente y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos. El isopropanol
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se elimino y se afiadieron 500 ul de etanol frio al 70 %; se agit6 y se centrifugdé durante 5
minutos. Al término de este tiempo se elimino el etanol y se seco el precipitado de ADN al
vacio.

Por altimo el ADN se resuspendid en 50 pl de tampdn TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8) y se le afiadieron 3 pl de RNAsa (25 mg/ml) para eliminar los restos de RNA,
dejando luego el ADN extraido a 4 °C durante 24 horas.

Deteccién del ADN por electroforesis y visualizacién del producto de PCR.

La electroforesis se utilizé para comprobar la calidad de ADN extraido, la misma se
realizdé en un gel de agarosa al 1,2 % (p/v) en tampon TAE 1X, a 80 voltios, durante 30
min. El ADN que se extrajo (5 pul de ADN) se cargd en el gel despues que haber sido
mezclado con 3 pl de tampdn de carga (azul bromofenol 1 %). Luego se visualizo el gel en
un transluminador de luz ultravioleta (UV) (Wilson, 1987; Patrice et el., 1996). Los ADN
extraidos se cuantificaron en un Nanodropl1000 para determinar sus concentraciones en
ng/ul y luego se diluyeron alicuotas a 10 ng/ ul con TBE, para ser usado en la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para realizar la identificacion del patégeno se emplearon los iniciadores VER1
(5°CTTCCTGCGATGTTTCTCC-3) y VER2 (5" ATTGGCCATTGGTATTATATATCTA-3")
que amplifican un fragmento de 578 pb de la secuencia del gen calmodulina, que es
especifico para la especie de F. verticillioides. Este gen codifica la proteina calmodulina.
Estos iniciadores se seleccionaron a partir de trabajos realizados por Mulé et al. (2004).

La amplificacién del ADN se realizd en termociclador marca BioRad C1000, bajo los
siguientes perfiles de temperatura: Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 5 min., Ciclos:
35, Segunda desnaturalizacion: 94 °C durante 50 seg., Primer alineamiento 56 °C, durante,
50 seg., Extension ADN: 72 °C durante 1 min y Extension final ADN: 72 °C, durante 7
min, seguido por enfriamiento a 4 °C (Mulé et al., 2004; Rahjoo et al., 2008). Luego se
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efectud la reaccion de amplificacion en un volumen final de 25 pl, la cual se explica en el

cuadro 6.

Cuadro 6.- Reativos para la reaccion de amplificacién en el PCR del ADN con los
iniciadores VER1 y VERZ2, de aislados de F. verticillioides en maiz provenientes de
diferentes localidades de los estados Aragua y Guarico.

REACTIVOS [1STOCK [1FINAL ul 1R
ADN 10 ng/ pul 1 ng/ ul 3ul
BUFFER 5 X 1X 5ul
MgCl; 25 mM 1,5mM 1,5 ul
dNTPs 2,5 mM 0,2 mM 2l
PRIMER VER1 y VER2 5 UM 0,4 uM 2 il + 2 ul
TAQ 5U 0,6 U 0,12 pl
H,O 9,38 pl
TOTAL 25 pl

(Segln Mulé et al., 2004; Rahjoo et al., 2008).

Para visualizar los productos del PCR, se procedié de la siguiente manera: se uso un
volumen de muestra de 5 pl que fue previamente mezclado con 3 ul de tampon de carga.
En los geles de agarosa se incluyeron varios marcadores de pesos moleculares (Gene
Ruler™ 100 pb (pares de bases) de ADN Ladder Plus, Gene Ruler™ 50 pb de ADN Ladder
Plus) los cuales se utilizaron como referencia para estimar el tamafio de los fragmentos de
ADN amplificados. Estos fragmentos se visualizaron en un transluminador de luz UV vy se
les tomo fotografia en un fotodocumentador Gel Doc, marca Bio-Rad mediante el programa
Quantity One.

Se incluyé un control positivo que es una cepa de referencia de F. verticillioides en

maiz: D-3273, el cual es un material del Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Fundacién
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para la Investigacion Agricola y esta confirmado en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Fundacion DANAC, ubicada en San Javier, estado Yaracuy, y para el control negativo
se utilizd una cepa de Piricularia grisae, obtenido en un monitoreo de las zonas de
Guarico, para el Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Fundacion para la Investigacion
Agricola y caracterizado molecularmente en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Fundacion DANAC. El proceso de amplificacion se efectud en un termociclador modelo
Bio-Rad C-1000, segun los ciclos de temperatura descritos anteriormente (Mulé et al.,
2004; Rahjoo et al, 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis molecular

Extraccion y deteccion del ADN de Fusarium verticillioides

Se obtuvo ADN de cada uno de los aislados. A estos ADN se les realiz6 y verificd su
calidad en un gel de agarosa al 1,2 %, resultando de muy buena calidad, como se puede
observar en la Figura 8. Las concentraciones oscilaron entre 13 ng/ul y 3.307 ng/pl, siendo
la media de la concentracion de 1660 ng/ul, (Cuadro 7).

100)\\48 26 18 72 11 23 60 2 34 38 99 56 47 34 40 45 65 76 50 A

Remw =y =

Figura 8. Visualizacion de la calidad de los ADN de F. verticillioides en gel de
agarosa al 1,2 %. A: 100 pb; A: 50 pb.
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Cuadro 7.- Concentracion del ADN (ng/ul) de cada uno de los aislados de F. verticillioides

en maiz provenientes de diferentes localidades de los estados Aragua y Guarico.

Aislado ng/ul Aislado ng/pl Aislado ng/pl Aislado ng/pl
F 23 124399 | F2 12358 |F8 330,73 | F60 174,96
F 47 94,45 | F34 453,23 | F21 219,63 | F70 1646,07
F 56 187,29 | F 86 1293,40 | F10 191,19 | F 88 1020,39
F 93 180,57 | F24 275,75 | F40 215,00 | F12 215,28
F 35 12,52 | F31 219,06 |F 14 43169 |F71 1198,17
F 15 22990 | F4 17750 | F33 1369,95 | F25 1906,54
F 99 347,38 | F20 1018,71 | F 22 156,86 | F 11 266,32
F 30 1686,99 | F9 112,38 | F 37 296,12 | F 72 213,59
F 38 22093 | F7 147,75 | F41 285,46 | F85 480,98
F 26 1353,06 | F5 133,10 | F68 1840,29 | F13 235,90
F 48 183,10 | F17 311,06 |F 16 504,83 | F 32 224,60
F73 3306,79 | F19 403,76 | F 18 237,52 | F67 72,00
F 28 29950 |F74 1392,10 | F 64 9350 |F82 1383,40
F3 22440 | F62 99,90 | F27 57,40 | F50 105,30
F58 105,30 | F6 161,40 | F39 185,60 | F100 734,50
F36 2166,75 | F46 193,20 | F52 36,45 | F1 180,80
F51 951,09 | F29 33,00 | F65 749,20 | F98 79,20
F63 3425,30 | F66 1253,09 | F69 2487,40 | F54 987,36
F57 976,29 | F75 2187,17 | F53 897,39 | F55 256,21
F91 1986,44

Caracterizacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En estos resultados de PCR se comprobd la amplificacion del fragmento esperado
de la cepa de referencia utilizada como control positivo de esta investigacion.

En la Figura 9, se muestran los aislados de F. verticillioides amplificados en la PCR,
los cuales describen un patron de bandas perfectamente definidas de acuerdo a los
iniciadores VER1 y VER2 con sus 578 pb, evidenciados por los marcadores moleculares de
100 pb y 50 pb, excepto el aislado F38, el cual fue sembrado por segunda vez lograndose su
amplificacion conforme a la banda esperada. Estos estdn ordenados respectivamente de

acuerdo a su posicion en el gel de agarosa.
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Figura 9. Identificacion de F. verticillioides mediante PCR. M1: Marcador de 100
pb; C+: Control positivo, (F. verticillioides); 1: F60; 2 F34; 3: F47; 4: F38; 5: F26; 6
F41; 7: F28; 8: F13; 9: F16; 10: F85; 11: F17; 12: F5; 13: F7; C-: Control negativo
(Piricularia); M2: Marcador 50 pb.

En la Figura 10 se presentan los aislados de F. verticillioides que amplificaron en la
PCR en bandas perfectamente definidas, los cuales fueron todos. Los demas aislados de F.
verticillioides amplificaron en la PCR en bandas perfectamente definidas de acuerdo a los

iniciadores VER1 y VER2 con sus 578 pb, tomando como referencia los marcadores

moleculares de 100 y 50 pb. (Cuadro 8)

10 11 12 13 = M2

578ph : 578ph
.Il...'|ll1llb|.-.' et oy e

Figura 10. Identificacion de F. verticillioides mediante PCR. M1: Marcador de 100
pb; C+: Control positivo, (F. verticillioides); 1: F58; 2 F29; 3: F20; 4: F31; 5: F37; 6
F53; 7: F54; 8: F55; 9: F57; 10: F62; 11: F63; 12: F91; 13: F75; C-: Control negativo
(Piricularia); M2: Marcador 50 pb.
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Cuandro 8. Aislados de F. verticillioides en maiz provenientes de ocho y seis localidades de
los estados Aragua y Guérico respectivamente, que amplificaron (+) con la banda esperada.

Aislado | Presencia Aislado Presencia | Aislado | Presencia | Aislado | Presencia
banda de Banda de Banda de Banda de
578 pb. 578 pb. 578 pb. 578 pb.

F23 + F2 + F8 + F 60 +

F 47 + F34 + F21 + F70 +

F 56 + F 86 + F 10 + F 88 +
F93 + F24 + F 40 + F12 +

F 35 + F31 + F14 + F71 +

F 15 + F4 + F33 + F 25 +

F 99 + F 20 + F 22 + F11 +

F 30 + F9 + F 37 + F72 +

F 38 + F7 + F4l + F 85 +

F 26 + F5 + F 68 + F13 +

F 48 + F17 + F 16 + F 32 +
F73 + F19 + F 18 + F 67 +

F 28 + F74 + F 64 + F 82 +
F3 + F 62 + F 27 + F 50 +
F58 + F6 + F39 + F100 +
F36 + FA6 + F52 + F1 +
F51 + F29 + F65 + F98 +
F63 + F66 + F69 + F54 +
F57 + F75 + F53 + F55 +
Fo1 +

Mediante esta técnica se logro la caracterizacion a nivel de especie de los aislados de F.

verticillioides, corroborando lo que sefiala Dejardins (2007), quien sefiala que para la

deteccidn e identificacion rapida y especifica de aislados de la especie F. verticillioides se

han desarrollado metodologias basadas en el analisis de los acidos nucleicos, entre los que
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destaca la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por su elevada sensibilidad,
especificidad y rapidez.

Como resultado de esta PCR, de un total de 77 aislados identificados y
caracterizados morfologicamente como F. verticillioides (Cap. II), utilizando los
iniciadores VER1 y VER2 disefiados por Mulé et al., (2004) se obtuvo finalmente 77
aislados identificados como F. verticillioides.

Los iniciadores VER1 y VER?2 utilizados por Mulé et al., (2004) y Rahjoo et al.,
(2008) detectan y amplifican un fragmento especifico de ADN de dicha especie de 578 pb
localizado en el gen calmodulin, también ha sido utilizados por otros investigadores como
Gobmez, (2008), quien utilizd estos iniciadores para identificar a F. verticillioides en
aislados provenientes de maiz. De la misma manera Patifio et al. (2004) utilizaron estos
iniciadores para la identificacion de este hongo proveniente de aislados de maiz.

Como en otras investigaciones esta es la especie que se ha encontrado con mayor
frecuencia en las muestras analizadas, como los casos de Mazzani et al., (2008) y Medina et
al., (2007) quienes encontraron a este patdégeno en hibridos de maiz, en cinco pequefas
explotaciones y conucos respectivamente de algunos estados de Venezuela.

Los resultados encontrados confirman la identificacion macro y microscopica, de
los aislados de F. verticillioides en medio PDA al compararlas con las descripciones de las
claves taxondmicas de Samson et al., (2004) y Leslie y Summerell (2006).

El disefio de los iniciadores para la region codificante de la proteina calmodulina
para amplificar positiva o negativamente obteniendo siempre una banda de 578 pb para F.
verticillioides con los primers especie-especifico VER1/VER2, con otra especie de
Fusarium nunca se obtendra amplificacion (Mulé et al., 2004). En vista de lo anterior la
banda obtenida para el aislado F31 (pozo 4 de la Figura 10), aunque no tenga el tamafio
exacto puede decirse que molecularmente es F. verticillioides. Ocurre diversidad genética
dentro de una especie que pudiera cambiar el tamafio del fragmento amplificado por
deleccion de alguna base (pérdida de un fragmento de ADN). Sin embargo, ya que para el
disefio de los iniciadores se utilizan porciones del genoma conservado, la alineacion de los
iniciadores siempre va a ocurrir en F. verticillioides.

Varios autores han informado que F. verticillioides, F. proliferatum y F.

subglutinans pueden ocurrir en los granos de maiz y en los alimentos a base de maiz (Leslie

101



et al., 1990; Logrieco et al., 1995; Munkvold et al., 1997; Srobarova et al., 2002). Por
tanto, la correcta identificacion de estas especies es muy importante porque cada una de
ellas posee un perfil toxigénico especifico y es importante conocer el riesgo toxigénico
potencial de la planta o los alimentos contaminados. A este respecto, los primers
desarrollados por Mulé et al. (2004), pueden ser Utiles como marcadores genéticos para la
identificacion de la poblacion de F. proliferatum, F. subglutinans y F. verticillioides
aislados a partir de maiz. PCR es una técnica extremadamente sensible, pero el valor de las
técnicas de diagndstico en el trabajo depende en el disefio de buenos iniciadores o primers
especificos y el desarrollo de las condiciones experimentales apropiadas para el proceso de
amplificacibn de ADN. Usando este conocimiento, puede ser posible, en el futuro
desarrollar estrategias para asegurar que todas las especies de hongos que participan en un
complejo de una enfermedad en particular, son efectivamente controladas y que la
supresion de un hongo no se limita a dar lugar a que esté sustituido por otro (Mulé et al.,
2004). El desarrollo de primers especificos descritos por estos investigadores para la
identificacion de F. verticillioides, F. subglutinans y F. proliferatum proporciona
herramientas para evitar riesgos para la salud causados por la contaminacion de alimentos
por micotoxinas y otros a base de maiz, y asi tener un impacto positivo en las plantas, los
animales y la salud humana.

Rahjoo et al. (2008), basados en las caracteristicas morfoldgicas, identificaron 191
aislados de los cuales 140 fueron F. verticillioides. Luego en ensayos de identificacion
molecular confirmaron 133 aislados como F. verticillioides de los 140 y desmostraron que
7 aislados de los 140 eran otras especies de Fusarium (un aislado era F. thapsinum, cuatro
aislados eran F. proliferatum y dos aislados eran Fusarium sp). Los primers VER1 y VER2
especificos para F. verticillioides confirmaron en este ensayo 98,5 % (131 de 133 aislados)
de los identificados como F. verticillioides.

Los ADN de los aislados que no amplificaron, aun cuando las concentraciones de
los reactivos empleados, asi como las condiciones de cambio de temperatura fueron las
apropiadas para que se realizaran las amplificaciones de los fragmentos de las muestras
pudo ser debido a una mala servida en los canales del gel de agarosa, pudiendo entonces
facilitar una dilucion en el buffer TBE, originando que la corrida no sea efectiva, ya que

luego en nuevas corridas en los geles de agarosa estas muestras amplificaron observandose
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las bandas perfectamente definidas. En muchos casos se observan diferencias en las
intensidades de las bandas de algunos aislados en los geles de agarosa, las cuales pueden
ser atribuidas también a ligeras variaciones en las condiciones de reaccién (Lépez et al.,
2005).

En esta investigacion se ha confirmado que la técnica de PCR, es una herramienta
adecuada para la identificacion del hongo F. verticillioides ya que se emplearon los
iniciadores VER1 y VER2 que reconocen las secuencias de los genes que codifican para la
produccion de la proteina calmodulina. En lo referente a la identificacion de especies de
hongos del género Fusarium, cada vez son mas los estudios basados en el andlisis de los
acidos nucleicos cuyo objetivo es la obtencion de nuevos iniciadores especificos por ser
especies de un amplio interés como patdgenos de cultivos y productores de micotoxinas
(Gomez, 2008: Mulé et al., 2004; Rahjoo et al., 2008).

El diagndstico basado en el método de PCR, se ha aplicado como una prueba
alternativa sustituyendo el uso de métodos microbiologicos y quimicos engorrosos y el
tiempo para la deteccion y la identificacion de toxinas producidas por los hongos Fusarium,

Aspergillus y Penicillium (Niessen, 2007).
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CONCLUSIONES

Los iniciadores VER1 y VER2 (Mulé et al., 2004) permitieron una exacta y precisa

identificacion del patdgeno F. verticillioides.

Se amplific6 un fragmento caracteristico en todas las muestras analizadas de 578 pb, el
cual corresponde a F. verticillioides, caracteristicos para cada una de las muestras
analizadas. Las muestras que presentan el mismo patron de bandas (578 pb) evidencian

que los aislados corresponden a F. verticillioides.

La presente investigacion confirma que la técnica de PCR, es una herramienta precisa

para la identificacion de F. verticillioides.

La caracterizacion molecular corrobora los resultados obtenidos por el método
tradicional para la caracterizacion morfologica de F. verticillioides segun la clave

taxonomica de Leslie y Summerell, 2006.
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RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacion que involucren la cuantificacién de la

produccion de fumonisinas producidas por F. verticillioides.

Realizar trabajos de investigacion con técnicas moleculares utilizando
iniciadores especificos de los genes FUM1, FUM2, FUM3, FUM4 y FUM5 para
caracterizacion de la capacidad potencial de las cepas de F. verticillioides para

producir fumonisinas.

Las caracterizaciones moleculares permitird evaluar rapidamente material

genético resistente a F. verticillioides.

Esta metodologia permitira seleccionar zonas aptas para la obtencion de semillas

de maiz libres de F. verticillioides.

Hacer énfasis en la necesidad de identificar de forma correcta la especie y
variabilidad dentro de la especieen lo que se refiere a la produccion de

micotoxinas.
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ANEXOS



PLANILLAS DE IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS
MORFOLOGICAMENTE (1/15)

Planilla de toma de datos de las muestras para la caracterizacion morfologica de Fusarium verticillioides
IDENTIFICACION DEL MATERIAL PROCEDENCIA
Aislam Hib Var Emp Uso Estado Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul
F1 Tocordn Semillas | Semilla | Aragua | Libertador | Puerta Puerta Hacienda Edgar
550 Aragua Negra Negra Saladillo Molina
(blanco)
F2 Tocoron Semillas | Semilla | Aragua | Zamora Valle de Valle de | Parcela N° | Luis
550 Aragua Tucutunem | Tucutune | 28 Pereira
(blanco) 0 mo
F3 Pioneer SEHIVE | Semillas | Aragua | Zamora Valle de Valle de | Finca Antonio
P30R92 CA Tucutunem | Tucutune | Portuguaro | Silveira
(Blanco) 0 mo
F4 Cefloarca CEFLO | Semillas | Aragua | Libertador | Palo Negro | Palo Hacienda Tobias
02 ARCA Negro La Pefia
(Blanco) Pefiera
F5 V.S.5 INIA- Semillas | Aragua | Mario Maracay El Limén | Campo INIA-
(Blanco) CENIAP Bricefio Experiment | CENIAP
Iragorri al
F6 V.S.Q.1 INIA- Semillas | Aragua | Mario Maracay El Limén | Campo INIA-
(Blanco) CENIAP Bricefio Experiment | CENIAP
Iragorri al
F7 HPQM28 INIA- Semillas | Aragua | Mario Maracay El Limén | Campo INIA-
(Blanco) CENIAP Bricefio Experiment | CENIAP
Iragorri al




PLANILLAS DE
MORFOLOGICAMENTE (2/15)

IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Var Emp Uso Estado Munic Loc. Asent | Parcela Nomb.
Agricul
F8 H-INIA-21 | INIA- Semillas | Aragua | Mario Maracay El Campo INIA-
(Blanco) CENIAP Bricefio Limon | Experime | CENIAP
Iragorri ntal
F9 H.A.INIA- | INIA- Semillas | Aragua | Mario El Limon Campo INIA-
41 CENIAP Bricefio Experime | CENIAP
(Blanco) Iragorri ntal
F10 | Tocordn Semillas | Semilla | Aragua | Zamora Valle de Los Parcela Plinio
550 Aragua Tucutunemo | Bagres | N° 35 Valdiviez
(blanco) 0
F11 | 3005 SEHIVE | Semilla | Aragua | Zamora Valle de Sector | Parcela Jesus
(Amarillo) CA Tucutunemo | 2 N° 37 Carmona
F12 | Dorado 5 CEFLOA | Semilla | Aragua | Zamora Valle de Los Parcela Nilda
(Blanco) RCA Tucutunemo | Bagres | N° 31 Zarate
F13 | Dorado 5 CEFLOA | Consumo | Aragua | Zamora Valle de Los Parcela Fernando
(Blanco) RCA Humano Tucutunemo | Bagres | N°17 Pita
F14 | 454 PROSVE | Consumo | Aragua | Zamora Villa de Cura Parcela Quimiro
(Blanco) NCA Humano N° 41 Morante
F15 |95 HIMECA | Consumo | Aragua | Zamora Villa de Cura Parcela Manuel
(Blanco) Human N° 29 Garcia
F16 | Dorado 5 CEFLOA | Semilla | Aragua | Zamora Valle de Los Parcela Samuel
(Blanco) RCA Tucutunemo | Bagres | N°22 Marin




PLANILLAS DE

IDENTIFICACION DE LOS
MORFOLOGICAMENTE (3/15)

AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul

F17 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Zamora | San La Molinera | Fundo Oscar Bolivar
Tocoron Aragua Humano Francisco de Buenos Aires
550 Asis
(Blanco)

F18 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Zamora | San La Molinra | Parcela 66 Carlos
Tocoron Aragua Humano Francisco de Calixto
550 Asis
(Blanco)

F19 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Zamora | Valle de El Cortijo Parcela 15 Anselmo
Tocoron Aragua Humano Tucutunemo Pérez
550
(Blanco)

F20 | Hib. Semillas Consumo | Guarico | Ortiz Zaraza Jesus
Tocoron Aragua Humano Castellanos
550
(Blanco)

F21 | Hib. SEHIVECA | Semilla Guérico | Ortiz Zaraza Amilkar
Pioneer Mendez
P30R92

F22 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Zaraza Jorge Rivas
Tocoron Aragua Humano
550

(Blanco)




PLANILLAS DE IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE
MORFOLOGICAMENTE (4/15)

F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

IDENTIFICACION DEL MATERIAL PROCEDENCIA
Aislam Hib Var Emp Uso Estado Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul

F23 | Hib. Semillas | Consumo | Aragua | Zamora San La Parcela Nerio
Tocoron Aragua Humano Francisco | Molinra N° 53 Parra
550 de Asis
(Blanco)

F24 | Hib. Semillas | Consumo | Aragua | Zamora San La Parcela Angel
Tocoron Aragua Humano Francisco | Molinra N° 56 Moreno
550 de Asis
(Blanco)

F25 | Sefloarca SEFLOA | Semillas | Aragua | Zamora Villa de Tomas
02 RCA Cura Malave
(Blanco)

F26 H-INIA- | INIA- Semilla Aragua | Mario B. Maracay | EI Limon | Campo INIA-

21 CENIAP Iragorri Experime | CENIAP
(Blanco) ntal

F27 | Sefloarca SEFLOA | Semillas | Aragua | Zamora Villa de Victor
02 RCA Cura Farias
(Blanco)

F28 | Sefloarca SEFLOA | Semillas | Aragua | Zamora Villa de Edesio
02 RCA Cura Marin
(Blanco)

F29 | Hib. Pioneer SEHIVE | Semilla Guarico | Nellado Guillerm
P30R92 CA 0 Azocar




PLANILLAS DE

IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

MORFOLOGICAMENTE (5/15)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Emp Uso Estado Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul

F30 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Zaraza Lino
Tocoron Aragua Humano Uzcategui
550
(Blanco)

F31 | Cefloarca SEFLOAR | Semillas Aragua | Zamora Villa de Cura Gilberto
02 CA NUfez
(Blanco)

F32 | Cefloarca SEFLOAR | Semillas Aragua | Urdaneta | Barbacoa Ruiz Parcela N° | Manuel
02 CA Pineda 40 Rincon
(Blanco)

F33 | Hib. Semillas Semilla Guérico | Ortiz Zaraza Argenis leon
Pioneer Aragua
P30R92
(Blanco)

F34 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Zamora San La Parcela N° | Mario Elorza
Tocoron Aragua Humano Francisco de | Molinra 29
550 Asis Parcela 66
(Blanco)

F35 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Zaraza Ruperto
Tocoron Aragua Humano Natera
550

(Blanco)




PLANILLAS DE IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS
MORFOLOGICAMENTE (6/15)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL PROCEDENCIA
Aislam Hib Emp Uso Estado Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul

F36 | Hib. Semillas | Consumo | Guérico | Ortiz Zaraza Marcos Longar
Tocoron Aragua Humano
550
(Blanco)

F37 | Cefloarca SEFLOA | Semillas Aragua | Urdaneta | Barbacoa Ruiz Pineda | Parcela N° | Héctor Portillo
02 RCA 31
(Blanco)

F38 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz San José de Pedro Rondon
Tocoron Aragua Humano Tiznado
550
(Blanco)

F39 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Urdaneta | Barbacoa Asentamiento | Parcela N° | Luis Zerpa
Tocoron Aragua Humano Ruiz Pineda | 49
550
(Blanco)

F40 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz San José de Feliciano
Tocoron Aragua Humano Tiznado Maneiro
550
(Blanco)

F41 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Laguna de Rogelio
Tocoron Aragua Humano Piedra Malavé
550
(Blanco)




PLANILLAS DE
MORFOLOGICAMENTE (7/15)

IDENTIFICACION DE LOS

AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul

F42 | Hib. Semillas | Consumo | Guérico | Ortiz Laguna de Héctor Lopez
Tocoron Aragua Humano Piedra
550
(Blanco)

F43 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Laguna de Javier Tirso
Tocoron Aragua Humano Piedra
550
(Blanco)

F44 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Laguna de Federico
Tocoron Aragua Humano Piedra Torres
550
(Blanco)

F45 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Urdaneta | Barbacoa Asentamiento | Parcela N° | Alejandro
Tocoron Aragua Humano Ruiz Pineda | 48 Lorenzo
550
(Blanco)

F46 | Hib. Pioneer | SEHIVEC | Semilla Guérico | Ortiz San José de David
P30R92 A Tiznado Mijares

F47 | Hib. Pioneer | CEHIVEC | Semilla Guérico | Ortiz San Joseé de Angel
P30R92 A Tiznado Guilarte

F48 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Laguna de Erasmo
Tocoron Aragua Humano Piedra Palencia
550

(Blanco)




PLANILLAS DE
MORFOLOGICAMENTE (8/15)

IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul
F49 | Hib. Semillas | Consumo | Aragua | Urdaneta | Barbacoa Asentamiento | Parcela N° | Luis Lopez
Tocoron Aragua Humano Ruiz Pineda | 39
550
(Blanco)
F50 | Hib. Seminaca | Semilla Guérico | Ortiz Laguna de Luis Manuel
176-C Piedra Palencia
F51 | Hib. CEFLOA | Semilla Aragua | Libertad | Punta larga Punta larga Parcela N° | Maximiliano
Dorado 5 RCA or 40 Marcano
Amarillo
F52 | Hib. Seminaca | Semilla Guarico | Ortiz San José de Simén
176-C Tisnao Sandoval
F53 | Hib. Seminaca | Semilla Guérico | Ortiz San Jose de Freddy
176-C Tisnao Bermudez
F54 | Hib. CEFLOA | Semilla Aragua | Urdaneta | Barbacoa Asentamiento | Parcela N° | Pedro
Dorado 5 RCA Ruiz Pineda | 47 Lorenzo
F55 | Hib. Seminaca | Semilla Guérico | Nellado | EI Sombrero Jorge
176-C Diaz
F56 | Hib. Seminaca | Semilla Guérico | Ortiz San Joseé de Edgar Ramos
176-C Tisnao
F57 | Maiz Comunal | Semilla, Guérico | Ortiz Zaraza Francisco
Criollo Consumo Gonzalez
Humano
F58 | Hib. Seminaca | Semilla Guarico | Miranda | Calabozo Dani
176-C Oliveros




PLANILLAS DE IDENTIFICACION DE LOS
MORFOLOGICAMENTE (9/15)

AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

IDENTIFICACION DEL MATERIAL PROCEDENCIA
Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul
F59 Hib. Seminaca | Semilla Guarico Rio Verde Hermes
176-C Guevara
F60 Hib. Seminaca | Semilla Guarico | Miranda | Calabozo Juan
176-C Villarroel
F61 Hib. Seminaca | Semilla Guarico | Miranda | Calabozo Ruben
176-C Acosta
F62 | Hib. Dorado | CEFLOA | Semilla Aragua | Libertad | PuntaLarga |Puntalarga |Parcelal8 | Nerio Estrada
5 RCA or Via
Magdaleno
F63 | Hib. Dorado | CEFLOA | Semilla Aragua | Libertad | Punta Larga | Puntalarga | Parcela29 | Silverio
5 RCA or Via Fuentes
Magdaleno
F64 Hib. Seminaca | Semilla Guarico | Miranda | Calabozo Jesus
176-C Marcano
F65 Hib. Seminaca | Semilla Guarico | Nellado | El Sombrero Federico
176-C Gascon
F66 Hib. Semillas Consumo | Guarico | Nellado | El Sombrero José
Tocoron Aragua Humano Gonzalez
550
(Blanco)




PLANILLAS DE IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS
MORFOLOGICAMENTE (10/15)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL PROCEDENCIA
Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul

F67 | Hib. Semillas Consumo | Guarico | Nellado | EI Sombrero Nelson
Tocoron Aragua Humano Diaz
550
(Blanco)

F68 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Rio Verde Raul Trino
Tocoron Aragua Humano
550
(Blanco)

F69 | HPQM28 INIA- Semillas Aragua | Mario Maracay El Limén Campo INIA-
(Blanco) CENIAP Bricefio Experiment | CENIAP

Iragorri al

F70 | Hib. Semillas Consumo | Guarico | Nellado | EI Sombrero Celestino
Tocoron Aragua Humano Diaz
550
(Blanco)

F71 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Rio Verde Rafael
Tocoron Aragua Humano Tellerias
550
(Blanco)

F72 | HPQM28 INIA- Semillas Aragua | Mario Maracay El Limén Campo INIA-
(Blanco) CENIAP Bricefio Experiment | CENIAP

Iragorri al




PLANILLAS DE

MORFOLOGICAMENTE (11/15)

IDENTIFICACION DE LOS

AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul
F73 | Hib. Semillas | Consumo | Guérico | Ortiz Rio Verde Julian
Tocoron Aragua Humano Mosquera
550
(Blanco)
F74 | Cefloarca CEFLOA | Semillas Aragua | Libertad | Puerta Negra | Puerta Negra | Hacienda Julio
02 RCA or La Soldérzano
(Blanco) Pefiera
F75 | Hib. Pioneer | CEHIVEC | Semilla Guarico | Ortiz Rio Verde Nicolas Pefa
P30R92 A
F76 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Zamora | San La Molinra Parcela19 | Huberto
Tocoron Aragua Humano Francisco de Arévalo
550 Asis
(Blanco)
F77 | Hib. Pioneer | CEHIVEC | Semilla Guérico | Ortiz Rio Verde Oscar Tapia
P30R92 A
F78 | Hib. Pioneer | CEHIVEC | Semilla Guarico | Miranda | Calabozo Joan Sarabia
P30R92 A
F79 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Palo Negro Sector La Parcela N° | Nelson
Tocoron Aragua Humano or Quinta 40 Hernandez
550
(Blanco)
F80 | Hib. Semillas Consumo | Guaérico | Nellgdo | ElI Sombrero Ricardo
Tocoron Aragua Humano Zamora Gbmez
550

(Blanco)




PLANILLAS DE IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS
MORFOLOGICAMENTE (12/15)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL PROCEDENCIA
Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul
F81 | Hib. Semillas | Consumo | Guérico | Ortiz Laguna de Ricardo
Tocoron Aragua Humano Piedra Toribe
550
(Blanco)
F82 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Palo Negro Sector La Parcela N° | José
Tocoron Aragua Humano or Quinta 38 Gonzalez
550
(Blanco)
F83 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Palo Negro Sector La Parcela N° | Maria
Tocoron Aragua Humano or Quinta 20 Castarieda
550
(Blanco)
F84 | Hib. Pioneer | CEHIVEC | Semilla Aragua | Libertad | Palo Negro Sector La Parcela N° | Juan Solano
3031 A or Quinta 25
F85 | Hib. Semillas Consumo | Guérico | Ortiz Laguna de Silvio
Tocoron Aragua Humano Piedra Gaglioni
550
(Blanco)
F86 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Palo Negro Sector La Parcela N° | Pedro
Tocoron Aragua Humano or Quinta 16 Arismendi
550
(Blanco)




PLANILLAS DE

IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS
MORFOLOGICAMENTE (13/15)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul
F87 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Palo Negro Sector La Parcela N° | José Zabala
Tocoron Aragua Humano or Quinta 00
550
(Blanco)
F88 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Palo Negro Sector La Parcela N° | Nelson
Tocoron Aragua Humano or Quinta 35 Hernandez
550
(Blanco)
F89 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Puerta Negra | Puerta Negra Victor Garcia
Tocoron Aragua Humano or
550
(Blanco)
F90 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Puerta Negra | Puerta Negra Jesus
Tocoron Aragua Humano or Marcano
550
(Blanco)
F91 | Tocordn Semillas Semilla Aragua | Libertad | Puerta Negra | Puerta Negra | Hacienda Julio
550 Aragua or Los Carrillo
(blanco) Hermanos
F92 | Hib. Seminaca | Semilla Guérico | Miranda | Calabozo Orlando
176-C Barrios
F93 | Hib. Pioneer | CEHIVEC | Semilla Aragua | Libertad | Puerta Negra | Puerta Negra Gregorio
3031 A or Tirado




PLANILLAS DE

IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS
MORFOLOGICAMENTE (14/15)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL

PROCEDENCIA

Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul
F94 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Puerta Negra | Puerta Negra Rigoberto
Tocoron Aragua Humano or Molina
550
(Blanco)
F95 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Puerta Negra | Puerta Negra Eusebio
Tocoron Aragua Humano or Martinez
550
(Blanco)
F96 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Zamora | San La Molinera | Parcela N° | Daniel Garcia
Tocoron Aragua Humano Francisco de 33
550 Asis
(Blanco)
F97 | Hib. Pioneer | CEHIVEC | Semilla Aragua | Libertad | Punta Larga | Puntalarga | inca Gerardo
P30R92 A or Portuguaro | Hernandez
F98 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Zamora | San La Molinra Parcela42 | Henry
Tocoron Aragua Humano Francisco de Pedrique
550 Asis
(Blanco)
F99 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | Punta Larga | Puntalarga | Parcela N° | Armando
Tocoron Aragua Humano or 40 Reyes
550

(Blanco)




PLANILLAS DE IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE F. VERTICILLIOIDES CARACTERIZADOS
MORFOLOGICAMENTE (15/15)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL PROCEDENCIA
Aislam Hib Emp Uso Estado | Munic Loc. Asent Parcela Nomb.
Agricul

F100 | Hib. Semillas Consumo | Aragua | Libertad | PuntaLarga | Puntalarga | Parcela03 | Néstor
Tocoron Aragua Humano or Rodriguez
550
(Blanco)

F101 | Tocordn Semillas Semilla Aragua | Zamora | Puntalarga |Puntalarga |Parcelal0 | Alexander
550 Aragua Tenorio
(blanco)




REACTIVOS, SOLUCIONES Y CALCULOS NECESARIOS PARA LA
EXTRACCION DEL ADN DE F. VERTICILLIOIDES.

Medio de cultivo:

PDA: Referido a 1 litro de agua.

200 g de papa + 15 g de dextrosa + 17 g de agar.

Electroforesis:

Gel de agarosa al 1,2 % (1,2 g de agarosa) en 100 ml de solucion TBE 0,5X.

Tampon de Carga:

Azul Bromofenol 1 % 2,5 ml

Ficoll 2,59

EDTA0,5M 1 ml

Agua MiliQ 4 ml

Solucion Tampodn: Se preparan 750 pl: 250 pl de Tris HCl 100 mM pH 7.2; 250 ul de
EDTA 100 mM pH 8.0; 250 pl de SDS al 10 % pH 7.2

Tris-HCI 100 mM ph 7.2:

Se toma 1,211 g de Tris base cuyo peso molecular (PM) es 121,1 g/mol y se afora con agua
destilada hasta 100 ml, el pH se condiciona con acido clorhidrico.

EDTA 100 mM pH 8.0:

Se pesan 2,72 g de EDTA cuyo PM es 372,2 g/mol y se afora con agua destilada
esterilizada hasta 100 ml

10 % SDS:

Se pesan 10 g de dodecil sulfato sédico (SDS), se adicionan 90 ml de agua destilada
esterilizada, se calienta a 68 °C, se ajusta el pH a 7,2 con HCI y se afora a 100 ml, no
necesita ser esterilizado.

Se coloca en el tubo eppendorf 250 pl de c/u y se mantiene todo en frio.

Proteinasa K (20 mg/ml):

Se pesan 20 mg de proteinasa K y se le adiciona 1 ml de agua destilada esterilizada.

NaCl, 5M:

Para 100 ml se pesan 29,22 g de Nacl y se adicionan 80 ml de agua destilada esterilizada y

se afora a 100 ml.
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CTAB/NacL.:

Se pesan 10 g de Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) y se le adicionan 100 ml
de NaCl al 0.7M (pesar 4,09 g de NaCl y diluirlos en 100 ml de agua destilada esterilizada).
Cloroformo/Alcohol/lsoamilico (24:1):

Se miden 24 partes de cloroformo por una 1 de alcohol isoamilico.
Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico (25:24:1):

Se utiliza Fenol: Cloroformo:Alcohol isoamilico 25:24:1.

Saturado con 10 mM Tris ph 8.0, ImM EDTA de SIGMA.

TE:

Se pesaron 121 g de Trisma® base y 0,372 g de EDTA, disueltos en 1000 ml de agua
miliQ.

Tampon TAE 50X:

Trisma® base 2M 242 g, acido acético glacial 50 mM 57,1 ml y EDTA 1 mM. Llevado a
1000 ml con agua destilada.

TAE 1X:

20 ml de TAE 50X en 980 ml de agua.

RNAsa:

25 mg/ml.

Aislamientos a los cuales se les extrajo el ADN:
F1-F2-F3-F4-F5-F6-F7-F8-F9-F10-F11-F12-F13-F14-F15-F16-F17-F18-F19-F20-F21-
F22-F23-F24-F25-F26-F27-F28-F29-F30-F31-F32-F33-F34-F35-F36-F37-F38-F39-F40-
F41-FA6-FAT7-FA8-F50-F51-F52-F53-F54-F55-F56-F57-F58-F60-F62-F63-F64-F65-F66-
F67-F68-F69-F70-F71-F72-F73-F74-F75-F82-F85-F86-F88-F91-F93-F98-F99-F100.

Total 77 aislamientos.
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CONCENTRACIONORIGINAL DE LOS ADN Y CALCULOS PARA LLEVARLOS
A UNA CONCENTRACION DE 10 ng/pl.
C1 XV = Cg XV,
C1 = Concentracion inicial (ng/ul)
V1 = Volumen de ADN con la concentracion inicial

C, = concentracion requerida de 10 ng/pl

V> = Volumen total (Volumen de ADN de concentracién de 10 ng/ul + Volumen de TE

(1)
Fecha de medicion de las concentraciones originales en el Nanodrop 1000: 25/05/2013
Muestras | []inicial [] Volumen (ul) | Volumen de | Volumen (pl)
(ng/ul) requerida a preparar ADN atomar | de TE para
(ng/ul) Volumen total (7)) preparar
Volumen
total
F47 94,45 10 25 2,6 22,4
F56 187,29 10 25 1,3 23,7
F54 229,9 10 25 1,1 23,9
F99 347,38 10 25 0,7 24,3
F38 220,93 10 25 1,1 23,9
F2 123,58 10 25 2,0 23,0
F34 453,23 10 25 0,6 24,4
F60 174,96 10 25 1,4 23,6
F23 215,28 10 25 1,2 23,8
F11 266,32 10 25 0,9 24,1
F72 213,59 10 25 1,2 23,8
F85 480,98 10 25 0,5 24,5
F41 285,46 10 25 0,9 24,1
F48 183,1 10 25 1,4 23,6
F24 275,75 10 25 0,9 24,1
F86 219,06 10 25 11 23,9
F12 177,5 10 25 1,4 23,6
F9 112,38 10 25 2,2 22,8
F7 147,75 10 25 1,7 23,3
F8 330,73 10 25 0,8 24,2
F21 219,63 10 25 11 23,9
FI1 191,19 10 25 1,3 23,7
F88 215,00 10 25 1,2 23,8
F14 431,69 10 25 0,6 24,4
Fo8 760,96 10 25 0,3 24,7
F22 156,86 10 25 1,6 23,4
F93 296,12 10 25 0,8 24,2
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CONCENTRACIONORIGINAL DE LOS ADN Y CALCULOS PARA LLEVARLOS

A UNA CONCENTRACION DE 10 ng/l.

C1 XV = Cg XV,
C1 = Concentracion inicial (ng/ul)
V1 = Volumen de ADN con la concentracién inicial
C, = concentracion requerida de 10 ng/pl
V, = Volumen total (Volumen de ADN de concentracién de 10 ng/ul + Volumen de TE

(ul)

Fecha de medicion de las concentraciones originales en el Nanodrop 1000: 25/05/2013.

CONTINUACION

Muestras [ ] inicial [1] Volumen | Volumende | Volumen
(ng/ul) requerida (ul) a ADN a (u) de TE
(ng/ul) preparar tomar (pl) para
Volumen preparar
total Volumen

total

F5 133,1 10 25 1,8 23,2
F17 311,06 10 25 0,8 24,2
F19 403,76 10 25 0,6 24,4
F16 504,83 10 25 0,5 24,5
F18 237,52 10 25 1,1 23,9
F13 235,9 10 25 1,1 23,9
F32 224,6 10 25 1,1 23,9
F20 72 10 25 3,5 21,5
F28 299,5 10 25 0,8 24,2
F51 213 10 25 1,2 23,8
F37 93,5 10 25 2,7 22,3
F53 224,4 10 25 1,1 23,9
F55 99,9 10 25 2,5 22,5
F27 57,4 10 25 4.4 20,6
F50 105,3 10 25 2,4 22,6
F58 458,5 10 25 0,5 24,5
F6 161,4 10 25 1,5 23,5
F31 951 10 25 0,3 24,7
F3 33 10 25 7,6 17,4
F39 185,6 10 25 1,3 23,7
F15 749,2 10 25 0,3 24,7
F35 79,2 10 25 3,2 21,8
F100 734,5 10 25 0,3 24,7
F46 193,2 10 25 1,3 23,7
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CONCENTRACIONORIGINAL DE LOS ADN Y CALCULOS PARA LLEVARLOS

A UNA CONCENTRACION DE 10 ng/l.

C1 XV = Cg XV,
C1 = Concentracion inicial (ng/ul)
V1 = Volumen de ADN con la concentracién inicial
C, = concentracion requerida de 10 ng/pl
V, = Volumen total (Volumen de ADN de concentracién de 10 ng/ul + Volumen de TE

(ul)

Fecha de medicion de las concentraciones originales en el Nanodrop 1000: 25/05/2013.

CONTINUACION

Muestras [ ] inicial [1] Volumen | Volumende | Volumen
(ng/ul) requerida (ul) a ADN a (u) de TE
(ng/ul) preparar tomar (pl) para
Volumen preparar
total Volumen

total

F82 1293,4 10 100 0,8 99,2
F70 1646,07 10 100 0,6 99,4
F69 1020,39 10 100 1 99,0
F71 1198,17 10 100 0,8 99,2
F25 1906,54 10 100 0,5 99,5
F26 1353,06 10 100 0,7 99,3
F29 1018,71 10 100 1 99,0
F33 1369,95 10 100 0,7 99,3
F68 1840,29 10 100 0,5 99,5
F10 1383,4 10 100 0,7 99,3
F74 1392,1 10 100 0,7 99,3
F73 3306,79 10 200 0,6 199,4
F4 3425,3 10 200 0,6 199,4
F36 2166,75 10 200 0,9 199,1
F40 2098,57 10 200 1 199
F57 1823,47 10 200 1,1 198,9
F62 1276,13 10 200 1,6 198,4
F63 2103,29 10 200 1 199
F64 1923,43 10 200 1 199
F65 1125,76 10 200 1,9 198,1
F52 36,45 10 25 6,9 18,1
F1 180,8 10 25 1,4 23,6
F75 1243,99 10 100 0,8 99,2
F30 1686,99 10 100 0,6 99,4
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CONCENTRACIONORIGINAL DE LOS ADN Y CALCULOS PARA LLEVARLOS
A UNA CONCENTRACION DE 10 ng/pl.

C1 XV = Cg XV,

C1 = Concentracion inicial (ng/ul)

V1 = Volumen de ADN con la concentracién inicial

C, = concentracion requerida de 10 ng/pl

V, = Volumen total (Volumen de ADN de concentracién de 10 ng/ul + Volumen de TE
(1)

Fecha de medicion de las concentraciones originales en el Nanodrop 1000: 25/05/2013.

CONTINUACION

F66 2741,18 10 200 0,73 199,27
67 3147,41 10 200 0,6 199,4
F. verti (C+) 1837,28 10 200 1,1 198,9
Piricularia

() 3014,3 10 200 0,7 199,3

CALCULOS DE LOS REACTIVOS A UTILIZAR PARA EL PCR DE ACUERDO A
RAHJOO ET AL., 2008 Y MULE ET AL., 2004.

Volumen final a utilizar por cada reaccion de PCR: 25 pl

CONDICIONES:

Reactivos, concentracion inicial, concentracion final y volumen de éstos para cada
reaccion.

La formula a utilizar para calcular las concentraciones es: C; X V1 = C;, X V2

ADN: De la concentracion inicial se diluyo a 10 ng/ul

Segun Rahjoo et al., 2008 en su trabajo utilizaron 25 ng de ADN en 25 pl de volumen final
de cada reaccion lo cual equivale a 1 ng de ADN en 1 ul = 1 ng/ul

Entonces:

10 ng/ul x V1 = 1 ng/ul x 25 pl Luego: Vi1=25ul

Por lo que se utilizaran 2,5 ul de ADN de cada aislado por reaccion para el PCR

BUFFER: El producto como lo vendié el proveedor al laboratorio, trajo una concentracion
de 5X.
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La concentracion a utilizar es de 1X por lo que:

5XxV;=1Xx25ul  Luego Vi =5l

MgCl,: El producto como lo vendi6 el proveedor al laboratorio, trajo una concentracion de
25 mM.

Segln Rahjoo et al., 2008 en su trabajo utilizaron una concentracion de 1,5 mM entonces:
25mMxV;=15mMx25pul  Luego Vi =15yl

dNTPs: El producto a la cual lo tiene diluido el laboratorio es de una concentracion de 2,5
mM.

Segun Rahjoo et al., 2008 en su trabajo utilizaron una concentracion de 0,2 mM entonces:
25mMxV;=02mMx25pul  Luego Vi =2,0ul

PRIMERS:

VERL trae de la empresa EUROGENTEC una cantidad de 195,8 nmol y segun los datos
técnicos de dicha empresa, para diluirlo a una concentracion de 100 uM se le deben afadir
1,96 ml de Buffer.

Entonces: Segun Rahjoo et al., 2008 en su trabajo utilizaron una concentracion de 15 pmol
del VERL1, por lo que:

Concentracion molaridad final (Cs) = nimero de moles x volumen:

(Cp =15 pmol x 25 pl (Vfinal) = 375 nM = 0,375 UM entonces:

Cix2ul=0375puM x 25 pl Luego C; = 4,688 uM aproximadamente 5 UM, por lo
que se preparara el primer a una concentracion de 5 UM

Por lo que tenemos:

100 uM X V1 =5 uM x 100 pl Luego Vi =5 pl.

Entonces del VER1 a una concentracion de 100 pM, utilizaron 5 pl y se le afiadieron 95 pl
de TE (1X) para obtener 100 ul a una concentracion de 5 uM.

Para afadir al coctel 2 ul por cada reaccion este quedd a una concentracion de 0,4 UM,
segun la formula: CixVi=CyxV,

5 ul x 2 pl = C, x 25 pl (volumen final de cada reaccion).

VER2 trae de la empresa EUROGENTEC una cantidad de 491,0 nmol y segun los datos
técnicos de dicha empresa, para diluirlo a una concentracion de 100 uM se le deben afadir
4,91 ml de Buffer.
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Entonces: Segun Rahjoo et al., 2008 en su trabajo utilizaron una concentracion de 15 pmol
del VER2, por lo que:

Concentracion molaridad final (C) = nimero de moles x volumen:

(Cp) =15 pmol x 25 ul (Vfinal) = 375 nM = 0,375 uM entonces:

Cix2ul=0375puM x 25 pul Luego C; = 4,688 uM aproximadamente 5 puM, por lo
que se preparara el primer a una concentracion de 5 uM

Por lo que tenemos:

100 uM x V1 =5 M x 100 pl  Luego V1 =5 pl.

Entonces del VER2 a una concentracién de 100 uM, utilizaron 5 pl y se le afadieron 95 pl
de TE (1X) para obtener 100 ul a una concentracion de 5 M.

Para afadir al coctel 2 ul por cada reaccion este quedo a una concentracion de 0,4 UM,
segun la formula: CixVi=CyxV,

5 ul x 2 pl = C, x 25 pl (volumen final de cada reaccion).

TAQ polimerasa: El producto como lo vendié el proveedor al laboratorio, trajo una
concentracion de 5 U/ul.

Por lo que tenemos segun Rahjoo et al., 2008 utilizaron 0,6 U/25 pl, entonces

0,6 U/25 ul = 0,024 U/ pl luego:

5U/lxV1=0,024 U/pl x 25 ul Luego V1 =0,12 pul

H,O: La cantidad de agua se le agrego por diferencia, con respecto al volumen final de
cada reaccion (25 pl).

2,5 pl de ADN + 5 pl de Buffer + 1,5 pl MgCl; + 2,0 pl dNTPs + 2,0 pl VER1 + 2,0 pl
VER2 + 0,12 ul TAQ polimerasa = 15, 12 pl.

Entonces: 25 pl de Vi — 15,12 pl = 9,88 pl.

Por lo que la cantidad gue se le agreg6 al coctel fue de 9,88 ul H20.

NOTA: Por conveniencia de visualizacion de los aislados amplificados en la PCR en los
geles de agarosa, se procedié a agregar 3 ul de ADN, en vez de 2,5 pul, restandosele
entonces 0,5 ul de H,O y quedando esta cantidad en 9,38 pl.

MARCADORES MOLECULARES: (50 pb y 100pb DNA Step Ladder)

Preparacién segun indicaciones del fabricante:

Para preparar 8 pl de Vs = 5 pl marcador (de 50 y 100 pb) + 1 ul Buffer (del que trae el

marcador) + 2 pl de buffer de carga.
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La cantidad de marcador de 50 y 100 pb que se necesiten se prepara de acuerdo a esta
proporcion ejemplo:
Si se requieren preparar 32 pl, solo tenemos que multiplicar por 4 cada una de las

cantidades explicadas segun el célculo segun el fabricante:

8ul Vs = 5 ul marcador + 1 pl buffer marcador + 2 pl buffer de carga
X X X X
4 4 4 4

32 plVs= 20 pl 4 ul 8 ul
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AP Fundacién REACCION EN CADENADELA |

itV J echa:

\ P Danac POLIMERASA (PCR) e e £
EQA:]’OO [f ﬂ/l 2008 9 /“/,u,ﬁi_ @f@(,) 2004

Primer: Uep 4 9 JER Z Muestras:

Programa: [z<is feiix M. Temperatura:

1 2 3 4 5 6 7 8 91 10| 11 12|
A+ Y | 88]149213¢] 3 |92 w020l 4 | 3] 82
B |29 86|15 |/m00]20]|(—) )

C

D

E

F

G

H

CONDICIONES:

REACTIVOS [ISTOCK T TFINALC [/ IR T ZoR
ADN |Oma, /ud Ama fuf > [!(

BUFFER BK A % 5 ut Ao
MgCl .. 250M | 48| 2,500 | 20 1l
dNTPs 2,6mM 102 mM | 2 4t youd
PRIMERSRY F 5AM 109 uM Lo pl+ 2 pd [0 pf ruom
TAQ s U 0,6 U 0,12 tef_ 2,9 uf
H20 G38mf /93,6 pl
TOTAL 25uf | 500 M
Calculos:

Amplifico: Si X No

Observaciones:

C olocan Dan tads Uidd obs R 22 ,wg && { ¢ oc /Lf

L [ s y 4 ; ) ) 4

Y Jueso 2 18 Ay ADN = 25 220 AN £l NDe 1o andeds (

Sobfs Ay [ifrcane~ 10 . Se uylibaoics )@ scaliive e S0 g 100 A
77 = /

Analista: 72+ Maniioe
P ose b Gw‘ZCmﬁ =8
Elaborado por: Fecha: Revisado por: Fecha:
Fely L. Movwuware | /g.06-13 VoTalie Zedmwm | 78 0C <12

“LA VERSION IMPRESA DE ESTE DOCUMENTO DEBE COINCIDIR CON LO PUBLICADO EN EL SISTEMA”., .
e} Lo tincen
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SRR e 5. @ P
&P Fundacion REACCION EN CADENA DE LA -
%’ Danac POLIMERASA (PCR) Fasha

/8-06- 173
D‘“L’foo et @'f.! 200F% 9 Mole et abl., 200u

Primer: JzR 4 g VER 2. Muestras:
Programa: Tzso, 7oLy 1 Temperatura:

1 2 3 4 5 6 7 8 9/ 10/ 11 12|
A J(+)|Ue ji=2 |52 (33 |24 |10 |32 |34y |23 130 |29
B 35152123150 168 (=)
C
D
E
F
G
H
CONDICIONES:
REACTIVOS 1 jSTOCR | JFINAL [Wi1IR pl 2o R
ADN /0/”9//0&(" Adeng b | 3 el
BUFFER 5 X A X Suf Joo uf
MgCl 25mM_| pSemM | A5 | 20
dNTPs 2.5 mM | 0,2 caM 2 H O
PRIMERSRY F spn |04 uH  2ulsa} 140 ulqoud
TAQ 5U 0,6 U 0,2 14 2.9 ul
H20 7,38040 11326 2{
TOTAL 2 15/,&.(‘- 50a ,iL{
Calculos:
Ampilifico: Si ¥ No
Olgservaciones:

(Lp/bcon e gacla Tuiin de FPc’R 22 wf e / Coclef Y
Iueco 2 up o poN =25 uf 2% Col, Pe b 16 2. -

po\a[;r) (A Co Ca%_d:l” N LA~ L ¢ o (‘{? < OO A/ 1 fn £ . g@
,ujéiuga,,w —  ercediies e SCog /00 /95, )
= Analista: 7.4 / Y avria
nalisa: 7 e &l L. /] Gy _,\,‘*,r(t‘.(’ V[
Rocelia Gallrcet
Elaborado por: Fecha: Revisado por: Fecha:
T ol L. Manrsae /18 -06-173 Na,_fa,(&*as\ Labrn] 18-08 173
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g %ﬁ& Fundacion
Danac

REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

Fecha:
A9- 06~ 173

Lohsoo &7 ab., 2007 g Mrdd ef o€, 200U
Primer: \/£f2 4 4 \JER 2 Muestras:
Programa: 7zsic Telx M Temperatura:
2 3 4 5 6 7 8 91 10, 11 12]
A )Y e [53 |9yl |18 (32|11 |23 ]so |2
B 124 (39 [99 [S5¢ |43 | (=)
C
D
E
F
G
H
CONDICIONES:
REACTIVOS [ ISTOCK [[ TFINAL [WIIR Wzo R
ADN long | s /el | 2 b
BUFFER 5 x A X 5l Aop ud
MgCl_. 25cmM | 45 H | 4 5 M0 Zomf
dNTPs 2,5 cont | 0,2 M 2 pd Houd
PRIMERSRY F 5 a1 0,4 mM lawlsopld omlavomd
TAQ 54U D,6U 0,12 #l | 2,4 pd
H20 o334 18y.6 md
TOTAL 25 uf 500 ul
Calculos:
Ampilifico: Si X No
Observaciones: B ) ,
Lelocan pu Cede lubd L Per 22 pf Al cocled
= 50 2 pf e AN 25m), 2N cef Do [o¢ (6 2o
j”— d,‘{,,) fr’{&a ety Lt o K ¢ f \;9 /) BN, O o .
SLe ‘w'ﬁf(f{;;ﬁ/q M2 QUL 7 [(;z 50 9y 1oo Pb- / )
Analista: ﬁ(w L. Momncpr 9
[Q'C,JL LA m:‘ J’ E
Elaborado por: Fecha: Revisado por: Fecha:
Teli L. Manpoag l19-0é- 13 Noteliz Labyoo] J9-06—-13
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s%?, Fondaion REACCION EN CADENA DE LA

Fecha:
Danac POLIMERASA (PCR) 26 0¢-17

Rehjoo of aly 2008 3 Mule =t &l., 2004

Primer: \}E[é A Y \,e/;, 2_‘ Muestras:
Programa: I son Foley Temperatura:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10f 11 12|
A 1|z |yr |28mx |/16 | 85119 |13 225 |14
B |21 % |2 |9 |25 (=)
C
D
E
F
G
H
CONDICIONES:
REACTIVOS 1 ]bIOCK { JFINAL jpui 1R 2o R
ADN 10ma /el | pos [ud | 3 0
BUFFER 5 X AX 5 Aoouf
MgCl,, 25 M | LiEoon M | f5 0 20 wf
dNTPs 2,5omM | 0,2mM | 240 [rjopf
PRIMERSRYF 5 uM oduM |2 pf49 md |4opliyg mV
TAQ 5u 0,6 U o, aml | 2,4 ud
H20 9,38 d 11876 24
TOTAL 25 udf Spouf
Calculos:
Amplifico: si X No
Observaciones:

l/ﬁ"fo(m Lan (&C{c\ (etd e 7C8 22 ,(,L( ) (/ 4 t"“,f‘ e
7 j«:cecy 2wl Lo Abp) = ,2_5’1;,( L/’fO Celf. D.e /6 @) d:.,/"._}

J / .
tolocadory o .24 Sed Qola @wmplifvesrsrs 2. Se L(,L,LL\’(Q:W»
AN QN CG(L»L e Lo SO g o0 QL_‘ 4 o

: Analista: {, L, M G e Y

f-.~g€[ o, G llyeek
Elaborado por: Fecha: Revisado por: Fecha:
Jelic Mamabue 120- 0¢ - /12 Vetalia La b 20-be-172
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REACCION EN CADENA DE LA

% Fundacion
Fecha:
\' Danac POLIMERASA (PCR) 08-06-13
/Za/:fo:: ;’;" af, 2008 7 i_,r: el a:,(l} 2004
Primer: VER 4 4 VER 2 Muestras:
Programa: Jesis Jélix 4 Temperatura:
1 2 3 4 5 6 8 9] 10 M 12|

A J1x\]327 122|580 |e2 |64 |29 |62l65|1 2 |98]63
B 66|69 |59|52 135 (t-)

C

D

E

F

G

H

CONDICIONES:

REACTIVOS [ JSTOCK [[ JFINAL W IR W2z R
ADN [oma | fongfed | B oL

BUFFER 5 x A x sl Joordf
MgCl, 2E5mM I A EmM ey Z Ozu_ﬂ
dNTPs 2,50-M |0, 2mM | 2pfl Houf
PRIMERSRY F Spm [0y pM |l 2pd |yople oM
TAQ 5y 0,6v T BEY DY
H20 2,384 US%epl
TOTAL 254 | 50040
Calculos:

Ampiifico: Si X No

Observaciones:

Calocan e code Tbs e Pcte 22 wl At

Y 4 Py
~ A
Lhclef
~

g Dnreo 3uf A pop) e ecds  ainle

Lelo =

2 L&l

Do /o; /b6 oofedn Colocedi> 2w 2l gcl So la /i fr eQren

( 2 G
Se el cer

£TYY

CUre e o

1 Og,t Sﬁ«j’/{@/ 6.

Analista: Zole} /. Maenioue, 4

Roselia Gollwmecs
Elaborado por: Fecha: Revisado por: Fecha:
Mamwagee |2 9-06- 13 Nofalie Lobun| 2 9-0&-/3
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2 Fundacién REACCION EN CADENA DE LA -
\' Danac POLIMERASA (PCR) 02-07-13
QahTOO e‘lLaJ( , 2008 Y Mele et all, 2004
Primer: \/E[L L 4\ {:Ic 2 Muestras:
Programa: Tesis Felix M. Temperatura:
1 2 3 4 5 6 T 8 9| 10[ 11| 12|

A l(+)lso]lzq4 143138 |26 |y |22 (13 | /6 | 85 13

B |5 [ 3 [(-)

C

D

E

F

G

H

CONDICIONES:
'REACTIVOS [ ISTOCK |[ TFINALC [fT IR W 2R
ADN 1008 Jud | peng /il 3 uf

BUFFER 5 X AX L Joud
MgCl, 25 | £ SmaM | 4504 234
dNTPs 2,50mM | 0,2 M 2 ul 3 ul
PRIMERS RY F 5 uM 0,4 UM ol sl |36 023610
TAQ 50U 5,6u o ul 2,06 pf
H20 9,28 vl | 168,84l
TOTAL 2500 450 4d
Calculos:

Ampilifico: Si X No

Observaciones: _

Lolocan ew Caclh Tubo le Pen 22 pl Al (oclel 2
M»«.O 3/,«(,»[( Adbrd o rele u;(cr(\ *.QS 0(( &7 56/
De /3 ]é)’z\uka C&’&Cuxgtr) pen ol "el LA econs (2.
Se (At_u/’;c/" anoeea Le &7 // /.’/h", , A

Analistai 7o Lei [\ M @awisoe o
,205.4316 & Ga Hces

Elaborado por: Fecha: Revisado por Fecha:
Lebd L. Hervind g 02 -03-/3 Natzlja labnu] 02
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\%@% Fundacion REACCION EN CADENADELA | .

Dancac POLIMERASA (PCR) 09-67-17
Rahsoo et ak 2002y Mukd e afy 2004
Primer: /€L 4 4 JEIL 2. Muestras:
Programa: Jgg s ferix M Temperatura:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11| 12

A W) [s8]29[20[31[33([53 ([549([8585|57 (62 (€3
B |4l [35|(~)
C
D
E
F
G
H
CONDICIONES:
REACTIVOS [ ISTOCK [ JFINAL [/ IR il Z0R
ADN [oma Jad |/ m5 /2 | Bl
BUFFER 5 X /X Spd (00 ud
MgCl 25mM | HSemM | A5 304
ERIRS 2,6 M [ pamM |2 1 Houd
PRIMERS RY F 50 O, u MM |amd+2ud |Hopd +49000
TAQ 54 0,6U 012 | 2,408
H20 4,384 |A8},6 ¥
2 112 25ul | ool
Calculos:
Amplifico: Si X No
Observaciones: o - o
/pKZOCwe Lt C'f«ffi LD QL f'(‘/<" 22 u¥ el coclet -
1 Luessp 3l e ADN=2 540, 370 Cel. /%«z /J/-////'a//cv . Tode
ﬁr) aistats . S et Tiln ans— grichréadcus A £ o g /¢

Analista: 7. /. /"/cm/w,% 7

[Cosebia, Gaf é
Elaborado por: Fecha: Revisado por: Fecha:
Feliy L Momnicue |08 -03 - ¢73 Jafoli labiie] 08 -03 - 13
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AV Eundacion REACCION EN CADENADE LA |
\‘ Danac POLIMERASA (PCR) e @'5 13
Rahtos et af, 2008 Y Mek' ot ol 2004
Primer: \Jen A v Ve 4 Muestras:
= [ ‘
Programa: [ccv¢ lilix Temperatura:

11 2[ 3] 4] s e 7] 8 9 10 11| 12
A |/+)]52]2 |23 [38 [39 |30 |64 [23 [32 |50 |¢3
B |yg 8 |32 |32 |(-)

[
D
E
F
G
H
CONDICIONES:

ACTIVOS [ JSTOCK [[ JFINALC JWT IR W Zzo
ADN /O/Wﬁ;//u[ Amg Jul 3wl
BUFFER 5 X A X Sud loof
MgCI 25 M //; 5?’71‘\ M 1,5 W 3 ",U..(
dNTPs 250mM | 0,2emM | 2w H0 1
PRIMERSRYF BuM |0 UM |2 200 HOpY+ Hopd
TAQ 5U 06U |12 |2 M
H20 254 1836
TOTAL 5 00 0
Calculos:
Amplifico: si ¥ No
Observaciones: & -
CC’ ‘/iCCG ¢ @ TNILN ﬁué’i\ L’(fl. fjt'j(-. 2Rl X ) : ,’J{
,«turﬁ‘z}o Ipnlcle ADN =285 ul EYO Cul. Armblti rars fol

~ N [, ¢ T TR 7 v
Los anledos erweptn of 123 [ FeY). se tlileg o
Le 60 y 160 ph. ! -

Analista: .2 uJ( Morviope 9

lva.o Se N G a i;/. .u eex’
Elaborado por: Fecha: Revisado por: Fecha:
Tolx Lo Movwige [ j1-08— 13 Nafalia Labrd 1| - 0813
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