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RESUMEN

En México, el trigo, es un cereal de importancia comercial, sin embargo, se han presentado problemas de
secadera, la cual se atribuye al género Fusarium, aunado a ello este género es productor de micotoxinas, las
cuales pueden afectar la salud humana e incrementar la virulencia del patogeno. Por lo anterior, el objetivo del
presente trabajo fue caracterizar molecularmente una cepa de Fusarium spp aislada de trigo y evaluar su
quimiotipo. Para ello la cepa de Fusarium spp se crecié en medio PDA y el micelio obtenido se empleo para la
extraccion de ADN, este se amplifico con los primers ITS para determinar el género y especie, asi como con los
primers para identificar el quimiotipo, los productos de PCRs amplificados con los ITS obtenido se secuenciaron y
la secuencia se compar6 con la base de datos de NCBI mostrando un 99 % de identidad con Fusarium proliferatum,
el mismo ADN se amplifico con diversos primers para identificar el quimiotipo y se identificé que la cepa es 15-Ac-
DON. Esto nos indica el potencial toxigenico de las especies que infectan el trigo en la regién de Guanajuato.
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ABSTRACT

In Mexico, wheat is a cereal of commercial importance; however, drying issues have been reported, which are

attributed to the Fusarium genus. In addition, this genus is known to produce mycotoxins, which can affect human
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health and increase the pathogen's virulence. Therefore, the objective of this study was to molecularly characterize
a strain of Fusarium spp. isolated from wheat and to evaluate its chemotype. To this, the Fusarium spp. strain was
grown on PDA medium, and the resulting mycelium was used for DNA extraction. The DNA was amplified using
ITS primers to determine the genus and species, and with specific primers to identify the chemotype. The PCR
products amplified with ITS primers were sequenced, and the resulting sequence was compared with the NCBI
database, showing 99% identity with Fusarium proliferatum. The same DNA was then amplified with various primers
to determine the chemotype, identifying the strain as 15-Ac-DON. This indicates the toxigenic potential of the
species infecting wheat in the Guanajuato region.

Key words: Fusarium proliferatum, chemotype, virulence

INTRODUCCION

Los cereales son la fuente de alimentos més importante del mundo para el consumo humano, después del maiz y
el frijol, el trigo es una de las tres fuentes mas importantes de nutrientes de bajo costo en la dieta del mexicano,
tanto el cultivo como su procesamiento y consumo, generan una importante derrama econdmica y un gran numero
de empleos (Acuayte-Valdés et al., 2018). Sin embargo, este cereal se ve afectado por la secadera, causada por
las especies de Fusarium causan reduccién de rendimiento y al mismo tiempo afecta a la calidad del grano, ya
que frecuentemente lo contaminan con micotoxinas que resultan ser tdxicas para los humanos y los animales. En
1973 Takumi Yoshizawa determind que los responsables de una toxicosis humana fueron los metabolitos
secundarios de F. graminearum conocidos como 3-DON. En Canadé fue hasta en 1980 cuando se evalué que las
cepas de F. graminearum responsables de una epidemia producian 15-Ac-DON. Sin embargo, la regidn no delimita
la produccion de 3-AcDON o 15AcDON, debido a que en un estudio realizado en Estados Unidos en el 80% de las
cepas produjo 15-AcDON y el 20% 3-AcDON (Meyer y Cols 2014). Las micotoxinas pueden afectar negativamente
a la salud humana y animal, estos metabolitos pueden provocar diarrea, vomitos, leucocitosis y hemorragias
gastrointestinales en dosis bajas, pero pueden causar cancer, inmunosupresion, alteraciones endocrinas y la
muerte en dosis altas y/o cronicas (Gémez-Espinoza et al., 2024a). Respecto con la contaminacion del grano con
micotoxinas, se relacionan con la virulencia de las cepas. Lo anterior debido a, que la proteina cinasa activada por
mitdgenos (MAPK) HOG1 se encontr6 asociada con la agresividad y la produccién de deoxinivalenol (DON) en F.
culmorum (Castiblanco et al., 2017). Por otra parte, la produccidn de fumonisinas es asociada con el incremento
de la capacidad de infeccidn de F. verticillioides (de la Torre-Hernandez et al., 2014). Las micotoxinas que se
encuentran en los granos dependen de las especies de Fusarium; en este sentido, se ha informado de que las

especies de Fusarium causantes de FHB pueden variar en funcién de la region, en el estado de Guanajuato una
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especie con alta incidencia es F. proliferatum (11.53 %) y se encuentra en 11 de los 20 municipios productores
(Gémez-Espinoza et al., 2024b). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar molecularmente

una cepa de Fusarium spp. aislada de trigo y la evaluar su quimiotipo.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizaciéon molecular y de quimiotipo; La cepa denominada A11 fue obtenida de trigo, morfolégicamente
caracterizada como Fusarium spp., para la identificacion molecular y del quimiotipo se crecié la cepa aislada de
Fusarium en medio PDAy a los 5 dias se obtuvo el micelio, este se macero y se realizé la extraccion del ADN con
el método CTAB 3% (Zhang et al., 1998). Posteriormente con el ADN se realizé un PCR empleando los primers
enlistados en la tabla 1. La reaccién de PCR se llevd en un volumen total de 25 L [50 mM KClI, 10 mM Tris HCL
(pH 8.3), 0.2 mM de dNTP’s y 1.5 mM de MgClI2, 1.5 U de Taq polimerasa (Invitrogen, nimero de catalogo
10342053), 10 pmol de cada primer y aproximadamente 30 ng de ADN]. La calidad del ADN y de los productos de
PCR fueron visualisados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y 2 % respectivamente. Los productos
de PCR para la region ITS se secuenciaron mediante el método de didesoxinucledtidos marcados en un
secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), las secuencias obtenidas se compararon con la base
de datos del NCBI (nucleotide blast).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion molecular. La amplificacion del ADN con los ITS, se observo aproximadamente a 650 pb, al
comparar la secuencia con la base de datos se observé un 99.43% de identidad con Fusarium proliferatum, estos
resultados coinciden los de (Rangel-Castillo et al., 2017) (Leyva-Mir et al., 2017)(Mariscal-Amaro et al., 2017)
reportan a F. proliferatum en el Bajio. Respecto al quimiotipo, para Fumonicina (FUM) no se observo amplificacion,
mientras que para verificar la precencia del quimiotipo DON/NIV, se amplificd mediante PCR con los primers
ToxP1/P2 en los cuales si el quimiotipo es DON se espera un amplicon de 360 pb y si es NIV de 300 pb, mientras
que con los primers GzTri7f1/r1 para don el amplicon es de 173 pb y para NIV de 327 pb. En la Figura 1, se puede
observar un producto de 150 pb para los primes GZ y uno de 350 pb para Tox, lo que nos confirma el quimiotipo
DON. Posteriormente para saber si es 15-AcDON o 3-acDON, se amplifico con los primers Tri303F/R donde se

espera un amplicon de 586 pb y con los primers Tri315F/R se espera un amplicon de 860 pb en la figura 2, el
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quimiotipo mostrado fue 15-AcDON ya que se obtuvo un aproximado de 850 pb. En el cuadro 1, se puede observar

el resumen de la amplificacion.

Cuadro 1. Primers empleados en el estudio y quimiotipo obtenido

Quimiotipo ~ Primer Par de secuencia Amplicon ~ Amplicon Referencia
primers obtenido esperado(pb)
ITS ITS ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' () White et
ITS4 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' al., 1990
FUM Rp Rp32 5-ACAAGTGTCCTTGGGGTCCAGG-3° () 600 Zhou y cols
Rp33 5-GATGCTCTTGGAAGTGGCCTACG-3 2018
DON/NIV GzTri7 GzTriTf1 5-GGCTTTACGACTCCTCAACAATGG- (+) 150pb | 173-327 Lee, 2001
3
GzTriTr 5-AGAGCCCTGCGAAAGCACTGGTGC-
3
NIV/DON Tox ToxP1 5-GCCGTGGGGTAAAAGTCCAAA-3 (+) 350 | 300-360 Lee, 2001
ToxP2 5-TGACAAGTCCGGTCGCACTAGCA-3" | pb
3-AcDON Tri3 Tri303F 5-GATGGCCGCAAGTGGA-3" () 586 Jennings,
Tri303R 5-GCCGGACTGCCCTATTG-3’ 2004
3-AcDON MinusTri7 | MinusTri7F | 5-TGGATGGATGACTTGAGTTGACA-3" (%) 483 Ward, 2002
MinusTri7R | 5-AAAGCCTTCATTCACAGCC-3’
15-AcDON | Tri315 Tri315F 5-CTCGCTGAAGTTGGACGTAA-3’ (+) 860 | 864 Jennings,
Tri315R 5-GTCTATGCTCTCAACGGACAAC-3 pb 2004

A nivel agroindustrial, el problema persiste, debido a que se ha demostrado que las micotoxinas, no se degradan
por métodos convencionales de procesamiento de alimentos y resisten elevadas temperaturas. Diversos estudios
muestran la presencia de estos metabolitos en diversos alimentos procesados, por ejemplo, se ha encontrado
deoxinivalenol (DON) y nivalenol (NIV) en cervezas (Pemnica et al., 2019), al igual que sus formas modificadas
[(deoxinivalenol-3-glucosido (DON-3G), nivalenol-3-glucdsido (NIV-3G), 3-acetildesoxinivalenol (3-AcDON)]
(Ksieniewicz-Wozniak et al., 2019). Por otra parte, las micotoxinas fumonisina B1, la zearalenona, el
desoxinivalenol, la toxina T-2, asi como sus formas modificadas deoxinivalenol-3-glucésido, 3-acetil-
deoxinivalenol, B-zearalenol, fumonisina B 1 hidrolizada y la toxina HT-), se detectaron en alimentos infantiles
procesados (Chilaka et al., 2019). Asimismo, se detecté DON, en cereales comerciales (Omurtag & Beyoglu,
2003), sin embargo, no solo la ingesta directa de alimentos producidos con el grano contaminado, resultan fuente
de contaminacion debido a que los animales que las ingieren, las almacenan en tejidos como musculo e higado
(Tardieu et al., 2019). Por tanto, resultan un potencial toxigenico, tanto los residuos forrajeros agricolas, como el
grano contaminado por especies del género Fusarium. Esto evidencia la necesidad de buscar métodos de control
eficientes, para reducir el crecimiento del hongo y disminuir la concentracién de micotoxinas en la segunda zona

productora de trigo del pais.
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CONCLUSIONES

La cepa aislada de trigo y caracterizada molecularmente como Fusarium proliferatum, muestra potencial
toxigenico, aunado a que los reportes bibliograficos refieren esta especie como una de las méas incidentes, se
requiere un método de control eficiente para la inhibicién del crecimiento del fitopatdgeno, asi como para la

produccion de micotoxinas por este.
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