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RESUMEN

Se ha demostrado que varios hongos fitopatdgenos presentes en cultivos de importancia
econdémica a nivel mundial experimentan un fendmeno hormético, es decir una
estimulacion metabdlica en lugar de una inhibicion cuando éstos son expuestos a dosis
sub inhibitorias de fungicidas. Esto representa un problema al momento de manejar
efectivamente las enfermedades producidas por estos hongos. Fusarium proliferatum es
un hongo fitopatdgeno que provoca dafio a nivel agricola y de salud humana, no obstante,
existen insuficientes estudios que indiquen que F. proliferatum experimenta fenémenos
horméticos. Por todo lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo principal: evaluar

el efecto de dosis sub inhibitorias de iprodiona en F. proliferatum in vitro.

Se experimentd con dos aislados de F. proliferatum resistentes a la molécula quimica
iprodiona (A7, altamente productor de fumonisina y Al, no productor de fumonisina).
Siete dosis del fungicida fueron utilizadas para modificar el medio de cultivo PDA y asi
evaluar dos aislados del hongo en términos de area de crecimiento radial, mientras que
cuatro dosis del mismo fungicida fueron utilizadas para modificar un medio de cultivo a
base de maiz partido y evaluar en éste los dos aislados del hongo en términos de

produccion de fumonisina.

Una concentracion de 0.40 ppm de iprodiona causo6 una estimulacion maxima del 7% del
crecimiento radial en el aislado Al, de manera que los analisis horméticos permitieron
modelar una curva bifasica. Si bien una dosis sub inhibitoria menor exhibié un incremento

del 13%, una respuesta hormética bajo dicha dosis no fue estadisticamente demostrable.

Aunque en el aislado A7 se notd una estimulacion de un 10% del crecimiento micelial a
una dosis de 0.12712 ppm, y un 16% de incremento en la produccién de fumonisina
provocado por una dosis de 0,012712 ppm, los datos no fueron estadisticamente

verificables, de manera que fueron representados por una curva no-hormética.

Este es el primer estudio en donde se demuestra que las dosis sub inhibitorias de iprodiona
provocan un fenémeno hormético en el crecimiento radial de F. proliferatum. A futuro se
deberia considerar estos hallazgos, para realizar un manejo mas efectivo de los cultivos

afectados por F. proliferatum.
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ABSTRACT

It has been shown that several phytopathogenic fungi that are present in crops of
economic importance worldwide experience a hormetic phenomenon, i.e., a metabolic
stimulation rather than inhibition when they are exposed to sub inhibitory doses of
fungicide, which is a problem for the effective management of diseases, caused by these
fungi. Fusarium proliferatum is a plant pathogen that causes damage to both agriculture
and human health. However, there are insufficient studies that indicate that F.
proliferatum experience a hormetic phenomenon. For all the above, the present study has
as its main objective: to evaluate the effect of sub inhibitory dose of iprodione in F.

proliferatum in vitro.

Experiments were made with two isolates of F. proliferatum resistant to the chemical
molecule iprodione (A7, high producer of fumonisin and A1, a not fumonisin producer).
Seven doses of the fungicide were used to modify the culture medium PDA and evaluate
the two isolates of the fungus in terms of area of radial growth, while four doses of the
same fungicide were used to modify a culture medium based on cracked corn and analyze

the two isolates of the fungus in terms of fumonisin production.

A concentration of 0.40 ppm of iprodione caused a maximal stimulation of 7% of the
radial growth in the isolate A1, allowing the hormetic analysis by a biphasic curve. While
a smaller sub inhibitory dose exhibited an increase of 13%, whose hormetic response was

not statistically demonstrable.

Although a 10% stimulation of mycelial growth at a dose of 0.12712 ppm was noted in
the isolate A7; and the production of fumonisin increased by 16% with a dose of 0.012712
ppm, results were not statistically significant: they were represented by a non-hormetic

curve.

This is the first study which shows that the sub inhibitory doses of iprodione cause a
hormetic phenomenon in the radial growth of F. proliferatum. In future studies, these
findings should be considered in order to make more effective management of crops

affected by F. proliferatum.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Algunas especies de Fusarium seccion Liseola, en particular F. verticillioides (poblacion
de apareamiento A) y F. proliferatum (poblacién de apareamiento D), producen
cantidades significativas de fumonisinas (FBs), endotoxinas que tienen implicaciones de
salud en animales y humanos (Abarca, Bragulat, Castella, Accensi y Cabafies, 2000;
Aoki, O’Donnell y Geiser, 2014; Falcao et al., 2010; Marin et al., 2013; Reinoso,
Figueroa, Castro, Gonzalez y Reyes, 2005; Rheeder, Marasas y Vismer, 2002). Hasta el
momento se han identificado varios tipos de FBs, pero los grupos de mayor importancia
en la naturaleza, en términos de contaminacion son FB y FC. Dentro del grupo FB, la FB:
es la mas prevalente en cultivos de maiz: representa alrededor del 70% de todas las
fumonisinas aisladas in vivo e in vitro (Branham y Plattner, 1993). Ademas es la méas
toxica: ha sido catalogada dentro del grupo 2B de toxinas carcinogénicas por la agencia
internacional para la investigacién del cancer (IARC por sus siglas en inglés) (Abarca et
al., 2000).

Los cultivos afectados por F. proliferatum, a mas de ser una potencial fuente de
intoxicacién por micotoxinas, indiscutiblemente provocan pérdidas econémicas elevadas
(Amarasinghe, Tamburic-llincic, Gilbert, Brule-Babel y Dilantha, 2013; Stumpf et al.,
2013). De ahi la importancia de realizar una vigilancia alimentaria previa a la
comercializacion de los productos afectados, que comprenden 75 especies de plantas
diferentes entre las que se puede mencionar: cebolla, ajo, maiz, esparragos, distintos
cereales y subproductos de los mismos, para asi evitar posibles micotoxicosis, debido a
su gran patogenicidad en humanos y animales como porcinos, equinos y aves de corral
(Munkvold y Desjardins, 1997; Proctor, Desjardins y Moretti, 2010; Stankovic, Levic,
Petrovic, Logrieco y Moretti, 2007).

Ciertos fungicidas aplicados a distintas concentraciones son capaces de inhibir el
crecimiento de varias especies del genero Fusarium, incluyendo a F. proliferatum.
Ademas, es factible inhibir la produccion de fumonisinas con el uso de fungicidas a dosis
recomendadas (Coma, Portes, Gardrat, Richard-Forget y Castellan, 2011; Pinto, 2003).

El problema se da cuando los agricultores utilizan dosis menores a las recomendadas para

1



ahorrar costos de produccién, a las cuales se referird en adelante como dosis sub

inhibitorias.

En los estudios publicados hasta el momento no esté clara la relacion existente entre las
dosis sub inhibitorias de los fungicidas con la produccion de fumonisinas. Sin embargo,
Marin, de Ory, Cruz, Magan y Gonzalez-Jaén (2013) en su estudio sefialan, por primera
vez, la importancia de utilizar las dosis adecuadas de fungicidas y evaluarlas junto con
factores ambientales como temperatura y estrés hidrico. Manipulando dichos factores se
puede lograr una buena inhibicion de crecimiento del hongo y se puede reducir la
expresion del gen FUML, responsable de la produccion de fumonisina en las especies F.

verticillioides y F. proliferatum (Marin et al., 2013).

Por otro lado, existen factores que alteran la homeostasis del hongo a dosis altas de
fungicidas, pero a dosis bajas producen respuestas adaptativas y una consecutiva
estimulacion del metabolismo del hongo, proceso conocido como hormesis (Garzon et
al., 2011; Zhou, Liang, Di, You y Zhu, 2014). Sin embargo, el efecto hormético que
producen las dosis de fungicida dependeran de las cepas, ya que una dosis de fungicida
apropiada para una cepa sensible de cierta especie puede resultar sub inhibitoria para una
cepa resistente de la misma especie, con la consecuente produccién de micotoxina (Zhou
et al., 2014). Estos problemas que se han dado con el uso de dosis sub inhibitorias no han
sido tomados en cuenta ni estudiados sino solo hasta hace pocos afios.

Existen pocos estudios que indiquen como ciertos fungicidas influencian a la produccion
de micotoxinas, en especial fumonisinas. Por esto, surge la necesidad de conocer el papel
que tienen las dosis sub inhibitorias de fungicidas en la inhibicion del crecimiento y
metabolismo del fitopatdgeno. Para esto, la alternativa es evaluar distintas dosis sub
inhibitorias de fungicida y su capacidad para reducir o aumentar los niveles de
fumonisinas producidas por F. proliferatum ya que las dosis y su efecto varian
significativamente de un fungicida a otro (Coma et al.,, 2011; Etcheverry, Torres,
Ramirez, Chulze, y Magan, 2001; Pinto, 2003) y de una cepa a otra (Zhou et al., 2014).

Las dosis a las que se aplican los fungicidas juegan un papel muy importante dentro del
control de estos microorganismos. Asi lo menciona Falcdo et al., (2010). Lo ideal es
utilizar dosis para inhibir el crecimiento del hongo a un 50 y 90% (ECso y ECgo) €n
periodos cortos de tiempo. Asi se reduce al maximo la produccién de fumonisinas y se

puede comercializar productos que no sobrepasen las dosis permitidas establecidas por la



Union Europea ni perjudiquen al medio ambiente y a la salud (Marin et al., 2013). Por
ello, es fundamental dar a conocer el impacto que tienen las dosis de fungicidas a
diferentes concentraciones en el metabolismo de F. proliferatum. Ademas, tomando en
consideracidn, las resistencias que se sabe que poseen algunas especies de Fusarium a
distintos fungicidas, una dosis sub inhibitoria podria provocar un aumento en la
produccion de micotoxinas en lugar de una disminucion (Falcdo et al., 2010; Flores y
Garzon, 2013).

Los cultivos de cebolla, esparragos, ajo, maiz y otros cereales que son colonizados por F.
proliferatum contienen fumonisinas, que son toxinas que causan problemas graves de
salud a mas de problemas econémicos debido a la baja produccion que generan los
cultivos afectados. Los problemas de salud estan relacionados al consumo de este
producto contaminado, ya que tanto animales como humanos corren el riesgo de sufrir
intoxicaciones y muerte (Munkvold y Desjardins, 1997). Algunos autores sefialan que F.
proliferatum es capaz de infectar a sus hospederos sin causar ninguna sintomatologia
visible, fendmeno que he sido capaz de observar por experiencia propia, haciendo
imposible para el consumidor distinguir entre alimentos infectados o no por F.
proliferatum y asi evitar el consumo de los mismos (Jeney, Béki, Keszthelyi, Leslie y
Hornok, 2007; Kwon, Dohlen y Anderson, 2001; Tsavkelovaa, Bémkea, Netrusovb,
Weinerc y Tudzynski, 2008).

Debido a lo indicado anteriormente, la presente investigacion busca determinar la relacion
existente entre las dosis sub inhibitorias de los fungicidas y la produccién de fumonisinas
por parte del hongo F. proliferatum, para asi enfatizar la importancia de escoger la dosis
de fungicida apropiado al momento de manejar cultivos susceptibles a ser invadidos por
F. proliferatum y a su vez evitar el uso de dosis sub inhibitorias que se ha comprobado
promueven cambios en el metabolismo de varios hongos y estimulan la produccion de
toxinas. Consecuentemente, este estudio tendrd un efecto positivo al momento de elegir
un tratamiento efectivo para el manejo de enfermedades provocadas por F. proliferatum
y se podria reducir a largo plazo los problemas de salud y problemas econémicos

producidos a causa de estas micotoxinas.

Recientemente han aparecido estudios que mencionan a la hormesis y sus implicaciones
en el manejo de fitopatologias. Sin embargo, hay muy pocos estudios que se enfoquen en
el hongo fitopatdégeno Fusarium proliferatum y el posible fendbmeno hormético que éeste
sufre cuando se lo expone a dosis sub inhibitorias de fungicidas. Por ese motivo se
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considera al presente estudio como la base para futuros estudios con F. proliferatum, ya
que servira para evaluar su comportamiento frente a dosis sub inhibitorias de fungicidas
en términos de produccion de micotoxinas y como estas dosis deben ser tomadas en

cuenta para la eleccién de un tratamiento efectivo y seguro.

Frente a lo expuesto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Qué efecto tienen
las dosis sub inhibitorias del fungicida iprodiona en la produccion de fumonisinas por
parte de Fusarium proliferatum? Y la siguiente hipotesis: Existe una estimulacion en la
produccién de fumonisinas en Fusarium proliferatum cuando se utilizan dosis sub

inhibitorias de iprodiona.



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general
. Evaluar el efecto de dosis sub inhibitorias de iprodiona en

Fusarium proliferatum in vitro.

1.1.2. Objetivos especificos
. Medir el area de crecimiento radial de Fusarium proliferatum en

medio PDA modificado con dosis sub inhibitorias de iprodiona.

. Inducir y cuantificar la produccion de fumonisinas en maiz partido

modificado con dosis sub inhibitorias de iprodiona.

. Verificar la existencia de un fendmeno hormético mediante el

modelado de la curva dosis-respuesta.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Los estudios referentes a hormesis en hongos fitopatdgenos son relativamente escasos.
Sin embargo, existen investigaciones en las que ya se menciona hace mucho tiempo atras
que las dosis sub inhibitorias de fungicidas pueden estimular la produccion de
micotoxinas. Por ejemplo, en el estudio de Al-Hilli y Smith (1979) se llegé a la conclusion
de que dosis subletales de &cido propiénico aplicadas en el hongo fitopatégeno
Aspergillus flavus no detienen la produccion de aflatoxinas; por el contrario, la estimulan.
En la actualidad, se puede mencionar dentro de estos estudios al de Falcao et al. (2010),
donde evaluaron la produccion de fumonisinas bajo el efecto de fungicidas y la inhibicién
in vitro de crecimiento del fitopatogeno Fusarium verticillioides, concluyendo que los
fungicidas quintozeno y fludioxonil + metalaxil-M aplicados a dosis sub inhibitorias, en
ocasiones, aumentan los niveles medios de FB1 en comparacion con el control. También
se ha observado que la sintesis de fumonisinas (en términos de expresion del gen FUM1)
y la tasa de crecimiento de F. proliferatum y F. verticillioides se ven aumentadas cuando
se aplican dosis sub inhibitorias de tebuconazol y éstas se combinan con estrés hidrico
moderado y temperaturas menores a 35°C (Marin et al., 2013). En un estudio mas reciente
de Zhou et al. (2014) evaluaron al fungicida dimethachlon para determinar el efecto que
tienen las dosis sub inhibitorias del mismo en el crecimiento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum y la virulencia en las plantas de colza (planta huésped de S. sclerotiorum).
Los resultados mostraron que tanto los aislamientos del hongo resistentes como de
algunos sensibles a este fungicida presentaron respuestas estimuladoras a estas dosis sub

inhibitorias.

El manejo de enfermedades de plantas causadas por hongos, en general, se convierte en
un problema cuando no se emplean dosis adecuadas de fungicidas. Las dosis sub
inhibitorias de fungicidas favorecen a la hormesis (Flores y Garzén, 2013; Garzon et al.,
2011; Zhou et al., 2014). Para un correcto control de enfermedades micéticas en plantas,

con repercusion en animales y humanos, se debe procurar aplicar técnicas de prevencion



y control que no induzcan a la producciéon de micotoxinas, ya que éstas aumentan la
patogenicidad en el huésped. En el caso de tratamiento con fungicidas se deberia utilizar
concentraciones efectivas y no sub inhibitorias para asi dar la importancia que se merece
a este problema de hormesis en fungicidas que se ha ignorado por algunos afios (Garzén
y Flores, 2013; Lazzari, 1993; Zhou et al., 2014) y hasta el momento se desconoce su

relevancia.

2.2. Produccién agricola de cebolla

La cebolla (Allium cepa) es la segunda hortaliza con mayor importancia econdémica a
nivel mundial. En primer lugar se encuentra el tomate (Solanum lycopersicum) (Vallejo
y Estrada, 2004). Estadisticas publicadas por la FAO (2013) indican que anualmente se

producen alrededor de 86 millones de toneladas de cebolla a nivel mundial.

El cultivo consta de dos temporadas, en la primera se forman los bulbos y en la segunda
las flores. Un clima templado (15-20°C), con lluvias moderadas, un rango de 6-7 de pH
del suelo y un periodo de luz de 11-16 horas favorecen al mejor desarrollo del cultivo
(FAO, 2015).

A mas de ser una fuente de vitaminas A, B, C y proteinas (FAO, 1989), posee también
propiedades medicinales gracias a: la accién antibiotica de ciertas sustancias frente a
bacterias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, su
accion hipoglicémica y su capacidad protectora contra la arterioesclerosis. Debido a esto,
no solo es importante dentro de la industria alimenticia sino también en la industria
farmacéutica (Luro, 1982; Vallejo y Estrada, 2004).

2.3. Patdgenos en el cultivo de cebolla

Asi como en otros cultivos, la cebolla se ve afectada por varias plagas y enfermedades
que resultan en problemas en el sector agricola a corto y largo plazo. Entre éstos tenemos
a la reduccion de la productividad, que origina grandes pérdidas economicas, y al
incremento de los costos de produccion, debido a compras masivas de plaguicidas,
fungicidas y herbicidas (Kiehr y Delhey, 2007).

Segun Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz (2003), la clave para el manejo adecuado de
enfermedades es la identificacion de los organismos patdgenos. Actualmente, mas de una

7



docena de patdgenos han sido identificados en los cultivos de cebolla. Los agentes
causales son diversos, se puede nombrar a insectos como Agrotis sp., Spodoptera spp.,
Hylemia sp., etc; nematodos como Dytilenchus dipsaci, Paratrichodorus allius, etc;
ciertas bacterias y virus; y por ultimo los hongos, que son los patdgenos mas
predominantes en este tipo de cultivo y pueden causar enfermedades foliares, sistémicas
0 post-cosecha. Entre los mas representativos estan: Botrytis allii, Aspergillus niger,
Alternaria porri, Peronospora destructor, Cladosporium allii-cepae, Penicillium spp.,
Phytium spp., Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum (Cabrera y Salazar, 2004;
Kiehr y Delhey, 2007).

2.3.1. Fusarium spp en cebolla

De acuerdo a Leslie y Summerell (2006), muchos cultivos a nivel mundial desarrollan al
menos una enfermedad asociada al hongo fitopatdégeno Fusarium y la cebolla no es la
excepcién. De hecho, varias especies de Fusarium han sido aisladas de cebollas, aunque
no todas son altamente patogénicas. La especie encontrada mas frecuentemente es F.
oxysporum. Sin embargo, en el estudio de Ghanbarzadeh, Goltapeh y Safaie (2013). Al
comparar la virulencia entre F. oxysporum y F. proliferatum en bulbos de cebolla, la
especie mas destructiva resultd ser F. proliferatum. Se conoce también que, a méas de las
especies mencionadas anteriormente, F. solani, F. acuminatum, y F. redolens causan
dafos severos en cultivos de cebolla (Bayraktar y Doélar, 2010). Los sintomas asociados
a éste género son principalmente el marchitamiento de plantulas, podredumbre basal y de

la raiz, tanto en campo como en almacenamiento (Kloko¢ar-Smit et al., 2008).

Es importante mencionar al hongo con el que se ha trabajado en el presente proyecto,
Fusarium proliferatum, debido a que a mas de su capacidad de producir y acumular
toxinas en partes comestibles de alimentos como cebolla y ajo, estd implicado en dos
enfermedades muy importantes de la cebolla: la podredumbre basal y la mancha salmon
(Moncrief, 2014; Stankovic et al., 2007).

F. proliferatum ha sido aislado de cebollas con sintomas de podredumbre basal
conjuntamente con F. oxysporum f. sp. cepae, aungue en el estudio de Stankovic et al.,
(2007), mediante pruebas de patogenicidad, se llegd a la conclusion de que el

comportamiento patogénico de F. proliferatum varia de acuerdo a los diferentes cultivares



de cebolla y es importante investigar mas a fondo el rol que tiene este microorganismo

como patdgeno del mencionado cultivo.

La mancha salmon en la cebolla es una enfermedad que se identificé en Yotvata, Israel
en el afio 2006. La caracterizacion se llevo a cabo, mediante la realizacion de los
postulados de Koch. Exitosamente el hongo aislado con frecuencia fue identificado
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) como
F. proliferatum. Las cebollas infectadas se caracterizan por presentar manchas de color
salmén en sus capas externas, y progresivamente se van colonizando las capas internas
hasta que el bulbo se pudre (Moncrief, 2014). Curiosamente los cultivares blancos son
los més propensos a desarrollar los sintomas, aunque el hongo también puede ser aislado
de cultivares rojos y amarillos (Garzéon y Marek, comunicacién personal). Dicho
fendmeno puede ser explicado debido a la capacidad que tiene F. proliferatum de infectar
a su hospedero sin producir sintomas visibles (Tsavkelovaa et al., 2008; Jeney et al., 2007;
Kwon et al., 2001; Munkvold y Desjardins, 1997).

2.4. Fusarium proliferatum

El género Fusarium incluye varias especies fitopatogenas distribuidas ampliamente en
varios cultivos y encontrado en desechos vegetales alrededor del mundo (Marasas et al.,
1984; Stepien, Koczyk y Waskiewicz, 2011). Una de las especies es F. proliferatum que
ataca a cultivos de importancia agricola como maiz, cebolla, ajo, mango, arroz,
esparragos, varios cereales, entre otros (Bahareh, Naser y Ebrahim, 2014; Palacios et al.,
2015; Proctor, Desjardins y Moretti, 2010; Stankovic et al., 2007; Stgpien, Waskiewicz y
Wilman, 2015). Es un hongo perteneciente al filo Ascomycota, orden Hypocreales y
familia Nectriaceae. Hace algunas décadas, F. proliferatum fue clasificado como F.
moniliforme junto con otras especies como F. verticillioides (Aoki et al., 2014; Bacon y
Hinton, 1996; Isack, Benichis, Gillet y Gamliel, 2014). Este hongo pertenece a la seccion
Liseola junto con F. subglutinans, F. anthophilum y F. thapsinum y al complejo de
especies Gibberella fujikuroi segin la clave taxondmica propuesta por Nelson et al.
(1983). Se sabe que los miembros de esta seccién comparten la caracteristica de poseer
microconidias ovoides y obovoides (Isack et al., 2014). Gibberella intermedia es su

estado telomorfico (Gibberella fujikuroi especie bioldgica o poblacion de apareamiento



D). A F. proliferatum se lo aislo por primera vez de cebollas enfermas en el 2006, al sur
de Israel (Moncrief, 2014; Waskiewicz, Stgpien, Wilman y Kachlicki, 2013).

Este hongo causa importantes patologias como la mancha salmén en la cebolla (Allium
cepa), el punto pdrpura de la espinaca de Malabar (Basella alba L.) y la pudricion del
grano de maiz (Zea mays). En los tejidos infectados, F. proliferatum puede producir una
alta cantidad de micotoxinas incluyendo las fumonisinas, fusaproliferin y moniliformina,
que vuelve a las enfermedades mas agresivas y dificiles de tratar y controlar (Aoki et al.,
2014; Figueroa, 2006; Glenn, 2007; Jurado et al., 2009). La propagacién del hongo se da
generalmente por semillas infectadas por el mismo y otro material de propagacion como
residuos vegetales de plantas afectadas por F. proliferatum (Marasas et al., 1984;
Munkvold, 2003).

La morfologia microscopica de Fusarium proliferatum comprende macroconidias con
forma de hoz a rectas, con la superficie ventral y dorsal casi paralelas, usualmente
presentan de 3-5 septos. Sus macroconidi6foros presentan monofialides ramificadas y no
ramificadas, y en el caso de los microconidiéforos presentan también polifialides. Los
microconidios son unicelulares, no septados, ovoides, piriformes a napiformes, en falsas
cabezas y cadenas. No presenta clamidosporas. Respecto al micelio aéreo, puede
observarse cadenas o0 agregados de pocas microconidias (Figueroa, 2006; Leslie y
Summerell, 2006). En cuanto a su morfologia macroscopica (Figura 1), se observa
abundante micelio aéreo blanco, lavanda a puarpura, al reverso es incoloro a parpura
(caracteristicas observadas en Papa Dextrosa Agar (en adelante se referira como PDA)).
Algunas cepas pueden tornarse casi negras con el paso del tiempo en agar PDA. Las
colonias en agar PDA se tardan 3 dias en crecer, el crecimiento micelial puede llegar hasta
4 cm de didmetro, aunque algunas cepas tienen un crecimiento mas lento (Leslie y

Summerell, 2006; Pavlovi¢, Drazi¢ e Ivanovié, s.f.).

Figura 1. Morfologia macroscopica de F. proliferatum. Micelio aéreo (izquierda),
reverso de la colonia (derecha).
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2.4.1. Micotoxinas producidas por el género Fusarium

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos y pueden
representar un riesgo para animales y humanos (Falcao et al., 2010).

Algunas micotoxinas del género Fusarium han sido aisladas de granos de cereales. Estas
se encuentran dentro del grupo de los tricotecenos. Entre las méas importantes estan la T-
2, diacetoxiscirpenol (DAS), deoxinivalenol (DON), fusarenona X (FUSA) y nivalenol
(NIV); zearalenona (ZEN) y fumonisinas (FBs); moniliformina (MON), beauvericina
(BEA), fusaproliferina (FUS), eniantinas (EN), fusarocromanona (FUC), neosolaniol
(NEO), nivalenol (NIV), zearalenona (ZEA) y zearalenol (ZOH); y dentro de las
micotoxinas que produce la especie F. proliferatum estan: FB1, BEA, MON, FUP, FB2
(Bottalico, 1998; Leslie y Summerell, 2006; Logrieco, Bottalico, Mulé, Moretti y
Perrone, 2003).

24.1.1. Fumonisinas

En 1988, luego de 18 afios de trabajo de investigacion en Sudafrica, el Programa sobre
Micotoxinas y Carcinogénesis Experimental (PROMEC por sus siglas en inglés)
descubri6 por primera vez que el hongo Fusarium verticillioides cepa MRC 826 producia
una endotoxina cancerigena denominada fumonisina (Marasas, 2001). Alrededor de 15
especies de Fusarium han sido identificadas como productoras de fumonisinas, entre ellas

ocho especies de la seccion Liseola, incluida F. proliferatum (Rheeder et al., 2002).

Los efectos ocasionados por estas micotoxinas recaen en los individuos que son expuestos
a las mismas mediante la ingesta de alimentos contaminados. En animales se puede
mencionar a la leucoencefalomalacia equina (ELEM por sus siglas en inglés) y al edema
pulmonar porcino (PPE por sus siglas en inglés), los cuales fueron relacionados con
fumonisinas luego de un brote por consumo de maiz contaminado con F. verticillioides y
fueron halladas poco tiempo después del descubrimiento de la micotoxina (Munkvold y
Desjardins, 1997; Rheeder et al., 2002; Ross et al., 1990). A partir de ésta, varias otras
patologias causadas por la exposicion a fumonisinas fueron descubiertas, como tumores
cancerigenos en ratones (Kodell y Turturro, 2004) y cancer de es6fago en humanos
(Marasas, 2001).
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La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, 2001)
establecié rangos seguros para el contenido de fumonisinas contenidas en productos
destinados al consumo humano, concluyendo que los limites m&ximos permisibles de
fumonisinas van de 2 ppm a 4 ppm dependiendo del alimento (aunque principalmente se
detallaron alimentos derivados del maiz, debido a la alta ocurrencia de FB1 en este
producto). Para productos destinados a consumo animal, los limites van de 1 a 50 ppm
dependiendo del alimento, y también varia de acuerdo a cada especie animal. La
Comision de la Union Europea ha recomendado niveles para las fumonisinas B1 y B2 (ya
que se conoce que son las mas letales) segun la especie. En caballos, cerdos, conejos y
animales de compafiia 5 ppm, 50 ppm para rumiantes adultos y vison (Voss, Smith y
Haschek, 2007).

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA por sus siglas
en inglés) establecid un nivel de ingestion tolerable maximo para humanos para el grupo
de fumonisinas B1, B2 y B3 de 2 ug/kg peso corporal por dia. Sin embargo, segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2013),
se estima que las personas cuya dieta esta basada en maiz consumen diariamente
alrededor de 400 g/persona de estas micotoxinas, superando los valores maximos de

ingestion de fumonisinas propuesto por la JECFA.

2.5. Control de enfermedades provocadas por Fusarium proliferatum

Para el tratamiento de cultivos infectados con Fusarium proliferatum, se han utilizado
diversos fungicidas como carboxina + tiram, procloraz, boscalida + piraclostrobina,
iprodiona, trifloxistrobin, tebuconazol, difenoconazol, clortalonil prothioconazole y
metconazole (Amarasinghe et al., 2013; Galvez-Paton, Gil-Serna, Bango y Palmero,
2011). Se ha probado también con distintos tratamientos inhibidores flngicos como
aceites esenciales (aceite de canela), teniendo buenos resultados a concentraciones de 500
y 1000 ppm (Sumalén, Alexa y Poiana, 2013), antioxidantes como el &cido ferulico (Cao,
Reid, Butrén, Souto y Santiago, 2011), controladores bioldgicos como Trichoderma spp.,
(Ghanbarzadeh, Safaie y Mohammadi, 2014), entre otros. Sin embargo, como se ha
mencionado anteriormente, un tratamiento efectivo sera llevado a cabo solo si las dosis

aplicadas son las adecuadas. Las dosis sub inhibitorias empeoran el problema.
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En el 2011, se publico un estudio clave para el control de cultivos infectados con F.
proliferatum, donde se evalu6 a Tetrahidrocurcuminoides, particularmente THC1, para
reducir in vitro el crecimiento del hongo y la produccion de fumonisina B1, concluyendo
que las dosis bajas aplicadas son efectivas para el objetivo del estudio. Esta podria ser
una de las moléculas de base biolégica mas prometedoras para el control de cepas de
hongos productores de toxinas como F. proliferatum y es importante su posterior
evaluacion in vivo (Coma et al., 2011).

2.5.1. lprodiona

La iprodiona, cuya férmula IUPAC es 3-(3,5-Dichlorofenyl)-N-isopropil-2,4-
dioxoimidazolidine-1-carboxamide (Nufarm, 2012), se introdujo en el mercado en 1974,
y pertenece al grupo de las Dicarboximidas (Lacroix et al., 1974 citado por Muifio,
Almandoz y Martin, 2009). Al ser un fungicida sisttmico y de amplio espectro, es
utilizado para varios géneros de hongos, en especial aquellos que han desarrollado
resistencias a otros tipos de fungicidas sistémicos derivados del benzimidazol (Viera,
2002). En un estudio de Thomidis, Michailides y Exadaktylou (2008), se reporta que
iprodiona fue altamente efectivo tanto para el género Fusarium como para otros géneros
de hongos fitopatgenos entre los que se menciona a Monilinia, Aspergillus, Sclerotinia,
Botrytis, entre otros. En algunos cultivos la iprodiona es el tratamiento de eleccion para
solucionar problemas de fusariosis. Aunque es costoso, su accion es inmediata (Geiser;

Garzon, comunicacién personal).

La iprodiona es diseminada sistémicamente una vez que ha sido absorbida por las raices
de la planta y no se ha observado toxicidad. Su modo de accion sobre el hongo se basa en
la interrupcion de la biosintesis de timina, lo cual interfiere directamente en la sintesis de
ADN. Puede también afectar a la peroxidacion de lipidos y la sintesis de la pared celular
(Viera, 2002).

2.6. Uso inadecuado de fungicidas

Como se ha venido mencionando a lo largo de este capitulo, las dosis juegan un papel
muy importante dentro del control de enfermedades en plantas, y vale la pena mencionar
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lo que el padre de la toxicologia dijo en el siglo XVI: "Todo es téxico, hay toxicidad en

todo, sélo la dosis hace que algo no sea toxico™ (Parikh, 2014).

De acuerdo con Damalas y Eleftherohorinos (2011), los pesticidas son utilizados a nivel
mundial para controlar numerosas enfermedades y plagas en cultivos y asi mejorar la
calidad y rendimiento de los productos. No obstante, los problemas derivados del uso de
fungicidas son preocupantes. Uno de los problemas mencionados en su estudio es el uso
excesivo de pesticidas que generan complicaciones de salud tanto en el sector ocupacional
como en los consumidores, que ingieren cantidades residuales de éstas sustancias
quimicas perjudiciales para la salud. Otro inconveniente sefialado por Damalas y
Eleftherohorinos (2011) es el dafio ambiental que se produce al liberar dichos productos
en la naturaleza. La resistencia a fungicidas es otro problema que puede verse relacionado
con la dosificacion del fungicida. Van der Bosch, Paveley, Shaw, Hobbelen y Oliver
(2011) indican que en la mayoria de los casos el aumento de la resistencia es directamente

proporcional al aumento de la dosis.

El uso de dosis sub inhibitorias también constituyen un problema serio, a pesar de que no
se ha mencionado anteriormente entre los problemas relacionados con las dosis de
fungicidas. En realidad, poca atencion ha sido prestada hacia ésta problematica. De hecho
en varias ocasiones, las dosis sub inhibitorias no son consideradas como un fenémeno
que requiere vigilancia ni una investigacion mas minuciosa. Uno de los problemas

derivados de las dosis sub inhibitorias es la hormesis (Garzon y Flores, 2013).

2.7. Hormesis

Este término, acufiado por Southam y Ehrlich en 1943, deriva del etimologico griego
“horm” que quiere decir estimular. La hormesis se define como la respuesta bifasica que
una célula u organismo (generalmente patdgeno) desarrolla en respuesta a ciertos
estimulos como cantidades variables de cierta sustancia inhibidora (fungicidas, etc.) o
condicion inhibitoria (condiciones de estres, etc.). Una respuesta hormética esta dada por
una inhibicion, reaccidn toxica o muerte en cierto organismo frente a dosis normales
(altas) de cierta sustancia, y una estimulacion de la actividad metabdlica del mismo
organismo cuando se encuentra bajo dosis sub inhibitorias de dicha sustancia (Mattson y
Calabrese, 2009).
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La hormesis fue dilucidada a partir de las observaciones de Schulz en 1887, cuando
Branham, en 1929 descubri6é en uno de sus estudios que bajas dosis de desinfectantes
estimulaban el crecimiento de levaduras y altas dosis de los mismos eran efectivas. A mas
de éste estudio, existen otros relacionados a fendmenos horméticos en organismos
biolégicos como hongos, bacterias o procesos biolégicos como germinacion de semillas
(Garzon y Flores, 2013). Garzon y Flores (2013), ademas, explican que para estudiar la
hormesis de cierto grupo de organismos es necesario evaluar ciertos pardmetros como
crecimiento, produccion de metabolitos, longevidad, entre otros (éstos parametros se
escogen dependiendo del tipo de organismo a ser evaluado) para demostrar
experimentalmente un fendmeno hormético. Existe también la llamada curva dosis-
respuesta, en donde la hormesis se evidencia como una expresion bifésica. La curva
comprende una zona hormética que va desde la menor dosis sub inhibitoria, le sigue la
dosis maxima de estimulacion (MSD por sus siglas en inglés) y llega hasta el nivel

adverso no observable (NOAEL por sus siglas en inglés).

A pesar de que ciertas investigaciones antiguas y recientes demuestran a la hormesis como
un fenémeno real y experimentalmente demostrable, también existen estudios como el de
Dobosz et al. (2011). En este estudio no se menciona a la hormesis como un problema
derivado del uso de tratamientos para eliminar la plaga, sino que los mecanismos
defensivos de las plantas son los que inducen a la produccion de toxinas cuando éstas han

sido colonizadas por un microorganismo.

2.7.1. Hormesis en hongos

El fendmeno de estimulacidn, no necesariamente hormético, en el que se evalla la dosis-
respuesta frente a ciertos estimulos, principalmente factores ambientales y fungicidas en
el caso de hongos, se ha estudiado en algunos microorganismos fitopatdgenos, como por
ejemplo en Sclerotinia sclerotiorum (Zhou et al., 2014), Fusarium verticillioides (Cruz,
Marin, Magan, y Gonzalez-Jaén, 2014; Etcheverry et al., 2001; Falcéo et al., 2010; Marin
et al., 2013), F. proliferatum (Etcheverry et al., 2001; Marin et al., 2013), Aspergillus
flavus (Al-Hilli y Smith, 1979), Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia zeae (Flores y
Garzon, 2013), P. aphanidermatum (Garzon et al., 2011), P. irregulare, P. ultimum y S.

homoeocarpa (Pradhan, 2015), entre otros. Sin embargo, casi ninguno de los estudios que
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involucran al género Fusarium relaciona a los fendmenos horméticos con la produccién

de fumonisinas.

Los parametros mas comunmente evaluados cuando se desea analizar el efecto que causan
los fungicidas (solos o combinados con otros) en hongos fitopatdégenos son la actividad
del agua, la temperatura, el crecimiento micelial, la concentracion, la dosis de fungicidas,
la produccion de toxinas, etc. (Cruz et al., 2014; Etcheverry et al., 2001; Flores y Garzon,
2013; Marin et al., 1999;).

En 1997, Calabrese y Baldwin propusieron tres parametros para verificar la existencia de
un fendmeno hormético. Estos fueron: i) un nivel adverso no observable (NOAEL) debe
ser determinado; ii) se debe evaluar la respuesta producida de al menos cinco dosis
menores al NOAEL, y éstas deben estar separadas equivalentemente entre si y iii) la zona
de estimulacién hormética debe estar comprendida en un rango de hasta 10 dosis
evaluadas bajo el NOAEL. Otra condicion indispensable para que se demuestre
estadisticamente un fendémeno hormético es que el valor de y debe ser positivo en un

rango de 95% de confianza (Garzon y Flores, 2013; Pradhan, 2015).
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CAPITULO I11

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de Estudio

El presente estudio es de tipo experimental y se realizé como parte del proyecto de tesis
doctoral de Mary Gard M. Sc., intitulado “Biologia poblacional de Fusarium proliferatum
en cebolla”, financiado por la Universidad del Estado de Oklahoma (OSU por sus siglas

en inglés), en el afio 2015.

3.2. Antecedentes

En el mes de Mayo de 2014, se compraron cultivares blancos de cebollas (Figura 2) en
un supermercado local de Stillwater, Oklahoma y se seleccionaron al azar un numero
determinado de cebollas sintomaticas y asintomaticas, a partir de las cuales se aislé e
identificod molecularmente a las especies Fusarium proliferatum y Fusarium oxysporum
mediante PCR. Se utilizaron los primers especificos Prolif-TEF1-a, y Pro 1 & 2 que
amplificaron las regiones TEFl-a y CaM respectivamente (Anexo 1 y 2). Cuatro
diferentes cepas fueron identificadas como F. proliferatum y fueron aisladas a partir de
la primera y séptima capas de una cebolla asintomatica (A), y de la primera y tercera
capas de una cebolla sintomatica (S), correspondiendo a los aislados: A1, A7, S1y S3
respectivamente (Figura 2). Dichos aislados fueron inoculados durante 2 semanas en maiz
partido y en una mezcla 50:50 de avena y sorgo para inducir y cuantificar la produccion
de fumonisina FB1 (Figura 2). Los aislados S1 y S3 no produjeron ninguna cantidad de
FB1, mientras que el aislado A7 sobrepaso los limites de cuantificacion del método de
cromatografia liquida de alta eficacia utilizado (HPLC por sus siglas en inglés) (700 ppm)

y el aislado A1 no produjo micotoxinas (Anexo 3).
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Figura 2. Aislamiento de F. proliferatum y cuantificacion de fumonisinas: (A)

cebolla comercial infectada, (B) capas de cebolla de donde se aisl6 a F.
proliferatum, (C) maiz, y mezcla sorgo - avena inoculados con F. proliferatum
(Gard, 2014).

Segun la FDA (Food and Drug Administration, 2001), los limites seguros para el
contenido de fumonisinas en alimentos de consumo humano no deben exceder las 4 ppm.
Los resultados obtenidos en este estudio permitieron concluir que la ausencia de signos y
sintomas en cebollas infectadas con F. proliferatum pueden resultar en una ingesta
accidental de FB1 por animales y humanos (Gard, 2014, datos no publicados).

Todas las cepas caracterizadas fueron preservadas en papel filtro desecado con silica gel
a 4°C por Mary Gard, y reposan en el laboratorio de genémica de hongos de la Facultad
de Fitopatologia de OSU.

3.3. Disefio del Experimento

El presente estudio se dividié en tres etapas:

e Primera etapa: eleccion de aislados de F. proliferatum y su respectiva

activacion.

e Segunda etapa: ensayos experimentales en los laboratorios de la Facultad de
Fitopatologia de la OSU.

e Tercera etapa: analisis estadisticos de los resultados obtenidos y modelado de

la curva dosis-respuesta.
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3.4. Equipos y Materiales

La lista de equipos y materiales se detallan en el Anexo 4.

3.5. Técnicas empleadas

3.5.1. Eleccion y activacion de cepas de Fusarium proliferatum

De las cuatro cepas caracterizadas como F. proliferatum (Gard, 2014, datos no
publicados), se eligio trabajar con los aislados provenientes de cebollas asintomaticas (Al
y A7). Existen dos motivos por los cuales se seleccionaron los aislados Al y A7: i) por
las graves consecuencias que resultarian de un consumo accidental de FB1, tanto en
humanos como en animales, debido a la ausencia de sintomas en cultivos afectados por
F. proliferatum (Garzon, 2015, comunicacion personal) y ii) porque ambos aislados
fueron experimentalmente catalogados como resistentes a iprodiona (Pradhan, 2015,
datos no publicados), y en algunos estudios se ha observado que los aislados resistentes
son mas propensos a desarrollar respuestas horméticas (Pradhan, 2015; Zhou, 2014).

Para iniciar el experimento, se procedi6 a transferir las cepas (A7, altamente productora
de fumonisinas y A1, no productora de fumonisinas) de papel filtro a medio PDA (Anexo
5), lo que permitié la germinacién de las conidias y la obtencion de cultivos jovenes de
F. proliferatum (Figura 3).

Figura 3. Cultivos jovenes de las cepas Al (izquierda) y A7 (derecha) en medio
PDA.
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3.5.2. Ensayo de crecimiento radial (Pradhan, 2015)

Para evaluar los efectos del fungicida iprodiona sobre las cepas escogidas, se probaron
siete distintas concentraciones (incluyendo la dosis recomendada y dosis sub inhibitorias)

junto a un control negativo como se puede ver a continuacion:

Tabla 1

Concentraciones de las dosis de iprodiona (ppm) utilizadas en el ensayo de crecimiento

radial. Pradhan, 2015, comunicacion personal.

Dosis Concentracion (ppm)
A 127,1177
B 12,71177
C 1,271177
D 0,127118
E 0,012712
F 0,001271
G 0,000127
Control 0

* La dosis resaltada en color azul representa a la dosis recomendada.
** | as dosis resaltadas en color rojo representan a las dosis sub inhibitorias.

3.5.2.1. Preparacion de las dosis de iprodiona (Pradhan, 2015, comunicacion
personal)

Las siete dosis de fungicida fueron preparadas a partir de una solucién concentrada de
iprodiona (29620 ppm). Primero, la solucion madre fue diluida hasta una concentracion
de 127,1177 ppm, la cual representa la tasa de aplicacion minima (dosis recomendada por
la casa comercial del fungicida, de aqui en adelante se referira a dicha dosis como “A”.
Ver Tabla 1). A partir de ésta se realizé diluciones seriadas 1:10 hasta la dilucion 10 con
un volumen final de 120 ml (Tabla 2). Las soluciones fueron almacenadas en matraces

Erlenmeyer de 200 ml cubiertos con papel aluminio para evitar su degradacion hasta el
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momento de su uso (no mas de 12 horas). Ademas, fueron mantenidos en agitacion
constante para evitar su precipitacion (Figura 4).
Tabla 2

Volumenes de agua y fungicida afiadidos para obtener las dosis de iprodiona usadas

en este estudio. Pradhan, 2015, comunicacion personal.

Dosis| Volumen iprodiona (ml) | Volumen agua (ml)
A 0,515 119,485
B 12,0 108,0
C 12,0 108,0
D 12,0 108,0
E 12,0 108,0
F 12,0 108,0
G 12,0 108,0

* La dosis resaltada en color azul representa a la dosis recomendada.
** |_as dosis resaltadas en color rojo representan a las dosis sub inhibitorias.

Figura 4. Dosis de iprodiona en frascos Erlenmeyer cubiertos con papel aluminio
sobre un agitador magnético.
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3.5.2.2. Adicién de las dosis de fungicida al medio de cultivo PDA (Pradhan,
2015, comunicacion personal)

Para este estudio, la preparacion del medio PDA recomendada por la casa comercial fue
adaptada. La cantidad de agua adicionada fue menor en un 10%, ya que después de la
esterilizacion, fue reemplazada por cada una de las dosis de fungicida a evaluar, a

excepcion del control negativo, el cual no contuvo iprodiona en absoluto.

Por cada una de las dosis de iprodiona se prepard, en un matraz, un volumen final de 60
ml de medio de cultivo, con las condiciones antes mencionadas (54 ml de agua destilada
y 6 ml de fungicida). Cabe recalcar que las soluciones de iprodiona adicionadas al medio
PDA no fueron dispensadas inmediatamente después de la esterilizacion, sino cuando el

medio alcanz6 una temperatura de 55°C (temperaturas mayores degradan al fungicida).

3.5.2.3. Inoculacion de las cepas A1y A7 en las cajas de Petri (Pradhan, 2015,

comunicacién personal)

Los matraces con el medio de cultivo modificado fueron colocados sobre un agitador
magnético durante dos minutos a velocidad media, para lograr la homogenizacion del

medio.

15 ml del medio modificado fueron dispensados en cada una de las cajas de Petri
debidamente rotuladas, hasta completar tres cajas por cada dosis y por cada aislado a
evaluar. Al mismo tiempo, discos de 5 mm de diametro a una distancia equidistante del
centro de las cajas de Petri, fueron obtenidos de las dos cepas de F. proliferatum de 7 dias
de edad (Figura 5).

Posteriormente, cuando el medio modificado se solidificé y enfrié por completo, se
tomaron los discos de agar con micelio obtenidos en el paso anterior y se los inocul6 en

el centro de las cajas de Petri (Figuras 6 y 7).

Por ultimo, se utilizé parafilm para sellar las cajas y luego se las incubé por tres y seis

dias a una temperatura de 28°C en la oscuridad (Anexo 6).
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Figura 5. Cultivos de F. proliferatum de siete dias de edad, cepas A7 (izquierda) y Al
(derecha)

Figura 6. Cepa Al de Fusarium proliferatum expuesta por triplicado a siete dosis
de fungicida (A, B, C, D, E, F, G de izquierda a derecha) y un control.

Figura 7. Cepa A7 de Fusarium proliferatum expuesta por triplicado a siete dosis
de fungicida (A, B, C, D, E, F, G de izquierda a derecha) y un control.
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3.5.2.4. Medicion del éarea de crecimiento radial (Pradhan, 2015,
comunicacion personal)

Al tercer y al sexto dia de incubacién se procedi6 a escanear cada una de las cajas,
retirando el parafilm y colocandolas boca abajo. Las fotografias en formato digital se
utilizaron para medir el area de crecimiento micelial con el software KLONK image
measurement® (KLONK, Ringsted, Denmark). El presente ensayo incluyd ocho

tratamientos con tres réplicas y tres repeticiones cada uno.

3.5.3. Ensayo de induccion y cuantificacion de fumonisinas

3.5.3.1. Preparacién del material

Para realizar este ensayo se utilizd y adaptd la metodologia de Proctor, Desjardins,
Plattner y Hohn (1999).

Se lavaron y autoclavaron 20 cajas magenta durante 20 minutos a 121°C y 1 atm de
presion. Se pesaron 10 gramos de maiz partido y se colocaron en cada una de las cajas
magenta, adicionando también 2.5 ml de agua destilada. Las cajas fueron autoclavadas
nuevamente siguiendo el ciclo anterior, con el fin de eliminar cualquier tipo de esporas o
microorganismos presentes. Al finalizar el ciclo de autoclavado, se dejé enfriar

completamente las cajas (Anexo 7).

3.5.3.2. Preparacion de las dosis de iprodiona

Se utilizo el mismo protocolo (Pradhan, 2015, comunicacién personal) que en el ensayo

de crecimiento radial (Tabla 2).

A diferencia del ensayo de crecimiento radial, para esta prueba Unicamente se trabajo con
las dosis A, E, F y G y un control (Figura 8). Ademas, solamente se hicieron dos
repeticiones y dos réplicas por repeticion. Esta decision fue tomada por motivos de
financiamiento. Por tanto, las dosis escogidas representan una dosis alta (A), dosis sub

inhibitorias (E, F, G) y un control negativo.
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Figura 8. Dosis de iprodiona utilizadas en el ensayo de produccion de fumonisinas.

3.5.3.3. Adicion de las dosis de fungicida al maiz partido

El protocolo descrito por Proctor, Desjardins, Plattner y Hohn (1999) fue adaptado para
este ensayo, ya que originalmente después de autoclavar el maiz se afiaden 2 ml de agua
estéril. Sin embargo, para este estudio se reemplazo los 2 ml de agua estéril por 2 ml de
las soluciones de las varias dosis de fungicida a evaluar. Inmediatamente después de
afiadir el fungicida se mezclé con el maiz y se dejé reposar durante cuatro horas para que

asi el maiz absorba uniformemente la solucion.

3.5.3.4. Preparacion de la suspensién de esporas

Para lograr una diseminacion rapida y completa del hongo, se escogi6 trabajar con una
suspension de esporas en lugar de discos de agar con micelio. Para esto, se hizo crecer las
cepas Al y A7 en un medio de cultivo a base de levadura, peptona y almidén (YPS por
sus siglas en inglés) durante siete dias, en la oscuridad, a una humedad relativa del 45%
y a una temperatura de 25 * 1°C para estimular su esporulacion. Algunos autores utilizan
este medio de cultivo debido a que permite que la reproduccion sexual de las esporas sea
Optima (De-Wei, 2016). Pasado este lapso de tiempo, se cortd el agar en discos de 3,5
mm de diametro y cinco de ellos fueron colocados en un microtubo de 2 ml. En seguida,
se afladio 1 ml de agua estéril y se llevo al equipo de disrupcion celular durante 10
segundos a 5000 rpm, tiempo recomendado para formar una solucion de esporas liquida

(Marek, 2015, comunicacion personal).
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Al finalizar la preparacion, se obtuvieron 10 suspensiones de esporas en microtubos por

cada cepa de F. proliferatum.

3.5.35. Adicion de la suspension de esporas al maiz partido

El contenido de cada microtubo fue dispensado individualmente en cajas magenta

(apropiadamente rotuladas) con el maiz partido.

Para promover una colonizacién uniforme del maiz, cada caja fue agitada durante 20
segundos (Figura 9). Esta accion fue repetida diariamente, por el lapso de seis dias, hasta

recolectar la Gltima muestra de maiz (Anexos 8 'y 9).

PN A e ke 1o 2 . . " Eie
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Figura 9. Maiz, dos dias tras la inoculacion.

Las muestras fueron recolectadas a los tres y seis dias de inoculaciéon y almacenadas a -
20°C en tubos Falcon de 15 ml (Figuras 10 y 11). El presente ensayo incluyd cinco

tratamientos con dos réplicas y dos repeticiones cada uno.

Figura 10. Muestras almacenadas en tubos Falcon después de tres dias de inoculacion
con la cepa A7 (izquierda) y Al (derecha).
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Figura 11. Muestras almacenadas en tubos Falcon después de seis dias de
inoculacién con la cepa A7 (izquierda) y Al (derecha).

3.5.3.6. Envio de muestras

Las muestras almacenadas en tubos Falcon fueron liofilizadas (Figura 12), empacadas y
enviadas en fundas whirl pak® a la Universidad de Arkansas. Burton H. Bluhm Ph. D.,
recibio las muestras en el laboratorio de Ciencias de Plantas para ejecutar la cuantificacion
de fumonisinas mediante HPLC (High Pressure Liquid Chromatography).

Figura 12. Muestras en proceso de liofilizacion.
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3.5.4. Andlisis estadistico

354.1. Andlisis hormético

Para el presente analisis, se siguié el protocolo utilizado en el estudio de Flores y Garzon,
(2013). En el mismo, se utiliza la ecuacion (Figura 13) del modelo de regresion no-lineal
Brain-Cousens (1989) para detectar la presencia o ausencia de hormesis y para la
obtencion de los valores ECso, NOAEL y MSD (Brain y Cousens, 1989, citado por
Schabenberger, Tharp, Kells y Penner, 1999).

E{-_V]= 54 a-o+yx ‘ ‘ o yN()AL
o
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I NOAEL )}

Figura 13. Ecuacion del modelo de regresion no-linear. Brain y Cousens, 1989,
citado por Schabenberger, Tharp, Kells y Penner, 1999.

y

e Donde Eu es la respuesta promedio a una concentracion “x”
e a es el punto mas alto de la curva
e Jes el punto mas bajo de la curva
. P eslapendiente de la dosis ECso

e vy es el rango de incremento a bajas concentraciones

Es importante mencionar que la ecuacion del modelo de regresion no-lineal Brain-
Cousens puede ser facilmente transformada a una ecuacién log-logistica en el caso de la

ausencia de un fendmeno hormético. En ese caso el valor de § seria cero.

Los parametros iniciales para modelar la curva, B, v, y ECso, fueron obtenidos a partir de
los datos experimentales, mediante un procedimiento de modelado no-linear (PROC-
NLIN, SAS 9.3, SAS Institute, Cary, NC).

Los datos de area de crecimiento radial fueron transformados a porcentajes respecto al
control. El porcentaje del area de crecimiento radial del control, que fue 100, determina
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el limite mayor de la curva (), y la inhibicion total del crecimiento fangico, que fue cero,

representa el limite menor de la curva (3).

El analisis de hormesis para el ensayo de cuantificacion de fumonisinas fue el mismo que
para el ensayo de crecimiento radial. El cdigo de programacion en SAS® (SAS System
for PC, v. 9.3; SAS Institute Inc., Cary, NC) para realizar el analisis hormético se

especifica en el Anexo 10.

Una vez que se obtuvieron los parametros horméticos, se procedié a modelar la curva
dosis-respuesta en el programa Microsoft Excel 2013® (Microsoft, Redmond, WA).
Mediante los pardmetros horméticos, se obtuvieron los valores de respuesta, los cuales
fueron comparados con el logaritmo natural de las dosis evaluadas. También se

incluyeron los logaritmos naturales de los pardmetros NOAEL, ECso y MSD.

La ausencia de un fendmeno hormético se observa cuando los valores de 9, en el intervalo
de confianza de 95%, son inferiores o iguales a cero. Consecuentemente, la curva

modelada no es bifésica, sino monofésica (Pradhan, 2015).

Cabe recalcar que el analisis hormético realizado representa un analisis estadistico
riguroso y especifico, el mismo que se adapta a la naturaleza de este estudio (valores de
respuesta obtenidos bajo la influencia de distintas dosis sub inhibitorias de fungicida).
Incluso, en estudios como el de Pradhan (2015), se ha considerado al anélisis hormético
como unico andlisis estadistico. De todas maneras, los analisis estadisticos que se han
realizado adicionalmente en esta investigacion, serviran para complementar el analisis
estadistico hormético y para exhibir una mayor fortaleza en la presentacion de los

resultados.

3.54.2. T de Student

Con la ayuda del software SAS® (SAS System for PC, v. 9.3; SAS Institute Inc., Cary,
NC), se realizd la prueba T de student con un valor alpha=0.05 para complementar el
andlisis estadistico de hormesis correspondiente al ensayo de crecimiento radial del
aislado Al. Esta prueba permite identificar los tratamientos que producen una
estimulacion significativa, en comparacion con el control, y también entre tratamientos.
El cddigo de programacion en SAS® para realizar la prueba T de student se detalla en el
Anexo 11.
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3.54.3. ANOVA

Con la ayuda del programa Microsoft Excel 2013® (Microsoft, Redmond, WA) se
realizaron dos anélisis de ANOVA correspondientes al ensayo de crecimiento radial y
cuantificacion de FB1 del aislado A7 para apoyar a los datos obtenidos a partir del analisis

estadistico hormético.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Medicién del crecimiento radial

4.1.1. Aislado Al

Un total de 144 mediciones fueron realizadas en el aislado Al. Los valores obtenidos en
la repeticion 3 exhibieron una notable variacion frente a los valores obtenidos en las
repeticiones 1 y 2 (Tabla 3), como se podra verificar mas adelante, desde un punto de

vista estadistico.

Cabe recalcar que el medio de cultivo y las dosis de iprodiona se prepararon
individualmente por repeticion. Por lo sefialado, se puede descartar la posibilidad de que
las dosis de fungicida hayan provocado un desfase tan elevado en la repeticion 3. Una de
las explicaciones puede ser que el hongo estuvo metabdlicamente méas activo que en las
repeticiones 1y 2. Es por eso que se observa un mayor crecimiento a los tres y seis dias
en todos los tratamientos incluyendo el control negativo (Flores, 2015, comunicacién

personal) (Tabla 3).

Detectar un fendmeno hormético se vuelve complicado en algunas ocasiones (Pradhan,
2015; Zhou et al., 2014). Existen multiples factores que pueden provocar variaciones en
los ensayos experimentales, tal y como lo indican Garzon y Flores (2013). Condiciones
como la luz, la edad del indculo y su estado metabdlico, la edad de las dosis de fungicida
a evaluar, el grosor del medio de cultivo, entre otras, pueden resultar en variaciones
significativas del crecimiento del hongo y, por tanto, en una baja reproducibilidad de

resultados. En esta investigacion es lo que sucedio con la repeticion 3.

El estrés hidrico es uno de los factores que mas condicionan el crecimiento fungico y la
induccion de genes encargados de la produccion de toxinas (Marin, 2010). En el estudio
de Marin (2010), se determind que las condiciones Optimas de crecimiento para F.
proliferatum son mucho mas restringidas que para otras especies toxigenas de Fusarium

como F. verticillioides, por lo que también una variacion en el contenido de agua en la
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preparacion del medio de cultivo para la repeticion 3 pudo haber contribuido con un

crecimiento mas réapido del hongo.

Tabla 3

Medidas (cm?) del area de crecimiento radial in vitro del aislado Al en agar PDA

modificado con iprodiona, obtenidas al tercer y sexto dia con el software KLONK image
measurement® (KLONK, Ringsted, Denmark).

Primera repeticion
Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
A 0,53 0,6 0,57 3,53 2,75 2,65
B 1,88 1,86 1,86 6,48 7,01 6,58
C 7,38 7,37 7,35 23,64 23,92 23,58
D 8,02 7,98 8,34 24,93 25,55 26,01
E 8,1 8,41 8,53 24,78 24,15 24,47
F 8,57 8,46 8,55 26,25 26,30 27,35
G 8,01 8,22 8,23 25,12 23,54 23,71
Control 7,9 8,01 7,94 26,87 27,31 27,47
Segunda repeticion
Dosis Dia 3 Dia 6
Réplica 1l | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 1 | Replica 2 | Réplica 3
A 0,79 0,72 0,69 2,08 1,88 2,02
B 1,39 1,25 1,35 5,73 5,26 5,57
C 4,44 4,7 4,65 16,16 16,38 16,06
D 4,95 4,89 4,79 16,56 15,99 15,77
E 5,07 5,29 5,24 17,7 17,93 18,16
F 4,8 5,26 5,38 16,9 17 18,19
G 4,15 4,38 4,26 14,02 14,21 14,08
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Control 5,01 ‘ 5,23 ‘ 5,19 ‘ 16,36 ‘ 15,26 ‘ 15,81
Tercera repeticion
Dosis Dia 3 Dia 6
Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
A 11,5 12,7 11,66 61,5 61,74 61,62
B 11,98 12,52 12,45 25,26 24,99 25,05
C 28,01 27,64 27,83 70,45 70,03 69,6
D 32,62 31,41 31,07 68,35 67,99 67,35
E 31,68 32,71 32,2 71,29 73 71,75
F 29,55 31,35 30,69 68,03 66,61 67,25
G 30,48 29,81 29,13 68,65 67,95 67,25
Control| 30,95 28,69 26,43 69,02 70,55 67,5

El comportamiento del hongo se observd en un lapso de seis dias, debido a que
experimentalmente estos pueden adaptarse al fungicida y a las condiciones ambientales a
lo largo del tiempo. Algunas cepas lo hacen de manera temprana y otras de manera tardia
(Garzon, 2015, comunicacidon personal). Esto quiere decir que la respuesta estimulatoria
se puede dar a cualquier instante y que el efecto hormético desaparece eventualmente
(Hoffman, 2009). Los datos mostrados en la Tabla 4 y en la Figura 14 confirman que la

estimulacion del crecimiento radial no siempre se da al tercer dia. Los andlisis estadisticos

que corroboran las aseveraciones aqui indicadas se presentaran mas adelante.

Tabla 4

Porcentajes de incremento o disminucion del crecimiento radial in vitro del aislado Al

en agar PDA modificado con iprodiona en comparacion con el control.

Primera repeticion Segunda repeticion Tercera repeticion
Dosis
Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6
A 7 11 14 13 42 89
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B 23 25 26 35 43 36
C 93 87 89 102 97 101
D 102 94 95 102 110 98
E 105 90 101 113 112 104
F 107 98 100 110 106 97
G 103 89 83 89 104 98

* Los valores que se indican en cada repeticion son los promedios de las tres réplicas.

** |_os valores resaltados en color rojo indican una sobre estimulacién (%) de crecimiento
radial en relacion al control
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Figura 14. Crecimiento radial in vitro del aislado Al en agar PDA modificado con

iprodiona (expresado en porcentajes respecto al control).

Los valores (cm?) indicados en la Tabla 3 son inconsistentes para la repeticion 3. Sin
embargo, cuando estos son expresados en manera de porcentaje respecto al control, todas
las repeticiones experimentan una estimulacion de crecimiento frente al control, sea al
tercer dia, al sexto dia 0 aambos (Tabla 4 y Figura 14). En la primera y tercera repeticién
se puede notar una estimulacion a los tres dias, que va desde un 2 hasta un 12%, pero a
los seis dias la estimulacion desciende a un 4% hasta una estimulacion nula. Por el
contrario, en la segunda repeticion al tercer dia, se observa una estimulacion del 1% frente

a la dosis sub inhibitoria E, pero esta estimulacion aumenta hasta un 13% en el sexto dia.
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En estudios donde se evalUa la respuesta de ciertos hongos frente a distintos fungicidas,
no se menciona una variacion tan significativa entre repeticiones, o se realiza un analisis
selectivo para adaptarse a las variaciones de los datos obtenidos (Flores y Garzon, 2013;
Garzon et al., 2011; Marin et al., 2013; Marin, Sanchis, Ramos, Vifias y Magan, 1998;
Zhou et al., 2014). No obstante, la técnica que se utiliz6 en dichos estudios para medir el
area de crecimiento radial generalmente se basa en realizar mediciones de dos de sus
didmetros perpendiculares entre si y con el valor promedio obtener el &rea (Figura 15 B),
asumiendo que el crecimiento micelial siempre es circular o regular. Mientras que en el
presente estudio, se utilizd un software que permite calcular el area de crecimiento de una
manera mas precisa, especialmente cuando el area de crecimiento radial es irregular
(Figura 15 A). Lo anteriormente mencionado sugiere que, de haber existido variaciones
en los valores de crecimiento radial entre repeticiones en dichos estudios, existe la

posibilidad de que hayan sido obviadas debido a la metodologia utilizada.

Figura 15. Comparacion entre el método de medicion del area de crecimiento radial
en el presente estudio (A) frente al de Flores y Garzon, (2013) (B).

4.1.2. Aislado A7

Un total de 144 mediciones fueron realizadas en el aislado A7. Sin embargo, se
observaron diferencias muy altas en la repeticion 3 en comparacion con las demas
repeticiones (Tabla 5), siguiendo la misma tendencia que el aislado Al. Esto pudo haberse
dado por las razones antes mencionadas. Los andlisis estadisticos que respaldan lo aqui

mencionado se abarcaran con detalle en apartados posteriores.
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Tabla b

Medidas (cm?) del area de crecimiento radial in vitro del aislado A7 en agar PDA
modificado con iprodiona, obtenidas al tercer y sexto dia con el software KLONK image
measurement® (KLONK, Ringsted, Denmark).

Primera repeticion
Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
A 1,43 1,89 1,4 3 3,21 2,87
B 2,48 2,22 2,79 6,42 6,23 6,88
C 7,43 7,18 6,89 20,57 20,8 19,8
D 7,35 7,83 7,95 21,77 21,49 21,41
E 7,51 7,63 7,87 18,99 20,15 19,56
F 8,15 7,93 8,85 20,73 21,77 21
G 7,72 8,07 7,56 18,8 17,5 18,66
Control| 7,58 7,46 8,01 19,69 19,66 19,68
Segunda repeticion
Dosis Dia 3 Dia 6
Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
A 0,67 0,58 0,68 2,05 1,69 2,06
B 1,58 2,18 1,76 6,2 5,75 5,68
C 4,37 4,25 4,19 11,68 11,49 11,29
D 4,78 4,67 4,43 13,84 13,85 13,85
E 4,18 4,3 4,39 14,48 12,48 13,95
F 4,42 4,62 4,9 14,79 14,3 15,28
G 2,99 3,06 3,51 11,69 11,47 11,9
Control| 5,49 572 5,35 19,62 20,89 19,55
Tercera repeticion
Dosis
Dia 3 Dia 6
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Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3
A 12,32 13,41 12,22 23,35 25,9 24,63
B 12,97 13,64 13,31 54,2 91,75 56,64
C 31,24 32,05 32,04 70,17 67,1 64,03
D 30,15 31,77 33,55 61,2 61,43 61,65
E 31,35 32,46 30,91 69,15 67,2 65,25
F 30,13 33,06 31,6 60,22 59,33 59,78
G 32,12 33,06 32,58 44,71 45,37 42,15
Control| 31,26 32,41 32,12 72,71 71,6 72,1

Al obtener los porcentajes de estimulacion de crecimiento radial frente al control (Tabla
6 y Figura 16), se puede observar que, si bien en la primera repeticion las dosis sub
inhibitorias provocan una estimulacion de 1 hasta un 10% del crecimiento radial tanto al
tercer dia como al sexto dia, en la segunda repeticion desaparece el patrén estimulatorio.
En cambio, en la tercera repeticion se da una minima estimulacion frente a la dosis sub
inhibitoria G. Estos resultados tan inconstantes afectan a la demostracion de un fenémeno

hormético estadisticamente significativo, como se indicard mas adelante.

Tabla 6

Porcentajes de incremento o disminucion del crecimiento radial in vitro del aislado A7

en agar PDA modificado con iprodiona en comparacion con el control.

Primera repeticion Segunda repeticion Tercera repeticion
Dosis
Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6
A 20 15 12 10 40 34
B 32 33 33 29 42 75
C 93 104 77 57 100 93
D 100 110 84 69 100 85
E 100 99 78 68 99 93
F 108 108 84 74 99 83
G 101 93 58 58 102 61

* Los valores gque se indican en cada repeticion son los promedios de las tres réplicas.

** |os valores resaltados en color rojo indican una sobre estimulacion de crecimiento

radial en relacion al control
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Figura 16. Crecimiento radial in vitro del aislado A7 en agar PDA modificado con

iprodiona (expresado en porcentajes respecto al control).

Es importante sefialar que las variaciones encontradas entre repeticiones tanto en el
aislado A1 como en el A7 pueden ser el resultado de haber trabajado con dosis de
fungicida tan minimas como 1,27 - 10 ppm. ElI mismo hecho de utilizar dosis sub
inhibitorias de fungicidas a concentraciones en ppm permite que cualquier ligera

variacion al momento de realizar las diluciones se traduzca en un error experimental.

Otro factor importante a considerar es la viscosidad de la solucion madre de iprodiona
con la que se hicieron las diluciones, que debido a su alta concentracion, los volimenes

transferidos a la primera dilucion no siempre fueron los mismos.

4.2. Cuantificacion de fumonisinas

4.2.1. Aislado Al

Los resultados de cuantificaciéon de FB1 en el aislado Al fueron nulos, como se resumen
en la Tabla 7.

A pesar de que, previamente, los aislados Al y A7 ya fueron sometidos a pruebas de
cuantificacion de fumonisinas (Gard, 2014, datos no publicados), el procedimiento fue
realizado nuevamente con el fin de observar el comportamiento del hongo cuando éste es

sometido a dosis sub inhibitorias de fungicida.
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La hipdtesis que se planted en esta investigacion fue que las dosis sub inhibitorias de
iprodiona estimulan o inducen a una mayor produccion de fumonisina B1. De hecho, en
estudios como el de Marin et al. (2013) se demostr6 que dosis sub inhibitorias de
fungicida combinadas con estrés hidrico y temperaturas menores a 35°C inducen
significativamente la expresion del gen FUML, responsable de la produccion de FB1 en
algunas especies de Fusarium, incluyendo a F. proliferatum. Sin embargo, era incierta la
posibilidad de que, bajo dosis sub inhibitorias de fungicida, un aislado de F. proliferatum
genéticamente no productor de FB1 sea capaz de sufrir una activacién de los genes
productores de fumonisina (FUM1) y una consecuente biosintesis de fumonisina.

Tampoco existen estudios que contemplen esa posibilidad.

F. proliferatum puede ser productor o no de fumonisina B1. En un estudio de Stankovic
et al. (2007), se evalud la produccion de FB1 en 11 aislados de F. proliferatum, donde se
encontrd que tres de los once aislados (dos provenientes de cebolla y uno de ajo) fueron
negativos para la produccion de FB1. El aislado Al (proveniente de cebolla) evaluado en
el presente estudio confirma la veracidad de los datos obtenidos por Gard en el 2014
(Apartado 3.2. y Anexo 3), en donde se determind al aislado A1 como no productor de

fumonisina B1.

Los resultados obtenidos permiten concluir que no es posible que una induccién en la
produccion de FB1 sea observada (in vitro) en un aislado de F. proliferatum
genéticamente no productor de FB1, cuando el mismo es enfrentado a dosis sub
inhibitorias de iprodiona. Por tanto, no se realizo el andlisis estadistico respectivo en el

ensayo de cuantificacion de fumonisinas del aislado Al.

Tabla 7

Cuantificacion de fumonisinas B1 (ppm) del aislado A1 mediante el método HPLC

realizado en la Universidad de Arkansas. Bluhm, 2015.

Primera repeticion Segunda repeticion
Dosis Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6
Réplical | Réplica2 | Réplical | Réplica2 | Réplical | Réplica2 | Réplical | Réplica2
A 0 0 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0 0 0 0 0 0 0 0
G 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0 0 0 0
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Pese a las observaciones realizadas in vitro, seria recomendable verificar si los resultados
son los mismos cuando se realiza el experimento in vivo puesto que, en condiciones de
campo, F. proliferatum es susceptible a diferentes factores como temperatura,
disponibilidad de agua, etc., y no solo a dosis sub inhibitorias de fungicida. También,
estudios moleculares posteriores permitirian conocer mas acerca de la expresion genética
de una cepa de F. proliferatum no productora de FB1, cuando ésta se enfrenta a dosis sub

inhibitorias de fungicida.

4.2.2. Aislado A7

Como se menciond antes, los datos de la cuantificacion de FB1 en la cepa A7 de F.
proliferatum (obtenidos en el 2014, mediante el método de HPLC realizado en el
laboratorio de diagnostico de enfermedades animales de Oklahoma), originaron
problemas de interpretacién, ya que dicho método no cuantificé cantidades de toxinas
mayores a 700 ppm. A consecuencia de esto, los datos recopilados no fueron exactos,
sino Unicamente estimados, ya que excedieron los rangos de cuantificacion del equipo de
HPLC utilizado. Para una mejor comprension del funcionamiento del equipo HPLC se

adjunta el protocolo de cuantificacién de FB1 por HPLC en el Anexo 12.

Para esta investigacion, se considerd importante utilizar un método HPLC con una
capacidad de cuantificacién mayor, que permitiera conocer qué tan alta puede llegar a ser
la produccidn de fumonisinas en este hongo, y particularmente en esta cepa. Recordemos
que la cepa A7 fue aislada de una cebolla aparentemente sana, adquirida en un
supermercado local de Stillwater, Oklahoma, de manera, que la ausencia de
sintomatologia no quiere decir ausencia de toxicidad. Es por tal razén que las muestras
recolectadas fueron enviadas al laboratorio de Ciencias de Plantas de la Universidad del
Estado de Arkansas, donde cuentan con un equipo de HPLC capaz de cuantificar

cantidades mayores de toxinas.

En la Tabla 8 se observa que en el presente estudio el rango de produccion de FB1 estuvo
comprendido entre 0 y 4191,49 ppm. Sin embargo, en el estudio de Reyes (2001), una
variacion bastante alta fue encontrada en la produccién de FB1 de una cepa de F.
verticillioides; la cual fue de 700 a 2280 ppm. Ademas, el método de extraccion fue el
mismo que se utilizo en este estudio (HPLC). Asi que, la variabilidad en la cuantificacion

de fumonisinas B1 por el método de HPLC, no solo es observada en la especie F.
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proliferatum sino también en F. verticillioides. Por consiguiente, se puede presumir que
mientras las vias responsables de la biosintesis de fumonisinas no estén claras (Jurado et
al., 2009), la cuantificacion de las mismas y la obtencion de cantidades mas estables entre

repeticiones seguira siendo un reto.

Notese también como, al tercer dia, el nivel de fumonisinas no supera las 89,99 ppm a
excepcion de una de las réplicas, pero al sexto dia, bajo influencia de la dosis sub
inhibitoria de iprodiona F (0,001271 ppm), la cantidad de micotoxina producida es
alarmantemente alta (4191,49 ppm). En este punto vale la pena mencionar de nuevo que
los limites seguros de contenido de fumonisinas, establecidos por la FDA (2001) en
alimentos como el maiz y otros destinados al consumo humano capaces de albergar

fumonisinas, no deberian sobrepasar las 4 ppm.

Con los resultados recopilados en el presente estudio, se puede inferir que 72 horas son
suficientes para que el maiz expuesto al hongo F. proliferatum pueda ser totalmente
toxico y potencialmente letal en humanos, y que la cantidad de fumonisina producida

incrementa con los dias de almacenamiento.

Otra observacion preocupante es el hecho de que la tasa de aplicacion minima
recomendada por la casa comercial del fungicida, que se la denominé dosis A, no tiene la

capacidad de reducir al maximo la produccion de micotoxina.

Tabla 8

Cuantificaciéon de fumonisinas B1 (ppm) en el aislado A7 mediante el método HPLC

realizado en la Universidad de Arkansas. Bluhm, 2015.

Primera repeticion Segunda repeticion
Dosis Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6
Réplical | Réplica2 | Réplical | Réplica2 | Réplical | Réplica2 | Réplical | Réplica?2
A 11,02 18,02 183,23 145,47 22,21 14,46 1326,83 1849,36
E 74,41 57,44 394,98 289,55 56,51 78,04 1895,27 140,76
F 89,99 63,7 75,41 280,88 38,38 84,99 175,2 4191,49
G 54,56 69,36 423,06 249,4 27,92 26,95 3826,29 2481,68
Control 82,16 72,64 293,87 0 12,81 884,23 3615,68 3106,34

Lamentablemente, por motivos de financiamiento, el nUmero de muestras a enviar fue

limitado y, por esta razon, no se pudieron hacer mas repeticiones ni réplicas, las mismas
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que hubiesen ayudado a recolectar datos mas similares y comparables, debido a que gran
parte de los valores obtenidos no reflejan una uniformidad, ni siguen un patrén constante

entre réplicas ni entre repeticiones.

Probablemente, es por las variaciones observadas en éste y otros estudios, que varios
autores decidieron evaluar la expresion de los genes encargados de la produccién de
fumonisinas, en lugar de la cuantificacion de fumonisinas (Bluhm, Cousin y Woloshuk,
2004; Brown, Butchko, Busman y Proctor, 2007; Kohut, Adan, Fazekas y Hornok, 2009;
Marin, 2010). También han inducido la produccion de fumonisinas utilizado la técnica de
ELISA (Jurado et al., 2009) o han utilizado medios liquidos en lugar de medios sélidos

(Jiménez, Mateo, Hinojo y Mateo, 2003).

A pesar de que se observa una sobreproduccion de FB1 de hasta un 16% (Tabla 9) en
relacién con el control, la variabilidad de los datos obtenidos no permiten concluir que se
trata de un fendbmeno hormético (como se demostrard mas adelante). Ademas cabe
recalcar que se esta hablando de concentraciones en ppm. Por lo tanto, al existir errores
minimos experimentales o de caracter sistematico, los resultados podrian estar
representados en un rango sumamente variable (Flores, 2016, comunicacion personal).
También, el hecho de que las fumonisinas sean metabolitos secundarios, hace que
cualquier variacion en los factores que regulan el metabolismo secundario de F.
proliferatum afecte a la biosintesis de esta micotoxina. Lastimosamente, sus vias

metabolicas aln no han sido elucidadas por completo (Gonzélez-Jaén et al., 2004).

Tabla9

Porcentajes de incremento o disminucion de fumonisinas B1 (ppm), en comparacion con
el control, del aislado A7 evaluado a una dosis recomendada (A) y 3 dosis sub

inhibitorias (E, F, G) de iprodiona.

Dosis Primera repeticion Segunda repeticion
Dia 3 Dia 6 Dia 3 Dia 6

A 19 56 53 96

E 85 116 70 85

F 99 61 35 86

G 80 114 6 94

* Los valores que se indican en cada repeticion son los promedios de las dos réplicas.
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** Los valores resaltados en color rojo indican una sobre estimulacién de crecimiento
radial en relacion al control

4.3. Analisis estadistico
4.3.1. Anadlisis hormético
43.1.1. Ensayo de crecimiento radial

43.1.1.1. Aislado Al

Aunque los valores del area de crecimiento radial exhibieron ciertas inconsistencias entre
repeticiones, los pardmetros horméticos definidos con el programa SAS® (SAS System
for PC, v. 9.3; SAS Institute Inc., Cary, NC) y sus respectivos valores de respuesta,
permitieron modelar una curva tipica hormética (Figura 17), con forma de U invertida
como se puede observar en algunos estudios (Flores y Garzon, 2013; Garzon y Flores,
2013; Guedes, Magalhdes y Cosme, 2009; Hoffman, 2009; Pradhan, 2015), asi como
también lo menciona Weis (2000).

Curva dosis-respuesta
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Figura 17. Curva dosis-respuesta del aislado Al.
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. E[z]_MW&M
Recordemos la ecuacion de la curva: “[x|” oex [ﬁm x ]
P (NOAEL)

En el eje X se encuentran los valores de respuesta en porcentajes, en comparacion con el
control. En el eje Y se encuentran todas las dosis evaluadas mas los parametros NOAEL,

MSD y EC50, todos ellos transformados a sus logaritmos naturales.

A continuacidn se resumen los pardmetros que permitieron modelar la curva hormética.
Vale la pena sefialar que dichos parametros fueron estimados a partir de un limite de
confianza del 95%. Todos ellos fueron obtenidos mediante el codigo de programacién
SAS detallado en el Anexo 10.

Tabla 10

Parametros horméticos resultantes del crecimiento radial en el aislado Al.

Parametro Valor dosis (ppm) Valor de respuesta (%)
ECso 5.99 50
Beta (B) 1.48 N.A.
Gamma (y) 54.35 N.A.
NOAEL 1.04 99.997
MSD 0.40 107.04

*N.A.=no aplica

El aislado Al, en términos de crecimiento micelial, exhibié un comportamiento
hormético, y fue demostrado estadisticamente con el software SAS y también segun
indica la literatura sobre hormesis, especialmente en cuanto a los parametros establecidos

para la demostracion de un fenomeno hormético (Calabrese y Baldwin, 1997).

Como se puede ver en la Tabla 10, el NOAEL fue determinado a una dosis de 1.04 ppm
cuyo valor de respuesta fue 99.997%. En otras palabras, a una concentracion de iprodiona
de 1.04 ppm, ya no puede ser detectada una respuesta hormética. Cinco dosis menores al
NOAEL fueron evaluadas, éstas son: D, E, F, G y el control. La zona hormeética se
encuentra comprendida entre tres de las dosis evaluadas bajo el NOAEL (Figura 17),
aunque se hubiera obtenido una curva hormética mas definida si se hubiera evaluado un

mayor numero de dosis dentro de esa zona. La mayor dosis de estimulacién o MSD fue
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0.40 ppm, la misma que exhibié un 7% de incremento en relacién con el control.
Resultados similares fueron obtenidos en el estudio de Flores y Garzén (2013). El valor
de y fue positivo (54.35 = 22.4).

Los resultados hallados en el aislado Al exponen, por primera vez, que dosis sub
inhibitorias de fungicida provocan un fenémeno hormético en F. proliferatum. A pesar
de que esta cepa es no-productora de FB1, las implicaciones que tiene este hallazgo en la
agricultura son altas, pues aun pequefias estimulaciones en crecimiento micelial pueden
resultar en una virulencia significativamente mayor en la planta y, por ende, una
reduccidn en la productividad del cultivo (Garzon et al., 2011). Un test de patogenicidad
en maiz o cebolla, con dosis sub inhibitorias de iprodiona y otros fungicidas utilizados
para combatir a F. proliferatum seria importante realizar para apoyar los resultados

obtenidos en esta investigacion.

El manejo efectivo de enfermedades producidas por F. proliferatum podria verse
beneficiado por este estudio, ya que, evidentemente, fendmenos horméticos en este
fitopatdgeno pudieron haber sido ignorados a lo largo de este tiempo.

Queda justificada la importancia que tiene el elegir la dosis de fungicida adecuada y que
al abaratar costos de produccion, utilizando dosis sub inhibitorias de fungicidas, solo se

esta empeorando el problema.

43.1.1.2. Aislado A7

Una respuesta hormética no pudo ser visualizada en el aislado A7. La falta de consistencia

de los datos de crecimiento radial fue un inconveniente.

A mas de los criterios para evaluar una respuesta hormética que Calabrese y Baldwin
sefialaron en 1997, Crump estableci6 los suyos en 2001, indicando que la inconsistencia
de datos experimentales regularmente no logra demostrar hormesis. Otros requisitos que
menciona el mismo autor son la robustez de datos, la solidez de pruebas y la plausibilidad
biologica.

En contraste con el aislado Al, este mostrd lo opuesto a las aseveraciones de Crump
(2001). Como se puede apreciar en la Tabla 11, el valor de respuesta del NOAEL vy del
MSD difieren en una décima y otros autores sugieren que, en condiciones ideales, el

NOAEL deberia ser de tres a seis veces mayor al MSD, aunque también se puede detectar
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hormesis si esto no se cumple (Garzén y Flores, 2013). Este es el caso del aislado Al

donde el NOAEL fue 2.6 veces mayor que el MSD y se pudo detectar una respuesta

hormética gracias a los valores de respuesta que dichos parametros indujeron. Pero en

este caso en particular, a pesar de que el NOAEL sobrepas6 un 2.4 veces al MSD y fue

casi similar al aislado Al, la curva modelada y sobre todo los datos estadisticos

evidenciaron una falta de respuesta. Ademas que los valores de respuesta no sobrepasan

al control (100%).

Tabla 11

Parametros horméticos resultantes del crecimiento radial en el aislado A7.

Parametro Valor (ppm) Valor de respuesta (%)
ECso 6.01 50
Beta (B) 1.28 N.A.
Gamma (y) 38.89 N.A.
NOAEL 0.24 98.35
MSD 0.10 99.48

*N.A.=no aplica

Al ingresar los datos (Tabla 11) en el programa Microsoft Excel 2013® (Microsoft,

Redmond, WA) se obtuvo la siguiente curva monofasica.
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Figura 18. Curva dosis-respuesta del aislado A7.

La ausencia de hormesis en el aislado A7, por el momento, indica que las dosis evaluadas
de iprodiona no causan ningun efecto sobre-estimulatorio en el hongo. A futuro, existe la
posibilidad de demostrar lo contrario si se mejora la consistencia de los datos de
crecimiento radial. Es importante demostrar la presencia o ausencia de un fenémeno
hormético en este aislado, puesto que la cantidad de FB1 que produce es demasiado alta
y las consecuencias en salud humana, animal, agricola, etc., serian devastadoras si se

estuviese ignorando un fendmeno hormeético.

4.3.1.2. Ensayo de cuantificacion de fumonisinas

4.3.1.2.1. Aislado Al
Ningun analisis hormético fue realizado, por las razones ya antes mencionadas.
4.3.1.2.2. Aislado A7

Independientemente de que los valores de area de crecimiento radial hayan proyectado
una curva no-hormetica (Figura 18), se busco correlacionar el patrén de respuesta en

términos de produccion de fumonisinas con la respuesta producida en términos de
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crecimiento radial, cuando F. proliferatum es sometido a dosis sub inhibitorias de

fungicida.

Lo que se esperaba demostrar era una correlacion positiva entre la produccion de FB1 y
el crecimiento radial en el aislado A7 (Tabla 6), ya que, ciertamente, se ha visto que un
aumento en la expresion del gen FUML1 (bajo condiciones de estrés), se ve acompafado

también de un aumento de biomasa del hongo (Marin, 2010).

Si comparamos la tabla 6 con la tabla 9, los valores de respuesta no son semejantes entre
ensayos, sin embargo ambos comparten una misma caracteristica y es que la maxima
estimulacion se vio en el sexto dia de la primera repeticion. En el ensayo de crecimiento
radial se produjo una estimulacion del 10% y en el ensayo de cuantificacion de FB1 se
produjo una estimulacién del 16%.

Sin embargo, el coeficiente de correlacion calculado en el programa Microsoft Excel
2013® (Microsoft, Redmond, WA) fue de 0.54 e indicé una correlacién positiva débil.
Este hallazgo sugiere que, a pesar de la inconsistencia de los datos, existe una cierta
relacion directa entre la produccion de FB1 con el crecimiento micelial. Seguramente, la
variabilidad de los datos fue causa de un error experimental, mas no de un error

sistematico.

Una de las causas puede ser la técnica que se utilizé para inducir la produccién de FB1
en maiz. En este estudio se inocul6 F. proliferatum mediante discos de agar con micelio.
Este procedimiento también ha sido realizado en otros estudios como el de Waskiewicz
etal. (2013).

Por otro lado, Bluhm, Flaherty, Cousin y Woloshuk (2002) inocularon exactamente 5 -10*
conidias de dos especies de Fusarium en maiz autoclavado. Sin embargo, no mencionan
su metodologia de contaje de esporas. Técnicas de inoculacién estandar como ésta se
creeria que evitarian irregularidades en los resultados de cuantificacion de fumonisinas.
Pero es curioso observar que en el estudio de Falcao et al. (2010), para el ensayo de
cuantificacion de fumonisinas por HPLC, inocularon exactamente 10° conidias y atn asi
la desviacion estandar entre sus réplicas fue de hasta 723, lo que indica una alta
variabilidad de resultados. Esto revela lo complicado que se vuelve el recopilar datos

consistentes cuando se realiza una cuantificacion de fumonisinas.

Otra solucidn a este problema seria medir la densidad dptica de la solucion de esporas

con un espectrofotometro para estimar su concentracion de una manera mas exacta. Sin
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embargo, esto tendria que probarse a nivel de laboratorio. De todas maneras, es evidente
que no fue soélo la técnica de inoculacién de esporas lo que ocasiond una alta variabilidad
de datos.

La falta de repeticiones en el ensayo en conjunto con la utilizacion de una técnica de
inoculacion que arroja resultados inconsistentes, fueron razones suficientes para que los
pardmetros horméticos sean invalidos y se descarte estadisticamente una respuesta
hormética (Tabla 12).

Tabla 12

Parametros horméticos resultantes de la cuantificacion de FB1 en el aislado A7.

Parametro Valor (ppm)
ECso 0.0035
Beta () 1.06
Gamma (y) -1285.1
NOAEL 1.57
MSD 1.33

Los parametros resumidos en la Tabla 12 indican claramente la ausencia de hormesis. A
pesar de que el NOAEL fue determinado, nétese como ninguna dosis se encuentra entre
la zona hormética (entre MSD y NOAEL). El valor de y es negativo (-1285.1 + 21334.7)
y con una desviacién estandar extremadamente alta, contrario a lo que exponen Calabrese
y Baldwin (1997). Por tales motivos, los parametros no fueron ingresados en el programa
Microsoft Excel 2013® (Microsoft, Redmond, WA) y, por consiguiente, no se obtuvieron
los valores de respuesta. En su lugar, el diagrama de caja (Figura 19), desplegado en el
programa SAS® (SAS System for PC, v. 9.3; SAS Institute Inc., Cary, NC), demuestra
por qué fue imposible modelar la curva dosis respuesta y, por ende, demostrar

estadisticamente un fendmeno hormético.
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Figura 19. Distribucién de la respuesta (%) en términos de produccién de FBlen
relacion con el control frente a las dosis de fungicida evaluadas en el aislado A7

La Figura 19 representa el porcentaje promedio + la desviacion estandar de cada una de
las respuestas originadas frente a las dosis de fungicida evaluadas.

Evidentemente los efectos que tienen los fungicidas sobre la biosintesis de fumonisinas
permanecen aun precarios (Falcao et al., 2011), por lo que es importante ampliar la
investigacién en este campo, ya que distintos factores pueden verse inmiscuidos en este

proceso.

4.3.2. T de Student

Con el fin de complementar el andlisis estadistico hormético, realizado en el apartado
4.3.1., se realiz6 un T de Student especificamente para el aislado A1, porque fue el que

exhibi6 una respuesta hormética.

Con un nivel de significacion de 0.05, se observd que la respuesta en términos de
crecimiento radial del aislado Al (expuesto a dosis sub inhibitorias de iprodiona) fue

significativamente mayor que el control negativo.

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, asi como también entre el
control y las dosis sub inhibitorias. Las diferencias que fueron interesantes observar son
las que corresponden a las dosis sub inhibitorias 0.012712 y 0.001271 comparadas con el

control, como se puede observar en la Tabla 13.
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Tabla 13.

Prueba T de Student para el area de crecimiento radial del aislado Al.

Rangos de Diferencia Limites de confianza
comparacion s entre (95%)
medias

0.012712 - 0.001271 3.393 -2.053 §.840
0.012712 - 0.127118 6.498 1.051 11.944 | ==
0.012712 - 0.00001 9.202 3.755 14.648 | =
0.012712 - 1.271177 11.637 5670 17.603 | ==
0.012712 - 0.000127 13.318 7.352 19.285 | **=*
0.012712 - 12.T1177 76.244 70.798 81691 =
0.012712 - 1271177 99 330 93363 105297 ==
0.001271 - 0.012712 -3.393 -5.840 2.053
0.001271 - 0.127118 3.104 -1.767 7.976
0.001271 - 0.00001 5.808 0.937 10.680 | ==
0.001271 - 1.271177 §.243 2797 13.690 | **=*
0.001271 - 0.000127 9.925 4 478 15372 | ==
0.001271 - 12.T1177 72.851 67.979 TT.723 ==
0.001271 - 127.1177 95.937 90.490  101.383 ==
0.127118 - 0.012712 -6.498 -11.944 -1.061 ==
0.127118 - 0.001271 -3.104 -7.976 1.767
0.127118 - 0.00001 2704 -2 168 7.575
0.127118 - 1.27T1177 5139 -0.308 10.586
0.127118 - 0.000127 6.821 1.374 12 267 | ***
0.127118 - 12.7T1177 69.747 64 875 74618 ==
0.127118 - 127.1177 92 832 87.386 95.279 ===
0.00001 - 0.012712 -9.202 -14.648 3755
0.00001 - 0.001271 -5.808 -10.680 0937 ==
0.00001 - 0.127118 -2.704 T 575 2168
0.00001 - 1.271177 2435 -3.012 7.882
0.00001 - 0.000127 4117 -1.330 9 564
0.00001 - 12.71177 67.043 62171 71.915 ==
0.00001 - 127.1177 90.128 84 682 95 575 ==
1.271177 - 0.012712 -11.637 -17.603 5670 =
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1271177 - 0.001271 -8.243 -13.690 2797

1.27M177 - 0.127118 -5.139 -10.586 0.308

1.271177 - 0.00001 -2.435 -7.882 3.0z

1.271177 - 0.000127 1.682 -4 285 7.648

1.20M177 - 12.71177 64.608 59161 70.054 ==
1.2M177 1271177 87.693 81.727 93.660 "
0.000127 - 0.012712 -13.318 -19.285 -1.352 | ™
0.000127 - 0.001271 -9.925 -15.372 -4.478 | =
0.000127 - 0.127118 -5.821 -12.267 -1.374 )
0.000127 - 0.00001 4. 117 -9.564 1.330

0.000127 - 1.271177 -1.682 -7.648 4.285

0.000127 -12.71177 62.926 57479 B8.373
0.000127 - 1271177 86.012 80.045 91978
1271177 - 0.012712 -76.244 -81.691 -f0.73g |
12.71177 - 0.001271 -72.851 -I7.723 B67.979 =
1271177 - 0127118 -69.747 -14.618 64875
1271177 - 0.00001 -67.043 -71.915 H2.1471 | =
1271177 - 1.271177 -54.608 -70.054 59161 =
12.71177 - 0.000127 -62.926 -68.373 AT.479 0
1271177 1271177 23.086 17.639 28532 =
1271177 - 0.012712 -99.330 -105.297 93.363 =
1271177 - 0.001271 -95.937 -101.383 -90.430
1271177 - 0.127118 -92.832 -98.279 -87.386
1271177 - 0.00001 -90.128 -95 575 -84 682
1271177 - 1.2T1177 -87.693 -93.660 -81.727 |
1271177 - 0.000127 -86.012 -91.978 -80.045 | ==
1271177 - 12.71177 -23.086 -28.532 -17.639 =

***Diferencias estadisticamente significativas al nivel de significacion de 0.05.

El andlisis hormético realizado con el programa estadistico SAS no pudo determinar
diferencias significativas a dichas dosis. En su lugar demostré que una dosis de 0.40 ppm
de iprodiona fue la dosis responsable de provocar un fendmeno hormético en el aislado
Al.
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Estos resultados permiten concluir que el analisis estadistico realizado segun el modelo
de regresién no-lineal Brain-Cousens es més especifico, lo que quiere decir que estd mas
adaptado a un fenébmeno hormético real. De esta manera, los resultados obtenidos
mediante la prueba de T de Student s6lo muestran de manera general las diferencias

significativas entre tratamientos.

4.3.3. ANOVA

Para el ensayo de crecimiento radial y produccién de FB1 en el aislado A7, se decidid
hacer un analisis estadistico complementario al analisis hormético. Se realizd un ANOVA
de un factor con el fin de determinar, de manera general, si existieron o no diferencias
significativas entre el control y las dosis sub inhibitorias de fungicida. No se realiz6 un
analisis estadistico hormético ni de varianza en el ensayo de produccion de fumonisinas

del aislado A1l debido a su naturaleza no-productora de micotoxina.

En cuanto a los datos del area de crecimiento radial del aislado A7, se realizd un ANOVA
comparando los tratamientos correspondientes a las 5 Gltimas dosis sub inhibitorias (C,

D, E, Fy G) y el control negativo en el tercer dia. A continuacion se presentan las tablas:

Tabla 14.

Prueba de ANOVA para el ensayo de crecimiento radial del aislado A7. Comparaciones

entre los tratamientos C, D, E, F, G y Control.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
C 3 270 90 139
D 3 284  94,6666667 85,333333
E 3 277 92,3333333 154,33333
F 3 291 97 147
G 3 261 87 631
CONTROL 3 300 100 0
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ANALISIS DE

VARIANZA
Origen de Grados Promedio
las Suma de de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad

Entre grupos 335,1666 5 67,033333 0,347723  0,8740376
Dentro de
los grupos  2313,333 12 192, 77777

Total 2648,5 17

Con un valor de significacion del 0,05 y un valor P=0,874, se puede deducir que no
existen diferencias significativas entre tratamientos. Este resultado concuerda con los

resultados del andlisis estadistico de hormesis realizado en el apartado 4.3.1.2.

Adicionalmente se realiz6 un analisis de varianza ANOVA de un factor para los datos de
la cuantificacion de fumonisinas en el aislado A7. Los resultados del andlisis se presentan

a continuacion:

Tabla 15.

Prueba de ANOVA para el ensayo de cuantificacion de FB1 del aislado A7.

Comparaciones entre los tratamientos E, F, G y Control.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
E 2 201 100,5 480,5
F 2 147 73,5 312,5
G 2 208 104 200
CONTROL 2 200 100 0
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de
las Sumade Gradosde Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre
grupos 1195 3 398,333333  1,604565  0,321599
Dentro de
los grupos 993 4 248,25
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Total 2188 7

Con un nivel de significacion de 0,05 y P= 0,322, se llega a la conclusion de que no

existieron diferencias entre las dosis sub inhibitorias y el control. Los datos aqui
presentados soportan los resultados del analisis estadistico hormético detallado en el
apartado 4.3.2.2.
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CONCLUSIONES

La dosis sub inhibitoria de iprodiona de 0.40 ppm, produjo una estimulacién del
crecimiento radial en el aislado Al estadisticamente significativa del 7% en
comparacion con el control y revel6 estadisticamente una respuesta hormética
mediante el gréafico de la curva biféasica dosis-respuesta. Cabe mencionar que este
es el primer estudio donde se demuestra estadisticamente un fenémeno hormético

en F. proliferatum in vitro.

La respuesta del crecimiento radial frente a las dosis sub inhibitorias de iprodiona
en el aislado A7, no exhibid una curva bifasica en forma de “U” invertida. En su
lugar se grafico una curva monofasica, indicando asi una ausencia de hormesis y

de diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

El &rea de crecimiento radial del aislado A1 mostr6 una estimulacion de 13% en
comparacion con el control. Esta estimulacién en el crecimiento micelial fue
provocada al sexto dia por la dosis sub inhibitoria de iprodiona “E” (0,012712

ppm). Sin embargo, no fue estadisticamente significativa.

El aislado A7 exhibi6 una estimulacion en el crecimiento radial de 10% frente al
control. Esta estimulacion fue provocada al sexto dia por la dosis sub inhibitoria
de iprodiona “D” (0,127118 ppm). Sin embargo, no fue estadisticamente

significativa.

Las dosis sub inhibitorias de fungicida no indujeron una biosintesis de FB1 en la

cepa Al (previamente catalogada como no productora de FB1).

La cuantificacion de fumonisinas en los diferentes tratamientos a los que fue
sometido el aislado A7 presentd resultados altamente variables. EI fendmeno

hormético no pudo demostrarse estadisticamente. De todas maneras, la maxima
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estimulacion que se produjo fue de 16% y se la observé al sexto dia bajo efectos
de la dosis sub inhibitoria “E” (0,012712 ppm), aunque estos datos tampoco

fueron estadisticamente significativos.

57



RECOMENDACIONES

Para demostrar un fendmeno hormético mas adaptado a las condiciones
ambientales de un cultivo seria importante evaluar, a mas de la respuesta
provocada por dosis sub inhibitorias de fungicida, otros factores como variaciones

de humedad, temperatura, pH, contenido de nitrégeno, entre otros.

Definitivamente, la ejecucion de mas réplicas y repeticiones en cada uno de los
ensayos realizados en este proyecto, ayudarian a obtener resultados menos

variables y, por ende, una mayor evidencia de un fendmeno hormético.

Seria recomendable evaluar el efecto que producen varios fungicidas, no solo

iprodiona.

Una vez que ha sido determinada la dosis que induce una mayor estimulacion
(MSD) vy la dosis en donde hay ausencia de hormesis (NOAEL), se aconseja
incluir un mayor nimero de dosis dentro de ese rango. De esta manera, la
respuesta hormética que F. proliferatum experimenta bajo dosis sub inhibitorias
de iprodiona seria mas solida.

En futuras investigaciones se recomienda evaluar una respuesta hormética en
términos de patogenicidad de la cebolla, como se ha hecho ya en otros estudios

con diferentes hongos y cultivos.

El procedimiento de inoculacion para la induccion de FB1 deberia ser mejorado
para evitar al maximo los errores experimentales por variaciones de concentracion
en la cantidad de indculo. Una de las alternativas podria ser la utilizacion de

técnicas espectrofotométricas.

El andlisis de la expresion génica en cepas de F. proliferatum productoras y no
productoras de FB1 seria una alternativa muy promisoria para entender de mejor

manera los fendmenos horméticos.
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ANEXOS

Anexo 1. ldentificacion molecular de las especies de Fusarium encontradas en las

cebollas comerciales adquiridas en el 2014. Gard, 2014.

iE- RPB1 &
PRO1- ProliF Secuencia EF1-EF2
Aislado TEFIR RPB2
PRO2 (gel)
(gel) NCBI MLST
F. F. F. - F.
S1 proliferatu | proliferatu | proliferatu ) ' proliferatu
proliferatum
m m m m
F. F.
S2 - -
oxysporum | oxysporum
F. F. F. F. F.
S3 proliferatu | proliferatu | proliferatu | pseudonyga | proliferatu
m m m mi m
F. F. F. . F.
Al proliferatu | proliferatu | proliferatu ) ' proliferatu
proliferatum
m m m m
F. F.
A3 - -
oxysporum | oxysporum
F. F.
A5 - -
oxysporum | oxysporum
F. F. F. F. F.
A7 proliferatu | proliferatu | proliferatu | pseudonyga | proliferatu
m m m mi m
F.
_ F. F.
A9 - proliferatu
oxysporum | oxysporum
m
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F. F.
D3 -
OXysporum | oxysporum
F. F.
D5 -
oxysporum | oxysporum
F. F.
D7 -
OXysporum | oxysporum
F. F.
DCR -
oxysporum | oxysporum

*D= enfermos, A= asintomaticos, CR= corona.

Anexo 2. PCRs de los aislados de F. proliferatum con sus primers especificos PRO1-

PRO2; Marcador molecular 100bp; Columnas 1, 3, 4, 7 identificadas como F.

proliferatum y columnas 2, 5, 6, 8, 12 identificadas como F. oxysporum. Gard, 2014.

Anexo 3. Niveles de fumonisinas cuantificadas mediante HPLC en medios de cultivo de

maiz partido y una mezcla 50:50 de sorgo y avena, luego de dos semanas de inoculacion

con aislados de F. proliferatum obtenidos de cebollas comerciales. Gard, 2014.

) ) ) Nivel de fumonisina B1
Aislado Medio de cultivo
(ppm)
Control Maiz partido 0.2
Al Maiz partido 0.2
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A7 Maiz partido > 700
S1 Maiz partido 0.0
S3 Maiz partido 0.0
Control 50:50 Mezcla sorgo/avena 0.0
Al 50:50 Mezcla sorgo/avena 0.0
A7 50:50 Mezcla sorgo/avena > 350
S1 50:50 Mezcla sorgo/avena 0.0
S3 50:50 Mezcla sorgo/avena 0.0

Anexo 4. Lista de materiales y métodos utilizados en la presente investigacion.

Equipos usados en el estudio
e Autoclave
e Microondas
e Balanza digital
e Cémara de flujo laminar
e Campana de gases
e Cémara digital
e Scaner Cannon
e Bafio de perlas digital
e Pipeteador automatico
e Microscopio de Optico

e Mezclador magnético
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e Pipetas automaticas de volumen variable
e Disruptor celular

e Liofilizador

Materiales usados en el estudio
e Regla
e Papel aluminio
e Saca bocados de 3,5 y 5mm de didmetro
e Etanol al 90%
e Agua destilada
e Alcohol antiséptico
e Guantes de nitrilo
e Toallas de papel
e Puntas para pipetas, volumen 100 y 1000 pl
e Mechero Bunsen
e Lampara de alcohol
e Matraces Erlenmeyer de 200 y 1000 ml
e Probetas de 200 y 1000 ml
e Pipetas serologicas desechables de 25 ml
e Cajas de Petri 80 x 15mm
e Agitadores magnéticos
e Iprodiona 100 ml
e Agar papa dextrosa 500 g
e Parafilm

e Maiz partido
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e Tubos Falcon de 15 ml

e Fundas whirl pak®

Anexo 5. Formula y método de preparacion del agar PDA (Agar Papa Dextrosa). Neogen
Corp., 2011.

Formula por litro de preparacion

Extracto de infusion de papa 4
Dextrosa 209
Agar 159

pH final 5.6 + 0.2 a 25°C

Meétodo de preparacién

1. Suspender 39 g del medio en un litro de agua destilada.

2. Calentar con agitacion frecuente y dejar hervir durante un minuto hasta disolver
completamente el medio

3. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Anexo 6. Placas Petri con los aislados de F. proliferatum Al (A) y A7 (B) en agar PDA,
luego de tres dias de inoculacion.
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Anexo 7. Maiz partido autoclavado listo para ser inoculado con las cepas Al (A) y A7

(B).
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Anexo 9. Maiz partido luego de 3 (A) y 6 dias (B) de inoculacion con la cepa A7.

Anexo 10. Codigo de programacién en SAS® 9.3 para realizar el analisis hormético
segln el modelo Brain-Counsens. Modificado de Schabenberger, Tharp, Kells, y Penner,
1999.

data hormesisAl,
input rep repl rate resp3 resp6;
datalines;

/* Test the dose response data for a hormesis effect */
/[* This is the Brain-Cousens model parameterized in terms of EC50 */

/*
S

ods html;
proc nlin data = hormesisAl noitprint method = marquardt;

parameters beta 2.0 EC50 10 gamma 0.1 ;
alpha =100; delta=0;
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omega= 1 + 2*gamma*EC50/(alpha-delta);

term=1 + omega * exp(beta*log(rate/EC50));

model resp3= (delta +( alpha-delta + gamma*rate) / term);
*bounds gamma >= 0;

run;

quit;

ods html close;

data hormesisAl;
input rep repl rate resp3 resp6;
datalines;

[* To estimate the MSD from radial growth data.*/

ods html;

proc nlin data = hormesisAl noitprint method = marquardt;

parameters beta =2.0 MSD =1 gamma=2;

alpha = 100; delta = 0;

omega = MSD*gamma/(((alpha-delta)*beta)-(MSD*gamma*(1-beta)));
term = 1 + omega*exp(beta*log(rate/MSD));

model resp3 = delta + ((alpha - delta + gamma*rate) / term);

bounds MSD> 0;

run;

ods html close;

data hormesisAl,
input rep repl rate resp3 respo;
datalines;

/* To estimate the NOAEL from radial growth data.*/
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/'k

e K

/*since the log-logistic model does not have a NOAEL apart from 0 dose */
ods html;

proc nlin data = hormesisAl noitprint method = marquardt;
parameters beta = 2.0 NOAEL = 1 gamma = 2;

delta = 0; alpha = 100;

omega = gamma*NOAEL/(alpha-delta);

term = 1 + omega*exp(beta*log(rate/NOAEL));

model resp3 = delta + ((alpha - delta + gamma*rate) / term);
bounds NOAEL> 0, gamma>0;

run;

ods html close;

Anexo 11. Codigo de programacion en SAS® 9.3 para el analisis estadistico T de Student.
Schabenberger, Tharp, Kells, y Penner, 1999.

data hormesisAl;
input rep repl rate resp3 resp6;
datalines;

ods html;

proc glm data=hormesisAl,;
where rep=1,;

class rate;

model resp3=rate;

means rate/t alpha=0.05;
run;

quit;

ods html close;
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Anexo 12. Protocolo de cuantificacion de fumonisinas por HPLC. (Tomado textualmente
de Velasquez, s.f., p. 24)

Extraccion de las fumonisinas en muestras de maiz para su analisis.

e Preparacion de las muestras de maiz.

Se muelen 5 kg de maiz, de modo a obtener un tamario de grano uniformemente fino,
se homogeneiza el total molido y de aqui se recogen sub- muestras de 100 g. Cinco
de estas muestras se utilizan para los estudios posteriores.

e Extraccion de fumonisinas en muestras de maiz de 25 g.

La extraccion de estos 25 g se realiza segin el método propuesto por Shephard y

colaboradores (1990), modificado minimamente.

Se homogeneizan 100 g de maiz molido, de los cuales se pesan 25 g y se suspenden
en 50 ml de una mezcla (metanol, agua)= 3:1, v/v, se dejan con agitacién magnética
durante 30 min. Luego se filtran con papel Whatman n° 4.

La purificacién, se realiza con minicolumnas de resina de intercambio i6nico (Sax)
de 3 ml. Se realiza un pre-acondicionamiento de la columna con 5 ml de metanol,
seguidos de 5 ml de (metanol, agua)= 3:1, v/v, cuidando de no dejar secar la fase

estacionaria.

Una vez acondicionada la columna se adiciona a la misma, 10 ml del extracto filtrado,

obtenido anteriormente.

Seguidamente se procede a realizar sendos lavados con 8 ml de una mezcla de
(metanol, agua)= 3:1, v/v, seguidos de 3 ml de metanol. La elucion final de las
muestras se realiza con (3 x 7 ml) de acido acético al 0'5% en metanol. Recogiéndose

los lavados en sendos tubos.

Durante todo el proceso se realiza la elucion de las minicolumnas con la utilizacion

de vacio.

Finalmente se juntan las fracciones de los lavados con &cido acético y se llevan a
sequedad en un rotavapor (40 °C y 30 Torr). Se retoman con 1 ml de metanol, y se
vuelven a evaporar en corriente de N2a 60 °C en bafio de arena. Este paso se repite
tres veces mas con la finalidad de eliminar los restos de &cido acético que puedan
afectar los resultados del posterior analisis por HPLC.
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El residuo sélido o sobrenadante obtenido después de los procesos iniciales de
extraccion se somete a un proceso re-extractivo y de purificacion. La muestra final se

analiza también por HPLC.
e Extraccion de las fumonisinas b 1y b 2 en 5 g de maiz.
El siguiente sistema de extraccion, se realiza segun Scott y colaboradores (1992).

A partir de una sub-muestra de 100 g se obtienen 5 g de maiz y se extraen con 10 mi
de una mezcla de (metanol, agua)= 3:1, v/v, mediante agitacion magnética durante un
periodo de 30 min a 60 % de la velocidad del agitador. Se filtra con papel Whatman

ne 4.

Para la purificacion de la disolucion de obtenida se sigue la misma metodologia que
en el apartado anterior. La variante con respecto al sistema anterior en que aqui se

utilizan el volumen total extraido.

El residuo solido o sobrenadante obtenido después del proceso de filtracion inicial,

se somete a una reextraccion y nueva purificacion, igual que en el apartado 3.2.2.
Las dos muestras asi obtenidos se analizan por HPLC.

e Extraccion y purificacion de las muestras de 1 g de maiz.

En primer lugar, se procede al acondicionamiento de las columnas de intercambio

i6nico (Varian Sax Elut) igual que en el apartado (3.2.2.).

Después se pesa una muestra de 1 g de maiz a partir de una de las sub-muestras de
100 g. Posteriormente la muestra de maiz se introduce en la columna y, una vez
acondicionada mediante una suave presion, se coloca una frita. Seguidamente se
adiciona a la columna un volumen de 1'5 ml de una mezcla de (metanol, agua)= 3:1,
v/v, cubriendo todo el maiz con este disolvente. Se deja la mezcla en contacto con el

maiz durante 1 hora, al cabo de la cual, se eluye la columna.

Posteriormente se eluye de igual manera que en los casos interiores. Primero con 8

ml de una mezcla de (metanol, agua)= 3:1, v/v, y luego 5 ml de metanol.

Finalmente se eluye la columna con una disolucion de &cido acético al 0'5 % en
metanol (4 x 7 ml). Todo proceso de elucidn se realiza mediante vacio en la cubeta
para aumentar el flujo de los eluyentes por la fase estacionaria. Las cuatro fracciones

acidas obtenidas se llevan por separado a sequedad en rotavapor (40 °C, 30Torr).
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Posteriormente se retoman con un volumen de 1 ml de metanol, y se re-evaporan con

una corriente de N2calentadoa 60 °C en bafio de arena.

Finalmente se disuelven en metanol y se pasan por un filtro de 0'45 micras, para su

posterior analisis por HPLC.

Anélisis del contenido de fumonisinas mediante HPLC.
Aspectos generales.

e Preparacion de los patrones de fumonisinas.

Se realizan partiendo de una disolucion "madre™ de 500 g/ml, preparada a partir de
patrones de fumonisinas suministrados por el centro "CSIR, Divsion of Food Science
and Technology", Pretoria, Sudéafrica. A partir de aqui se preparan disoluciones de 40,
20, 10, 1y 0'5 g/ml, en distintos disolventes tales como metanol y acetonitrilo y una
mezcla de (acetonitrilo, agua)= 1:1, v/v. Todos los disolventes empleados son de
grado HPLC.

e Preparacion de las curvas de calibracion.

La preparaciéon de una curva de calibracion se realiza mediante la utilizacion de
patrones de distintas concentraciones de FBly FB2, tratadas con el reactivo
correspondiente e inyectadas en el HPLC. Las inyecciones en el cromatografo de
HPLC se realizan por triplicado obteniendo una curva de calibracion para cada serie

de patrones disueltos en los distintos disolventes.

Las curvas se construyen dibujando las areas de los picos medidas en mV contra las
concentraciones de las FBly FB2expresadas en g/ml. 3.3.1.3. Célculo de las

concentraciones de FB 1y FB 2 en maiz.

La concentracion de las fumonisinas en las disoluciones provenientes de la
purificacion, (S) se calcula a partir de las areas de los picos cromatograficos obtenidos

y de su asociacion con los valores en las rectas de calibracion.

Una vez cuantificado el contenido de las fumonisinas en las muestras inyectadas,
falta realizar la determinacion de la concentracion de las muestras del maiz. Para
llegar a este resultado se tendran en cuenta todos los factores de dilucién y de
concentracion a que se han sometido las muestras de maiz durante la extraccion y
purificacion. Finalmente se expresara el resultado respecto al peso inicial del maiz

empleado durante la extraccion.
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La expresion utilizada para efectuar los calculos del contenido de fumonisinas en la

muestras de maiz es la siguiente. C ( g/g) = S.V.D/W.A

V = volumen del disolvente utilizado en la extraccion del maiz (ml). D = volumen en
que se ha disuelto la muestra una vez purificada (ml). W = peso de la muestra de maiz
(9). S = corresponde a la concentracion de las fumonisinas en la disolucién a partir de
la cual se obtiene el derivado. A = volumen de la solucion obtenida después de extraer

el maiz y purificado a partir de una columna de intercambio iénico (ml).
e Célculo de los limites de deteccion.

Los limites de deteccion se calculan a partir de los dos sistemas méas empleados en la

bibliografia.
v Método del "ruido de fondo"'.

En éste caso se analiza una muestra que denominaremos "blanco" cuyos contenidos
de toxina no sean detectables por nuestro sistema y una muestra en la que se hayan
conseguido las minimas respuestas. Inicialmente se inyecta la muestra "blanco™ y se
desarrolla el cromatograma hasta un tiempo superior al de deteccion de las toxinas,
seguidamente se calcula la altura alcanzada por la linea de base en distintos tiempos
y se promedia. Finalmente se inyecta la muestra con la toxina y se mide la altura.

Los célculos se realizan mediante la siguiente expresion:
C (ng)= (g/h)h'.3

¢ = cantidad de toxina detectable, medida en ng. g = cantidad de toxina inyectada,
medida en ng. h = altura del pico de toxina medida en mm. h' = altura del ruido de

fondo, medida en mm.
v Meétodo de la ""recta de calibracion™.

En éste método el calculo del limite de deteccion, para cada una de las toxinas y cada
uno de los reactivos utilizados, se basa en la recta de calibracion obtenida (Miller y
Miller, 1993).

El limite de deteccion se calcula de la forma siguiente: a partir de la ordenada en el
origen (b) y la desviacién estandar del blanco (SB), se calcula la ordenada y= b +

3SB(si b< 0 se considera b= 0). Dicho valor se sustituye en la correspondiente recta
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de regresion (recta tipo y=ax + b), y se encuentra el valor de la "x" que se toma como

"limite de deteccién del analisis".
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