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Resumen

La contaminacion fungica de los alimentos para animales es uno de los problemas mas
frecuentes durante su elaboracién, transporte y almacenamiento, y puede afectar la salud
animal con graves pérdidas econdémicas. En los climas calidos, los alimentos pueden
contaminarse con especies del género Aspergillus, entre ellas A. fumigatus, una especie
distribuida mundialmente, sapréfita aunque puede ser patégeno oportunista del hombre y
de los animales. En éstos, causa procesos respiratorios tales como rinitis alérgica en
equinos y aspergillosis en pollos y pavos asi como también mastitis clinica o subclinica en
vacas, cabras y ovejas. La gliotoxina es la toxina mas potente producida por esta especie;
debido a sus efectos inmunosupresores, genotoéxicos, citotoxicos y apoptéticos se cree
que actia como un factor de virulencia. En funcién de estos antecedentes, se evaluo la
incidencia de las especies de la seccidbn Fumigati en alimentos destinados a animales, la
capacidad de producir gliotoxina, la ecofisiologia de A. fumigatus sensu stricto y la
variabilidad genotipica y fenotipica de cepas seleccionadas de Aspemillus seccion
Fumigati. Todas las muestras analizadas mostraron contaminaciéon con al menos dos de
los principales géneros toxicogénicos y de todas ellas, excepto de los alimentos
terminados para cerdos, se aislaron cepas de dicha seccién. El 61% de las cepas
analizadas fue capaz de producir gliotoxina en amplios rangos de concentraciones, siendo
las cepas aisladas de alimentos para perros y las de ensilaje de maiz las que produjeron
la toxina en los rangos mas amplios y las concentraciones mas elevadas. El estudio de la
ecofisiologia de las cepas A. fumigatus Af16 y A. fumigatus RC2108, confirmadas como A.
fumigatus sensu stricto mediante el secuenciamiento del gen benA, demostré que los
parametros que tuvieron mayor influencia en la fase de latencia y la velocidad de
crecimiento a tensién normal de oxigeno fueron la temperatura y la actividad de agua
(aw); mientras que a tension reducida de oxigeno y a 37 °C, el parametro mas influyente
fue la aw. La produccion de gliotoxina fue diferente a lo encontrado al analizar el
crecimiento de las cepas. El efecto de la interaccidon de todos los factores fue variable y la
concentracion mas elevada se obtuvo bajo incubacién a tension normal de oxigeno por
una cepa aislada de ensilaje de maiz. Se caracterizaron las cepas de Aspergillus seccion
Fumigati mediante la aplicacion de marcadores moleculares neutros. Los RFLPs
permitieron un rapido “screening” del conjunto de las cepas analizadas y demostraron que
todas presentaron perfiles correspondientes a la especie A. fumigatus sensu stricto. Los
marcadores RAPD evidenciaron variabilidad genética intra-especifica y demostraron un
78% de similitud genética sugiriendo que las cepas estudiadas constituyen un grupo
genéticamente homogéneo. Estos resultados fueron confirmados por secuenciamiento del
gen de la B-tubulina y por analisis preliminar de maxima parsimonia. Los estudios
estadisticos multivariados evidenciaron variabilidad fenotipica entre las cepas estudiadas,
no obstante, no hubo asociacion entre éstas y su origen de aislamiento. El presente
trabajo aporta datos relevantes sobre la caracterizacion genética y fisiolégica de especies
epidemiolégicamente importantes como A. fumigatus y especies relacionadas que
colonizan los alimentos para animales en Argentina.



Abstract

Fungal contamination of animal feeds is one of the most common problems during
processing, transport and storage, and it can affect animal health with great economic
losses. In warmer climates, feed may be contaminated with Aspergillus species such as A.
fumigatus, a globally distributed fungus, saprophytic but an opportunistic pathogen to both
human and animals. In animals, A. fumigatus produces respiratory processes such as
equine allergic rhinitis and aspergillosis in chickens and turkeys as well as clinical or
subclinical mastitis in cows, goats and sheep. The most potent toxin produced by this
fungus is gliotoxin; due to their immunosuppressive, genotoxic, cytotoxic and apoptotic
effects, it could be a virulence factor. Based on this background, the incidence of section
Fumigati species in animal feedstuffs, the gliotoxin production ability, the A. fumigatus
sensu stricto ecophysiology and the genotypic and phenotypic variability of selected
strains of Aspergillus section Fumigati were evaluated. All analyzed samples were
contaminated with at least two of the main toxigenic genera and from all the samples,
except in finished feeds for pigs, Aspergillus section Fumigati strains were isolated. The
gliotoxin production ability studies showed that 61% of the strains were able to produce the
toxin in wide ranges of concentrations. The strains isolated from pet food and comn silage
produced gliotoxin at the widest ranges and the highest concentrations. The ecophysiology
studies of A. fumigatus Af16 and A. fumigatus RC2108 strains, which were confirmed as
A. fumigatus sensu stricto by benA gene sequencing, showed that the most influencing
parameters on the lag phase and growth rate at normal oxygen tension were the
temperature and water activity (aw), while at reduced oxygen tension and 37 ° C was the
aw. In general, gliotoxin production did not show a similar pattem to that found in growth
assays. The effect of the interaction of all factors was varied and the highest concentration
was obtained at normal oxygen tension by a strain isolated from com silage. For genotypic
studies, Aspergillus section Fumigati isolates were characterized by applying neutral
molecular markers. The RFLPs allowed rapid "screening" of the assayed strains and
showed that all of them had band profiles corresponding to A. fumigatus sensu stricto
specie. Furthermore, RAPD markers showed intra-specific genetic variability but a 78% of
genetic similarity between the strains was obtained suggesting that was a genetically
homogeneous group. These results were confirmed by benA gene sequencing and
preliminary analysis of maximum parsimony. Multivariate statistic studies showed
phenotypic variability among Aspergillus section Fumigati isolates, however, there was no
association between species and their origin of isolation. This study provides relevant data
regarding genetic and physiological characterization of epidemiologically important species
such as A. fumigatus and related species that colonize animal feeds in Argentina.



Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico.
ADNc: ADN copia.

ATP: adenosina trifosfato.

aw: actividad de agua.

C18: carbono 18.

CO,: diéxido de carbono.

CTP: citidinaa trifosfato.

g: gramo.

GTP: guanosina trifosfato.

h: hora.

H.0: agua.

ha: hectareals.

HPLC: cromatografia liquida de alta precision.
HPLC-MS/MS: cromatografia liquida de alta precision acoplado a espectrometro de
masas en tandem.

IGS: region espaciadora intergénica.
ITS: regién espaciadora intema transcripta.
Kb: kilo base.

Kg: kilogramo.

kV: kilovoltio.

I: litro.

M: molar.

mg: miligramo.

min: minutos.

ml: mililitro.

mm: milimetros.

mM: milimolar.

ms: milisegundos.

N.: nitrégeno gaseoso.

ng: nanogramo.

nm: nanémetro.

0O,: oxigeno gaseoso.

pb: pares de bases.



PCR - RT: reaccion en cadena de la polimerasa - reversa transcriptasa.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PM: peso molecular.

R?: coeficiente de correlacion lineal.

RAPD: polimorfismo en el ADN amplificado al azar.
RFLP: polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion.
rpm: revoluciones por minuto.

tn: tonelada/s.

TTP: timidina trifosfato.

U: unidades enzimaticas.

UV: luz ultravioleta.

viv: volumen en volumen.

V: voltio.

A: lamda.

Hg: microgramo.

pl: microlitro.

pm: micrémetro.

HM: micromolar.
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1- Aspectos generales de la alimentacién animal y su importancia en Argentina
1.1- Alimentacién animal

En la produccién animal aproximadamente entre el 60 y 90% de los costos totales estan
representados por costos de alimentacion (FAO, 2004). Los productores se encuentran en
la busqueda constante de alternativas alimentarias que permitan mejorar los margenes de
ganancias. Se ha llegado asi a la utilizacion de forrajes conservados por practicas de
ensilado y de subproductos de las industrias (un ejemplo es el residuo de la industria
cervecera) como altemnativas altamente energéticas y econémicas que permiten cubrir los
requerimientos nutricionales necesarios del animal. El objetivo de la alimentacién animal
es determinar la combinacién 6ptima de los ingredientes disponibles para la formulacién
de raciones que cumplan determinadas condiciones. Asi, en el caso de los animales de
produccion es fundamental que la racién proporcione todos los nutrientes que el animal
necesita para conseguir un maximo rendimiento productivo en cuanto a la cantidad y
calidad de los productos, su costo sea el mas bajo posible y prevenga la aparicion de
trastomos digestivos o metabdlicos. En el caso de animales de compaiiia no suele ser
especialmente importante el costo de la alimentacién, por lo que el objetivo basico de la
racion es la prevencion de trastomos para conseguir la mayor longevidad y bienestar del
animal. (Flores Mengual y Rodriguez Ventura, 2014).

Dependiendo de la edad del animal y el propésito de su alimentacién, se formulan
diferentes dietas basadas, generalmente, en una misma composicién pero variando los
porcentajes de cada ingrediente. Fosfatos mineraies, derivados animales, vitaminas y
micronutrientes se mezclan con granos de cereales y otros componentes para lograr el
alimento terminado. En la produccién lechera es muy importante la administracion de
forrajes al ganado vacuno. Estos contienen una alta proporcién de fibra que contribuye a
estimular la rumia y la salivacién (importante para mantener un ambiente sano en el
rumen), estimular la contraccién y el ritmo de la salida de la digesta del rumen, que a su
vez mejora la eficiencia del crecimiento de las bacterias en dicho 6rgano y evita la
disminucion de grasa en leche (resultado de dietas altas en concentrados). Generalmente,
los forrajes se producen en los mismos establecimientos, pueden ser pastoreados
directamente o cosechados y preservados como heno o ensilaje. Constituyen la fuente
mas econdémica de alimentos (Pinto de Almeida Castro, 2012).
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Introduccion

El ensilaje es una técnica de preservacion de forraje que se logra por medio de una
fermentacion lactica espontanea bajo condiciones anaerdbicas. Las bacterias
acidolacticas (BAL) epifitas que se encuentran en el forraje a ensilar, fermentan los
hidratos de carbono hidrosolubles, produciendo acido lactico y acido acético. De este
modo el pH del material ensilado baja a un nivel que inhibe la presencia de
microorganismos que inducen la putrefaccion (Weinberg y Muck, 1996; Merry y col., 1997,
Oude Elferink y col. 2001). La practica del ensilaje permite conservar el estado fisico del
forraje de forma semejante al que presenta en el momento de la recoleccién. En
Argentina, el uso de ensilajes ha cobrado mayor importancia en los ultimos 20 afios
siendo una fuente de energia importante en las dietas para bovinos de came y leche,
ofreciendo la posibilidad de suministrar forraje durante todo el afio.

La alimentacién porcina y avicola generalmente se basa en la administracion de
alimentos balanceados; éstos constituyen la base de la dieta de la produccién animal
modema. Las mezclas de alimentos y concentrados son principalmente producidas por
molinos y en menor medida por grandes granjas. Los alimentos concentrados son
mezclas de cereales (molidos o aplastados), utilizados para alimentar cerdos, pollos y
rumiantes, pudiendo utilizarse solos 0 mezclados con forraje. Los ingredientes que se
utilizan para producir estos alimentos le aportan un alto contenido proteico y graso.

1.2- Produccién animal en Argentina

El sector agricola-ganadero es el area que representa el mayor aporte al desarrolio
econdmico del pais. La produccién de vacunos de came y leche, porcinos, ovinos,
caprinos, equinos y aves se distribuye a lo largo de las diferentes regiones del pais,
siendo la regiébn pampeana la que concentra la mayor parte de los establecimientos de
cria de bovinos y porcinos; sus 6ptimas condiciones agro-ecoldgicas la hacen la region
ganadera por excelencia (Fig. 1).

En nuestro pais, la produccion de came de cerdo ha incrementado notablemente en los
ultimos afios, obteniéndose en 2012 una produccién de 331000 tn. El consumo también
continda en ascenso; en 2013 se observé un incremento del 21,31% con respecto al afio
anterior. Actualmente, se consumen en promedio 10,01 kg por habitante por afio
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(kg/hab/afio) (SAGPyA, 2013a). En cuanto a la participacion de la came porcina a nivel
mundial, nuestro pais produce el 0,32% del volumen total.

Con respecto a la produccion de carne aviar, especificamente de pollos parrilleros,
nuestro pais se posiciona en el 9° lugar con 1600000 tn en 2012, lo cual represent6 el 2%
del total producido a nivel mundial. Se observa una tendencia creciente a la incorporacion
de tecnologia (automatizacién de las granjas) y una reorganizaciéon productiva que ha
mejorado sustancialmente la competitividad del sector (Ministerio de Industria, 2012).

Region pampeana
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Figura 1. Regiones ganaderas de la Republica Argentina. Region pampeana (M), region

del noreste argentino (M), regién del noroeste argentino (OJ), region semiarida (M) y region
patagoénica (H).

Otro sector productivo de gran importancia en nuestro pais es el lechero, el cual
representa un entramado productivo de larga tradicibn que por su envergadura y
dispersién geografica tiene un gran impacto social y regional. En la actualidad representa
cerca del 15% de la produccion total de alimentos y bebidas del pais y genera mas de
85000 puestos directos de trabajo entre fa produccion primaria, la industrializacion y las
actividades relacionadas con la logistica y distribucién (Ministerio de Industria, 2012).
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Segln datos de la SAGPyA, en 2013 se produjeron 11338 millones de litros de leche
fluida. El consumo local ha aumentado a 216 Vhab/afio debido a mejoras
macroecondémicas. Se consumen en promedio 43,88 I/hab/afio de leche fluida y 29,75
Kg/hab/afio de derivados lacteos (promedio afio 2012). Las cuencas lecheras se ubican
en centro y sur de Cérdoba, centro y sur de Santa Fe, centro y sur de Entre Rios, Buenos
Aires (cuenca Abasto, norte y sur y Mar y Sierra, oeste) y este de la Pampa (SAGPyA,
2013b).

1.3- El departamento Rio Cuarto

Ubicado al oeste de la regibn pampeana limitando con la regién semiarida, se
encuentra el departamento Rio Cuarto (Fig. 2), el de mayor importancia en la provincia de
Cérdoba en cuanto a produccién agricola-ganadera. Segun el Gltimo censo agropecuario
nacional, en 2008 el Departamento Rio Cuarto poseia 5987 explotaciones agropecuarias
(correspondientes al 11,5 % de las explotaciones de la provincia) sobre una superficie de
1861684 ha, de las cuales el 66% estaban destinadas a la ganaderia (Sociedad Rural de
Rio Cuarto, 2014).

Figura 2. Departamento Rio Cuarto (naranja oscuro) ubicado en el mapa de la provincia
de Cérdoba.
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2- Contaminacion fangica de los alimentos para animales y produccion de
micotoxinas

La contaminacién fliingica de los alimentos destinados a animales es uno de los
problemas mas frecuentes durante su elaboracién, transporte y almacenamiento. En
muchas ocasiones las condiciones climaticas adversas y el manejo deficiente de los
procesos son responsables de una mala conservacion del alimento que lleva al desarrolio
indeseable de hongos filamentosos y levaduras (Gedek y col., 1981). Dicha
contaminacién puede afectar la salud animal con pérdidas econémicas graves en los
productos de came y leche.

Los hongos filamentosos son los agentes biolégicos de mayor tolerancia a las bajas
actividades de agua (aw) y por lo tanto, capaces de colonizar granos y alimentos
balanceados, presentando una gran influencia en los ecosistemas de almacenamiento
como agentes de deterioro (CAST, 2003). El aislamiento y la identificacion de la micoflora
contaminante a partir de diferentes sustratos, son practicas esenciales para el control de
la calidad higiénica y sanitaria de las materias primas y/o productos que son susceptibles
a la colonizacion por una variedad de especies fungicas. Cuando las condiciones
ambientales no favorecen el desarrollo de los hongos, los granos pueden llegar a la
cosecha sin contaminacién apreciable, pero manteniendo toda la carga de esporas
fungicas adquirida durante el crecimiento en el campo. Esto significa que el peligro de
deterioro fingico o contaminacién con sus toxinas continuara presente durante todo el
periodo de post-cosecha. Es por ello que el almacenamiento de granos y alimentos para
animales es un punto critico en la trazabilidad de los mismos, porque a menos que se
adopten todos los recaudos para impedir que se acumule humedad, aumente la
temperatura o se prevenga el ataque por insectos, inevitablemente se produciran
condiciones favorables para el desarrolio fungico (Barberis, 2009). Dicha contaminacion
fungica ocasiona una disminucion significativa de la calidad de los alimentos debida a la
alteracion de las caracteristicas organolépticas (mal olor, sabor y aspecto) y al consumo
de los nutrientes, produciendo el deterioro y reduccién de su contenido nutritivo. La
presencia de estos microorganismos provoca en los animales el rechazo del alimento,
aumento del indice de conversiéon por una deficiencia nutritiva y energética, y problemas
de micosis y micotoxicosis (CAST, 2003). En los climas mas calidos, los cereales pueden
contaminarse con especies tales como Asperygillus fumigatus, A. nidulans, A. sydowii, A.
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terreus y A. versicolor, asociadas normaimente con el almacenamiento de alimentos
destinados al consumo animal (Lacey, 1991). Los factores que influyen en su desarrollo
son el contenido de humedad del sustrato, la temperatura, el tiempo, el grado de invasién
fangica antes del almacenamiento y la actividad de insectos y acaros que facilitan la
diseminacion.

En el caso del ensilaje, los hongos pueden desarrollarse en cualquier sitio donde
encuentren oxigeno. En un ensilaje de buena calidad esto ocurre sblo al inicio del
almacenamiento y se restringe a la capa exterior de la masa ensilada. Pero si las
condiciones de almacenamiento no son buenas, es decir, si por ejemplo se rompe la
cubierta y se produce la entrada de aire o agua, durante el deterioro aerébico todo el
material puede ser invadido por hongos. Las especies que se aislan con mayor frecuencia
a partir del ensilaje de maiz pertenecen principalmente a los géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusanum (El-Shanawany y col., 2005; Garon y col., 2006; Richard y col.,
2007; Alonso y col., 2013; Gonzalez Pereyra y col., 2011) y Mucor (Khosravi y col., 2008;
Reyes-Velazquez y col., 2008). También especies como Byssochlamys nivea y Monascus
ruber, son frecuentes en estos sustratos. Hongos pertenecientes a otros géneros también
colonizan el ensilaje aunque su incidencia es menor (Richard y col., 2007, Biro y col.,
2009). Las condiciones de microaerofilia y pH moderadamente bajo que ocurren dentro
del silo pueden inhibir el desarrollo de Fusanum. No obstante, especies como A.
fumigatus, Penicillium roqueforti y B. nivea estan adaptados a dichas condiciones y
pueden sobrevivir en el ensilaje. Por lo tanto, su incidencia en estos sustratos es elevada
(El-Shanawany y col., 2005; Richard y col., 2007; Keller y col., 2012).

2.1- El género Aspergillus

El género Aspergillus pertenece a los Hyphomycetes e incluye mas de 260 especies
que pueden crecer sobre un amplio rango de sustratos naturales (maderas, textiles,
medicamentos, granos de cereales y frutos oleaginosos) en climas tropicales y
subtropicales, encontrandose en mayor abundancia entre las latitudes 26° a 35° norte o
sur del ecuador (Pitt y Hocking, 1997; Klich y Pitt, 2002). Este género reviste particular
importancia debido a que posee especies capaces de desarrollar y producir metabolitos a
bajas a, y altas temperaturas (Moss, 1991). Ademas, poseen gran versatilidad metabdlica
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y habilidad para dispersar sus esporas en el ambiente. Varias de estas especies son
importantes como patégenos humanos y animales (alergénicas y toxicogénicas
representando un riesgo potencial para su salud), agentes de deterioro de alimentos y
productores de metabolitos toxicos. No obstante, otras poseen cualidades benéficas y
tienen aplicaciones biotecnolégicas (Pitt y Hocking, 1997; Varga y Samson, 2008; Samson
y col., 2004a).

2.1.1- Taxonomia e identificaciéon

Hasta hace unos afios, el género Aspergillus se encontraba dividido en 6 subgéneros,
cada uno con una o mas secciones que incluian aproximadamente 200 especies (Pitt y
Hocking, 1997; Klich y Pitt, 2002). Caracteristicas microscopicas tales como: tamafio y
forma de las cabezas conidiales, morfologia de los conidiéforos, fidlides y métulas, y
presencia de células de Hille y de esclerocios, combinadas con otras caracteristicas
primarias y secundarias constituyeron la base para la taxonomia clasica del género
Aspergillus (Fig. 3). Su sistematica ha sido estudiada durante afios por numerosos
taxonomistas. No obstante, aGn continia en revision (Samson y Varga, 2009). Los
estudios mas importantes se basan estrictamente en caracteres fenotipicos, lo cual ha
provocado errores en la literatura, especialmente en lo referido a la produccion de
micotoxinas (Samson y col., 2006).

En los dltimos afios, el nimero de especies reconocidas de Aspergillus se ha
modificado en base a la construccion de filogenias a partir de secuencias de genes
conservados y a la aplicaciéon del concepto filogenético de especie (Pitt, 2000; Samson y
col., 2006). Recientemente, se han descripto mas de 40 taxones nuevos dentro del
género, se propuso una nueva division en 8 subgéneros y 22 secciones y se incluyeron
mas de 260 especies (Geiser y col., 2007; Peterson y col., 2008).
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Figura 3. Caracteristicas microscopicas del género Aspergillus que permiten su
identificacién por taxonomia clasica. El conidiéforo de la izquierda presenta solo fidlides y
es, por lo tanto, uniseriado. Mientras que el de la derecha es biseriado ya que posee
métulas y fidlides.

2.1.2- ; Cémo definir una especie dentro del género Aspergillus?
El concepto de especie morfolégica, biolégica y filogenética

El concepto de especie morfolégica o fenotipica (Hey, 2001; Tibayrenc, 2006) se basa
en la similitud de caracteres morfolégicos (y usualmente fisioldégicos) observables, como
por ejemplo forma y tamafio de esporas o caracteristicas culturales. En base a estos
caracteres morfolégicos la mayoria de las especies de Aspergillus fueron originalmente
descriptas por Raper y Fennell (1965). Vale la pena sefialar que la mayoria de ellas
resultaron ser las especies correctas cuando se aplicaron, afios mas tarde, otros enfoques
para su reclasificacion (Samson y Varga, 2009). Una especie filogenética corresponde a
un grupo monofilético, compuesto por el menor conjunto diagnosticable de organismos
individuales dentro del cual existe un patron parental de ascendencia y descendencia.
Mientras que el concepto de especie biolégica se refiere a aquellas poblaciones cuyos
miembros son capaces de entrecruzarse libremente bajo condiciones naturales. Este
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concepto asume que los miembros de la misma especie son sexualmente fértiles, que se
cruzan entre y si y dan progenie viable y fértil. Para la definicién de especies en el género
Aspergillus, este ultimo concepto presenta valor limitado, debido a que solo puede ser
aplicado a especies heterotalicas. En respuesta a la constante introduccién de tecnologia
molecular, existe una asidua tendencia a sobrevaluar la contribucion de criterios
(filo)genéticos para la descripcion de las especies. Sin embargo, no existe ningin método
(morfolégico, fisioldégico o molecular) que por si solo funcione a la perfeccion en el
reconocimiento de las mismas. En consecuencia, se ha propuesto un enfoque polifasico
de clasificacion de especies con el objetivo de integrar diferentes tipos de informacion
(datos fenotipicos, genotipicos y fisiolégicos) para lograr un consenso en la taxonomia.

2.1.3- El enfoque polifasico como estrategia para la correcta identificacion de las
especies

Los caracteres moleculares proporcionan el mayor nimero de caracteristicas variables
para la taxonomia de hongos. Sin embargo, la descripcion de las especies debe incluir
datos del mayor nimero de fuentes como sea posible, de los cuales la morfologia,
fisiologia (crecimiento a diferentes temperaturas y ay, crecimiento en agar sacarosa-
creatina), y los datos moleculares, pueden ser utilizadas no sélo como herramientas para
la identificacién de un aislado, sino también para comprender su biologia (Geiser y col.,
2007) (Fig. 4). Se recomienda combinar al menos dos de estas técnicas independientes
para caracterizar Asperygillus segin un enfoque polifasico. Los metabolitos secundarios se
pueden utilizar en el reconocimiento de las especies debido a que tienen gran
especificidad de especie (Frisvad y col., 1989; Larsen y col., 2005). Practicamente todas
las especies de Aspermgillus producen una combinacién Unica de diferentes tipos de
metabolitos (Tabla 1). Para la descripcién de especies es recomendable examinar varias
secuencias de genes (2-3) (por ejemplo ITS, calmodulina, B-tubulina y actina) y remitirse a
las bases de datos. En cuanto a los extrolitos, se sugiere utilizar un conjunto de 4-8
compuestos, en lugar de una sola molécula (Samson y Varga, 2009).

Actualmente, este método de clasificacion, se utiliza para la delimitacion de taxones a
todos los niveles (Hong y col., 2006). En algunos casos, la clasificacion consenso
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contiene un minimo de contradicciones. Se cree que mas parametros estaran disponibles
en el futuro que conferiran estabilidad a este enfoque de clasificacion. En principio, toda la
informacién filogenética, fenotipica y genotipica puede ser incorporada en la taxonomia
polifasica (Samson y Varga, 2009).

ADN
ITS, B-tubulina,
calmodulina, TEFa

Morfologia

Macro (colonial) y
micromorfologia

Fisiologia
Efecto de la T/pH, fuente
deutilizacién de C, CREA
micromorfologia

Extrolitos

Test de Ehrlich, HPLC-
DAD

Ecologia

Huésped, origen
geografico

Genética -
VCG, test de Genomica
complementacion (Mating %, Genémica comparativa

test)

Figura 4. Esquema que muestra el conjunto de datos que pueden ser combinados en una
clasificacion taxonémica polifasica de un taxén de Aspergillus. (Adaptado al espafiol de
Samson y Varga, 2009).
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2.2.- Seccion Fumigati

Aspergillus seccién Fumigati incluye especies que se caracterizan por ser uniseriadas,
presentar cabezas conidiales columnares en tonos verdosos y vesiculas en forma de
frasco (Klich y Pitt, 2002). Las especies teleomérficas fueron ubicadas en el género
Neosartorya (familia Trichocomaceae) por Malloch y Cain (1972). Varias especies de esta
seccidon son de gran relevancia debido a que pueden ser patogénicas o alergénicas para
el hombre y los animales, causar deterioro de alimentos y producir micotoxinas. Una
especie particularmente importante es A. fumigatus, ya que es el principal patégeno
oportunista causante de aspegilosis y otras enfermedades pulmonares en pacientes
inmunocomprometidos (Marr y col., 2002; Hong y col., 2005).

Actualmente, la seccién Fumigati cuenta con un total de 33 especies, 10 anamérficas
(Asperillus) y 23 especies de Neosartorya (homotalicas y heterotdlicas), designadas en
base a taxonomia polifasica (Samson y col., 2007).

2.3- Aspergillus fumigatus (sensu stricto)

Aspergillus fumigatus es un hongo distribuido mundialmente, sapréfito y patégeno
oportunista del hombre y de los animales. Su funcién ecolégica primaria es la de reciclar
carbono y nitrégeno al medioambiente (Wilson y col., 2002; Tekaia y Latgé, 2005), no
obstante, es responsable de micotoxicosis, reacciones alérgicas y de una enfermedad
pulmonar mortal llamada aspergilosis invasiva (Al) en individuos inmunocomprometidos.
Estos individuos poseen mecanismos de defensa inmune (innata y adquirida)
insuficientes, resultando en altas tasas de mortalidad (Stanzani y col., 2005; Woo Bok y
col., 2006). También puede causar aspergillosis broncopulmonar alérgica y aspergilomas
en este grupo de individuos. Este hongo es de gran importancia para la salud publica,
debido a que es capaz de producir micotoxinas tremorgénicas e inducir sindromes
neurolégicos en personas que manipulan alimentos contaminados, tanto en plantas de
produccion de alimentos balanceados como para trabajadores rurales (Gordon y col.,
1993; Pitt, 1994).

En animales, A. fumigatus causa procesos respiratorios como rinitis alérgica en equinos
(Guida y col., 2005) y aspergillosis en pollos y pavos (Lair-Fulleringer y col., 2003; Amé y
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col., 2011) asi como también mastitis clinica o subclinica en vacas, cabras y ovejas (Aller
Gancedo y col., 2000).

Tabla 1. Comparacion de los perfiles de extrolitos producidos por A. fumigatus, A. lentulus
y especies relacionadas en la seccion Fumigati.

Extrolitos Aspergillus  Aspergillus Aspergillus Aspergillus Neosartorya
fumigatus lentulus fumigatiaffinis  novofumigatus fischeri

Acido ciclopiazénico - + = E =
Acido helvdlico + - + + +
Alcaloides del indol
apolares’
Aszonalenina = = -
Aurantina - + +
Cicloequinulina - = +
Indol dimétrico - + . 5

Fiscalinas’ = +

Fischerina’ = . 2 g

Fumagilina + = . - .
Fumiclavinas + - +? e %
Fumigatina +/- - = = -
Fumitremorginas y
Verruculogeno
Fumiquinazolinas’ + i - ’ -
Gliotoxina + = E = =
Neosartorina’ L + + + +
Palitantina - = + + i,
Poliquétidos
apolares’
Pseurotinas + s
Pyrypiropenos + + + - >
Terreina - +

Territrem B - - S +/- =
Tripacidina + = - - +
Triptoquivalinas y
Triptoquivalonas
Compuestos
desconocidos

- - = + -

+
+

4+
1

- = + + =

" Determinados por espectro de UV. Adaptado al espaiiol de Hong y col. (2005).
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2.4- Micotoxinas

Se puede definir a las micotoxinas como metabolitos fungicos secundarios cuya
ingestion, inhalacidon o absorcidon cutanea reduce la actividad, causa la enfermedad o
muerte del hombre y los animales (Wilson, 1995; Pitt y Hocking, 1997). Esta definicion es
un tanto arbitraria, ya que no todos los compuestos téxicos producidos por hongos son
micotoxinas (Bennett y Klich 2003; Frisvad y col., 2007). Aquelios metabolitos fungicos
que son activos contra bacterias, protozoos y animales inferiores incluyendo los insectos,
quedan excluidos, ademas de las toxinas de hongos Basiodiomycetes debido a que éstas
son ingeridas por el consumo de los cuerpos fructiferos, un problema diferente a la
ingestion de toxinas producidas por “micro-hongos”. La definicion de “micro-hongos” no es
rigurosa, pero debe entenderse como referida principalmente a los Ascomycetes,
incluidos aquellos a los que no se les conoce aun su estado sexual (Hocking y col., 2006).

La incidencia de las micotoxinas en la produccion animal, representa uno de los
mayores problemas que preocupa a este sector agroproductivo. El consumo de alimentos
contaminados, ocasiona una drastica reduccion de la productividad caracterizada por una
disminucion de la velocidad de crecimiento y una baja eficiencia alimentaria en animales
de produccion (Osuna, 1989). Esta influencia negativa se debe principaimente a
interferencias que las micotoxinas producen sobre diversos sistemas enzimaticos ligados
al proceso digestivo y del metabolismo de los nutrientes, asi como del sistema
inmunosupresor (Reddy y col.,, 1982). Efectos aditivos o sinérgicos de distintas
combinaciones de micotoxinas son bien conocidos tanto in vitro (Tammer y col., 2007)
como in vivo (Domijan y col, 2007), aunque también se han informado efectos
antagonicos (Wangikar y col., 2005). Los factores que determinan su produccion son: la
resistencia genética del cultivo, las condiciones climatolégicas caracterizadas por altas
temperaturas y alta humedad relativa, condiciones de transporte y almacenamiento
inadecuado y secado deficiente (Wood, 1992). Por lo tanto, la contaminacién del producto
puede ocurrir en cualquier punto de la cadena alimenticia ya sea durante la cosecha,
recoleccion, almacenaje, transporte y/o conservacion.

Las micotoxinas son producidas por un diverso nimero de especies fungicas que
pertenecen principalmente a los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Altemaria e
inciden directamente en la industria agroalimentaria (Kale y Bennet, 1992; Bragulat y col.,
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1995; Pitt, 2002). Los alimentos mas susceptibles a la contaminacién fungica ademas de
los cereales son el mani y otras semillas, asi como también las harinas mal procesadas
de subproductos animales almacenadas en locales humedos, utilizadas como materias
primas en la elaboracion de raciones para la alimentacion de cerdos, bovinos y otros
animales. Ademas de los cereales, los forrajes también hacen su aporte a la
contaminacién con micotoxinas de las raciones animales. Tanto forrajes procesados
secos, como los fardos de alfalfa, o fermentados, como los ensilajes, pueden ser sustrato
de hongos productores de micotoxinas.

2.4.1- Micotoxinas de Aspergillus fumigatus

La principal micotoxina producidas por A. fumigatus es la gliotoxina entre otras como el
verruculogeno, que tiene actividad tremorgénica y genotéxica (Land y col., 1887; Sabater-
Vilar y col., 2003), la fumagilina, un inhibidor de la angiogénesis no usado
terapéuticamente debido a su alta citotoxicidad y genotoxicidad (Ingber y col., 1990;
Amitani y col., 1995), y el 4cido helvélico, un esteroide antibiético que también posee
actividad citotdxica. Estas junto con otras toxinas producidas por esta especie (fumiclavina
C y aurasperon C) parecen tener efectos aditivos y/o sinérgicos (Amitani y col., 1995).

2.4.1.1- Gliotoxina y sus efectos biolégicos

La gliotoxina es la toxina mas potente producida por A. fumigatus y la principal en
importancia toxicolégica en los animales (Dos Santos y col., 2002, Kwon-Chung y Surgui,
2009). En los ultimos afios ha recibido particular atencion debido a sus efectos
inmunosupresores, genotdxicos, citotéxicos y apoptéticos (Waring y col., 1988; Nieminen
y col., 2002; Upperman y col., 2003). Esta micotoxina también es producida por otras
especies flngicas tales como A. terreus y A. niger (kosalec y col., 2005), Candida albicans
(Bertling y col., 2010), entre otras. Pertenece a la familia de las epipolitiodioxopiperazinas,
que se caracterizan por la presencia de un puente disulfuro en el anillo de piperazina que
es esencial para su toxicidad (Gardiner y Howlett, 2005) (Fig. 5).
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Esta toxina exhibe varios roles inmunosupresivos incluyendo inhibicion de la fagocitosis
por macréfagos, inhibicion de la proliferacion de células T activadas por mitégenos y de la
respuesta citotdxica de estas Gltimas, ademas de la apoptosis de macréfagos (Yamada y
col., 2000; Stanzani y col., 2005). Existen fundamentos suficientes de que la gliotoxina es
producida tanto en la aspergillosis animal experimental como en la Al humana, con
concentraciones séricas de 166-785 ng/ml en el 80% de los pacientes con Al. Debido a
sus particulares actividades biolégicas, se cree que actia como un factor de virulencia
(Richard y col., 1996; Latgé, 1999; Lewis y col., 2005). Algunos estudios han informado un
bajo porcentaje de cepas de A. fumigatus productoras de gliotoxina. Sin embargo, un
estudio mas reciente indicd que esta toxina es producida por mas del 95% de los aislados
tanto de origen clinico como ambiental (Kupfahl y col., 2008). Ha sido encontrada en
tejidos infectados con A. fumigatus como ubre de vaca, pulmén de pavo, pulmén de
ratones y en suero de pacientes con Al (Bauer y col., 1989; Kosalec y col., 2005). Los
rumiantes, debido a la alta proporcién de forrajes que consumen diariamente, estarian
particularmente expuestos a la gliotoxina, ya que A. fumigatus es comunmente
encontrado en forrajes conservados (Morgavi y col., 2004, Gonzalez Pereyra y col.,
2008a, 2011, Pena y col., 2010, Keller y col. 2012).

Recientemente, se encontr6 gliotoxina aunque en pequefias cantidades en los conidios
de A. fumigatus, lo cual indicaria un posible rol temprano en el proceso de infeccion. Es
decir, la toxina podria ser incorporada durante la conidiogénesis, no obstante también
podria ser producida durante la germinacién (Fischer y col., 2006; Abad y col., 2010).

A pesar de su reconocida toxicidad hay escasa informacién que describa la producciéon
y estabilidad de las toxinas de A. fumigatus en alimentos (Boudra y Morgavi, 2005).
Alimentos contaminados con esta toxina son potencialmente toxicos para los animales.
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Figura 5. Estructura molecular de la gliotoxina (PM: 326,4).

2.5- Aspergilosis

Desde un punto de vista clinico, el término aspergilosis incluye enfermedades de
diferente patogenia, como son la aspergilosis broncopuimonar alérgica, las formas
pulmonares crénicas no invasivas o semi-invasivas, las formas invasivas de la via aérea
(Al), las formas cutaneas y las formas extrapulmonares y/o diseminadas. Todas ellas
pueden ser producidas por diversas especies del género Aspergillus (de la seccién
Fumigati como A. lentulus y A. fumigatiaffinis, entre otros, y también de otras secciones
como A. flavus, A. niger y A. temreus) pero A. fumigatus sensu stricto es el agente
etioldgico mas frecuente, independientemente de la forma clinica y la afeccién de base del
paciente. Este hongo como fue mencionando antes, es ubicuo en la naturaleza y por lo
tanto la inhalacién de sus conidios es un fendmeno habitual y constante. Sin embargo, la
invasion tisular es infrecuente y ocurre fundamentalmente en pacientes neutropénicos o
sometidos a algin grado de inmunosupresion celular (Segal, 2009).

La incidencia de estas enfermedades, fundamentalmente de la Al, se ha incrementado
en las Ultimas décadas debido principaimente a un aumento de la poblacién de pacientes
inmunodeprimidos en riesgo después de un trasplante de 6rganos, terapia contra el
cancer o en aquellos con enfermedad preexistente en pulmén (Denning, 1998; Fraser,
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1993; Daly y Kavanagh, 2001; Stanzani y col., 2005). A pesar de los avances en el
diagnéstico precoz y de una nueva terapia antiflingica, Al sigue siendo la causa principal
de muerte en estos pacientes, con tasas de mortalidad que oscilan entre 80 y 95%
(Denning, 1998; Woo Bok y col., 2006).

En términos generales, las tres formas de presentacion clinica de las aspegilosis son:

a) Invasiva: que afecta fundamentalmente a los pacientes neutropénicos, donde la
afeccion pulmonar predomina y hay también diseminacion a cerebro, corazén, rifién,
tracto gastrointestinal, higado, tiroides y bazo, tiene mal pronéstico y la mortalidad es muy
elevada,

b) Semi-invasiva: compromete fundamentaimente a pacientes con patologia pulmonar
preexistente,

c) No invasiva: afecta cavidades preexistentes, cavermnas tuberculosas o quistes, donde
coloniza el hongo y se produce lo que se denomina aspergiloma o micetoma (masa
fungica) (Oxilia y col., 2007).

3- Aspergillus fumigatus como contaminante de los alimentos destinados a la
alimentacién animal

Aspergillus fumigatus puede ser aislado practicamente de cualquier tipo de sustrato, en
especial del suelo y materiales organicos en descomposicién. Es frecuentemente
encontrado en alimentos para animales contaminados, siendo uno de los hongos
toxicogénicos que con mas frecuencia contaminan los alimentos ensilados (Cavaglieri y
col., 2005; Gonzalez Pereyra y col., 2008a; Alonso y col., 2013).

En estudios previos se demostré su prevalencia respecto de las demas especies
toxicogénicas presentes en ensilado y alimentos terminados, destinados al consumo de
bovinos sometidos a cria intensiva (Cavaglieri y col., 2005). En Argentina varios
investigadores han aislado esta especie a partir de diferentes alimentos para animales.
Entre ellos Dalcero y col. (1998), Magnoli y col. (1998), Pereyra y col. (2007, 2008b);
Gonzalez Pereyra y col. (2008 a,b,c), Feméandez Juri y col. (2009) y Pena y col. (2010)
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aislaron A. fumigatus en altos niveles a partir de raciones para aves, y alimentos
destinados a cerdos, conejos, caballos, vacas y perros.

Recientemente, Pereyra y col. (2008b), Pena y col. (2010) y Keller y col. (2012)
estudiaron la capacidad gliotoxicogéncia de A. fumigatus aislados de ensilaje de maiz y
sorgo para vacas lecheras, y alimentos terminados para vacas, cerdos, pollos, caballos,
chinchillas y perros, y encontraron que la mayoria de las cepas estudiadas fueron
capaces de producir la toxina en niveles elevados.

3.1-Virulencia y patogenicidad

La patogenicidad de A. fumigafus no depende solamente del estado inmunolégico de
huésped sino también de la virulencia de la cepa fungica, la cual no esta dada por un
unico factor de virulencia esencial, sino que se encuentra bajo control poligenético. Los
factores de virulencia se definen como determinantes de patogenicidad que pueden
causar dafios en el huésped infectado (Casadevall, 2005). Esta definicién incluye a genes
cuya supresién reduce la virulencia de la cepa sin afectar el crecimiento fungico normal,
quedando excluidos por lo tanto, aquellos genes que codifican proteinas biosintéticas
(Osherov, 2007). Otros genes relacionados con la virulencia de A. fumigatus como los de
catalasa o proteasas secretadas, no se ajustan a esta definicion debido a la redundancia
de las familias génicas, y a la dificultad de delecionar todos los genes de una familia en
una sola cepa. No obstante, todos los genes que ayudan y promueven el crecimiento de
A. fumigatus en su nicho ecolégico, estarian también implicados en fa patogénesis de la
Al (Askew, 2008). Por lo tanto, la virulencia de A. fumigatus es multifactorial y debida a la
combinacion de caracteristicas biolégicas del hongo y el estado inmunolégico del
paciente. Algunas de estas caracteristicas del hongo incluyen el tamafio pequefio de sus
conidios (2-3 ym de didmetro) que le permiten alcanzar rapidamente los alveolos
pulmonares, su termotolerancia y resistencia al estrés oxidativo y su alta tasa de
crecimiento y versatilidad nutricional, entre otras (Latgé, 2001; Tekaia y Latgé, 2005;
Askew, 2008; Abad y col., 2010). Ademas, ciertos componentes de la pared celular como
glucanos, galactomananos y manoproteinas, han sido implicadas en el mecanismo de
evasion de la respuesta inmune del huésped por A. fumigatus (Hof y Kupfahl, 2009). Otros
hongos probablemente comparten algunas de estas caracteristicas pero A. fumigatus
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presenta posiblemente una tinica combinacién que lo hace el principal hongo patdégeno en
el mundo (Osherov, 2007).

En el huésped, la produccion “in situ” de gliotoxina por A. fumigatus, puede jugar un rol
importante en la patogénesis de la Al, por facilitar el crecimiento fungico y la colonizacién
del tejido pulmonar a través de la induccién de inmunosupresion local o generalizada
(Pahl y col., 1996; Daly y Kavanagh, 2002; Watanabe y col., 2003; Reeves y col., 2004)
(Fig. 6). Por lo tanto, sus caracteristicas toxicas e inmunosupresivas implicarian que esta
micotoxina posee un rol sustancial en la patogénesis de la Al, sin embargo, como se
mencioné anteriormente no es el unico factor de virulencia que participa en el
establecimiento de la enfermedad (Scharf y col., 2012).
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Conidio
A I

Figura 6. Modelo del desarrollo de la Al. A: Primera etapa de colonizaci6n e invasion del
epitelio pulmonar. B: invasiéon de capilares sanguineos y diseminaciéon en sangre de
fragmentos de hifas, galactomananos y otras moléculas. C: diseminacion y primera etapa
de invasion de 6rganos profundos. Extraido y modificado de Abad y col. (2010).
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3.2- Consecuencias de la exposicion de los animales a Aspergillus fumigatus

En animales, la exposicion a las esporas de A. fumigatus puede resultar en infecciones
fungicas particularmente en aquellos érganos expuestos a la invasion externa como lo son
las vias aéreas, la glandula mamaria y el Utero durante el parto. Sus pequefias esporas
son facilmente esparcidas por el aire, lo cual representa un elevado riesgo para salud del
hombre y de los animales (Land y col., 1987). Las enfermedades respiratorias en aves de
consumo son frecuentes, llevando a pérdidas econémicas importantes (Lair-Fulleringer y
col., 2003). En estos animales, A. fumigatus es el principal patégeno respiratorio,
causando infecciones agudas en pollitos y pavos bebés con altas tasas de mortalidad
(Amé y col., 2011). Este hongo también ha sido aislado de la cavidad nasofaringea de
equinos y es responsable de enfermedades respiratorias en ellos (Guida y col., 2005).

En rumiantes A. fumigatus causa procesos respiratorios, aborto, mastitis y otros
cuadros clinicos (Ainsworth y Austwick, 1973; Gourreau y col., 1988; Smith, 1989). Pepin
(1988), aisldé A. fumigatus a partir de leche de vacas sin sintomatologia, algunas de las
cuales posteriormente sufrieron mastitis aspergilar (manifestado por elevados recuentos
de células somaticas). Recientemente, Pellegrino y col. (2013) estudiaron la asociacion
entre las condiciones higiénicas y sanitarias en el ambiente de vacas lecheras y la
presencia de cepas gliotoxicogénicas de A. fumigatus. Ellos encontraron que la presencia
de ésta especie fue asociada con elevados recuentos de células somaticas en la leche.
Por otra parte, las buenas practicas higiénicas y sanitarias se asociaron con ausencia de
A. fumigatus y recuentos relativamente bajos de células somaticas (<250.000 células/mi),
demostrando el efecto positivo de las buenas practicas de manejo en el control de A.
fumigatus y especies relacionadas en tambos. En ovejas, este hongo produce casi
exclusivamente procesos pulmonares (Nicolas y col., 1985; Gonzalez y col., 1993) y en
ocasiones mastitis, que puede cursar sintomatica o asintomaticamente (Aller y col., 1996;
Pérez y col., 1998). En estos animales, Aller Gancedo y col. (2000), informaron varios
brotes de mastitis causada por A. fumigatus, vinculados al tratamiento antibacteriano
intramamario durante el periodo seco. El proceso cursé sintomaticamente y de modo
agudo, y se observaron dafios en pulmén (nédulos) y en glandula mamaria (abscesos),
manifestandose por microscopia la presencia de las hifas de este hongo, las cuales
también fueron observadas en la leche entera.
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El peligro potencial inherente a A. fumigatus radica en dos posibilidades. La primera,
involucra la incorporacion del hongo al organismo animal. Esta ocurre principaimente de
dos maneras: 1- Inhalacion de esporas flngicas presentes en el alimento contaminado (o
medioambiente) y posibilidad de desarrollo de enfermedades respiratorias, lo cual sera
dependiente del estado inmune del animal y de la virulencia de la cepa, y 2- Afeccion de
tejidos expuestos al ambiente contaminado, por ejemplo: colonizacién de las ubres de
vacas lecheras y desarrollo de mastitis (junto con otros patégenos bacterianos). A este
peligro potencial para el animal u hombre en contacto con ambientes contaminados por A.
fumigatus debe sumarse la produccién de gliotoxina y otras toxinas tremorgénicas que
puede desencadenarse en el organismo del huésped.

La segunda posibilidad, seria la incorporacién de la toxina formada previamente por el
hongo durante su desarrollo en el alimento. Este aspecto ha sido muy poco estudiado, ya
que no se conoce qué concentracion minima de gliotoxina deberia encontrarse en el
alimento para que en el huésped se desencadenen sus actividades bioldgicas, tampoco
se conoce qué efecto tendria sobre la estabilidad de la toxina el pasaje por el tracto
gastrointestinal del animal o del hombre. No obstante, el peligro radica en la exposicion
del animal a esta micotoxina, debido a que podrian producirse problemas de
micotoxicosis. Este término se refiere a un cuadro clinico-patolégico que las toxinas
fungicas ocasionan en el organismo animal o del hombre cuando son ingeridas o
inhaladas en concentraciones determinadas. Las micotoxicosis se clasifican en primarias
o secundarias, segin como haya llegado la toxina al organismo. Una micotoxicosis
primaria se produce al consumir vegetales contaminados y una secundaria al ingerir came
o leche de animales que se alimentaron con forrajes o alimentos contaminados con
micotoxinas. Las micotoxicosis también pueden ser agudas o cronicas dependiendo de la
cantidad de toxina ingerida. La ingestiéon de una cantidad elevada en un periodo corto de
tiempo, lleva al desarrolio de una enfermedad aguda con la manifestacién de sintomas
visibles y que pueden resultar en la muerte de varios o todos los animales implicados,
dependiendo del nivel de contaminacién. Por el contrario, la ingestion de pequefias
cantidades de micotoxinas durante un periodo de tiempo prolongado, lleva a un proceso
crénico de caracteristicas no tan evidentes, donde los principales sintomas son la pérdida
de peso, la inmunosupresion y por lo tanto, la disminucion de los parametros productivos.
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4- El enfoque polifasico para la caracterizacion de Aspergillus fumigatus y especies
relacionadas en la seccion Fumigati

4.1- Los marcadores morfolégicos para la identificacion fingica

Aspergillus fumigatus se identifica microscopicamente por sus caracteristicos conidios
verdes azulados sobre conidiéforos uniseriados con vesiculas subclavadas. Como se
menciond anteriormente, la mayoria de las especies de Aspergillus fueron originaimente
descriptas por Raper y Fennell (1965) en base a caracteres morfolégicos y muchas de
ellas resultaron coincidentes cuando fueron reclasificadas afios mas tarde por otros
taxénomos. No obstante, esta especie puede ser morfolégicamente variable y nuevas
especies han sido definidas en base a taxonomia polifasica, sobre la base de minimas
diferencias fenotipicas. Recientemente, métodos basados en genética indicaron que
organismos fenotipicamente identificados como A. fumigatus constituyen actualmente un
complejo fungico designado Aspergillus seccién Fumigati subgénero fumigati (Vinh y col.,
2009a). La designacion basada U(nicamente en caracteristicas morfolégicas es
controversial debido a que la morfologia es ampliamente dependiente de las condiciones
de crecimiento (Guarro y col, 1999). Varias especies como A. fumigatus, A.
novofumigatus, A. fumigatiaffnis, A. fumisynnematus y A. lentulus presentan una gran
semejanza morfolégica y son dificiles de diferenciar al microscopio éptico. Por ello, se
sugiere utilizar el nombre "complejo” si la identificaciébn estd basada unicamente en
caracteres morfoloégicos, ya que generalmente no distinguen entre especies
estrechamente relacionadas, y en lo posible llevar a cabo esquemas polifasicos para una
correcta identificacion, incluyendo siempre andlisis de secuencias de DNA (Samson y
Varga, 2009).

4.2- Ecofisiologia de hongos toxicogénicos

4.2.1- Parametros ambientales que determinan el crecimiento y producciéon de
micotoxinas

El crecimiento fungico es el resultado de la interacciébn compleja de diversos factores
como la aw, temperatura, pH y tiempo de permanencia en un sustrato, por lo tanto, el
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conocimiento de cada factor individual involucrado es esencial para comprender el
proceso general y para predecir el deterioro flngico en materias primas y alimentos
terminados (Pardo y col., 2005). Los factores ambientales mas importantes que
influencian la germinacién, crecimiento, esporulacién y produccién de micotoxinas en
hongos son la aw y la temperatura (Magan y col., 2003; Belli y col., 2004; Astoreca y col.,
2009). La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes que influye
en la proliferacion y sobrevida de los organismos (Lillehoj y Elling, 1983). Las reacciones
enzimaticas en las células ocurren a mayor velocidad conforme aumenta la temperatura,
aunque dentro de ciertos limites. Al sobrepasar una determinada temperatura maxima se
produce la desnaturalizacién irreversible de las proteinas. Mientras que, por debajo de la
minima los microorganismos detienen su crecimiento pero mantienen su viabilidad. La
medida mas usada de disponibilidad de agua para los microorganismos es la aw, que se
define como la relacién entre la presion de vapor del agua del alimento (p) y la del agua
pura (po) a la misma temperatura. Estas caracteristicas del crecimiento tienen importantes
aplicaciones practicas, ya que la produccion de micotoxinas se ve favorecida
generalmente por una elevada aw en combinacién con temperaturas relativamente altas.

En cuanto a la disponibilidad de oxigeno, descensos en su presion parcial vy,
particularmente, incrementos en el nivel de diéxido de carbono llevan a una marcada
reduccion de la toxicogénesis. El pH puede influir también en el crecimiento del hongo y la
produccién de sus toxinas, sin embargo, su efecto parece no ser tan limitante como el de
los otros factores abiéticos, por lo que se suele estudiar en modelos que incluyen otras
variables (Patterson y Damoglou, 1986). El tiempo de incubacién también condiciona la
cantidad de micotoxina que se puede encontrar en el sustrato. La mayor produccién va a
depender tanto de la cepa como de la via biosintética de cada micotoxina y de los factores
anteriormente mencionados (De Vries y col., 2002).

4.2.2- Influencia de los parametros ambientales sobre el crecimiento de Aspergillus
fumigatus y la produccién de gliotoxina

Aspergillus fumigatus, un hongo saproéfito capaz de crecer y proliferar en una gran
variedad de ambientes, puede colonizar el cuerpo humano o animal donde es desafiado
por diversas condiciones fisicas y quimicas, tales como la presencia de enzimas que
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digieren su pared celular, agentes oxidantes, limitada disponibilidad de nutrientes, o
condiciones fluctuantes de pH, osmolaridad y temperatura (Tekaia y Latgé, 2005). Para
lograr sobrevivir en el huésped, A. fumigatus debe adaptarse a ciertos microambientes
que a menudo se caracterizan por una baja disponibilidad de oxigeno y nutrientes (Barker
y col., 2012). Diversos investigadores sugieren que la capacidad de A. fumigatus y otros
hongos patégenos de adaptarse a condiciones de hipoxia contribuye a su virulencia (Hall
y Denning, 1994; Willger y col., 2009). La adaptacion a los diversos nichos ecolégicos vy, lo
mas importante, el elevado grado de resistencia a condiciones ambientales estresantes
ha contribuido sin duda, al desarrolio de A. fumigatus como un patégeno humano. En este
punto de vista, es razonable suponer que la mayoria de los determinantes de virulencia de
este hongo cumplen un “doble rol” ya que aseguran su supervivencia en el ambiente
natural y apoyan el crecimiento y, por lo tanto, su virulencia en un huésped susceptible
(Casadevall y col., 2003; Rhodes, 2006).

Unos pocos trabajos disponibles en la bibliografia han informado el efecto de ciertos
parametros ambientales sobre el crecimiento y produccién de gliotoxina por A. fumigatus,
aunque siempre se investigaron aislados clinicos. Algunos de estos articulos, proponen
que una condicion de elevado suministro de oxigeno es responsable de la rapida
produccion de gliotoxina por A. fumigatus y que este hongo es capaz de crecer a baja
tension de oxigeno (minimo 0,1%) (Hall y Denning, 1994; Watanabe y col., 2004; Willger y
col,, 2009). Esta ultima capacidad fisiologica tiene importantes implicancias para la
patogenicidad de A. fumigatus. Esto significa que érganos adecuadamente aireados como
el pulmén, como asi también otros tejidos donde la presion parcial de oxigeno es
reducida, pueden ser colonizados. La genética de la regulacién de los perfiles de
metabolitos secundarios es compleja y depende fuertemente del medio de crecimiento y
factores medioambientales. En condiciones de laboratorio, la gliotoxina por ejemplo, es
solamente producida sobre medios de cultivo con baja o ausente fuente de carbohidratos,
como agar extracto de levadura (YES) y agar pulmén de cerdo sometidos a una
temperatura de incubacion de 25°C (mas que de 37°C) (Frisvad y col, 2009). No
obstante, los factores ambientales que influyen en la produccién de gliotoxina por cepas
de A. fumigatus no se conocen en detalle.

Recientemente, algunos autores estudiaron la influencia del pH, temperatura y metales
pesados sobre la actividad de la enzima amilasa y la detoxificacion de aquellos por cepas
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ambientales de A. fumigatus (Faryal y col., 2006; Nwagu y Okolo, 2011). No obstante, no
existe informacion disponible que evalie el efecto de los parametros ambientales
interactuantes de temperatura, aw, pH, disponibilidad de oxigeno y tiempo de incubacién
sobre la fase de latencia, velocidad de crecimiento y produccién de gliotoxina por cepas
de Asperygillus seccion Fumigati aisladas de alimentos destinados a animales.

4.3- Caracterizacion molecular de Aspergillus seccion Fumigati
4.3.1- Generalidades

La identificacion fangica a nivel de especie es importante desde el punto de vista de la
calidad e inocuidad alimentaria ya que pemmite una mejor evaluacion del riesgo
toxicoldgico en los alimentos. A tal fin, numerosas técnicas moleculares han sido
empleadas y optimizadas para lograr la identificacion rapida y certera de las especies
fungicas contaminantes de los alimentos. En los ultimos afios, se han desarrollado y
aplicados diferentes métodos moleculares para la caracterizacion de cepas de A.
fumigatus, incluyendo polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP, del inglés fragment length polymorphism analysis) (Fridkin y Jarvis, 1996; Staab y
col., 2009), andlisis de isoenzimas, analisis de secuencias moderadamente repetidas
(Girardin y col., 1994; Rinyu y col., 1995) y amplificacién al azar de ADN polimdrfico
(RAPD, del inglés Random amplification of polymorphic DNA (Hong y col., 2005, 2010;
Alvarez-Pérez y col., 2009, 2010). La aplicacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) permiti6 una serie de avances tecnolégicos tanto en el diagnéstico
basado en el ADN como en tecnologias de secuenciamiento.

4.3.2- Marcadores moleculares neutros basados en PCR para la tipificacion de
Aspergillus seccion Fumigati

Un marcador de ADN es una pequefia regién de ADN que muestra polimorfismo de
secuencia en individuos diferentes dentro de una misma especie o0 entre especies
distintas. Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria y muy util en varios
campos de la biologia como evolucién, ecologia, biomedicina, ciencias forenses y
estudios de diversidad. No son influidos por el ambiente y son selectivamente neutros.
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Ademas, se utilizan para localizar y aislar genes de interés. Los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en /loci Unicos o
muitiples y son de tipo dominante o codominante (Simpson, 1997). La principal ventaja del
uso de marcadores moleculares es que se puede detectar un nimero casi ilimitado de Joci
polimérficos en los individuos permitiendo una estimacion directa de la variacion genética
en las poblaciones (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Las técnicas moleculares que se
utilizan para discriminar taxones incluyen tanto las que se basan en polimorfismos del
ADN (RFLPs, AFLPs, RAPDs) como en la amplificacion de fragmentos de genes
codificantes de proteinas (calmodulina, B-tubulina, factor de elongaciéon 1-alfa) y de
regiones genoémicas no codificantes del ADNr (ITS e IGS). Variantes de la técnica de PCR
permiten amplificar las secuencias de ADN copia (RT-PCR) y detectarlas en tiempo real
permitiendo la estimacion de la cantidad inicial de ADN (o ADNc) presente en las
muestras (PCR cuantitativa o en tiempo real).

4.3.2.1- Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion

El polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) fue el primer
marcador de ADN utilizado por biélogos poblacionales. Este método expresa diferencias
especificas del ADN que fueron reconocidas por enzimas de restriccion particulares
(endonucleasas de origen bacteriano). Cada una de estas endonucleasas, reconoce y
corta solamente una secuencia especifica de bases nitrogenadas en el ADN, siempre y
cuando estas no estén protegidas (metiladas). Por consiguiente, cualquier ADN que no
este metilado puede ser reconocido y cortado en fragmentos de longitud definida; y
cualquier mutacién dentro de esos sitios, podria cambiar el patrén del fragmento y permitir
que se detecte un RFLP al comparar dos o mas genomas (Valadez y Kahl, 2000).
Dependiendo de la region amplificada, es decir de su tamafio o nivel de variabilidad, este
marcador se aplica para la diferenciacién de cepas o linajes a nivel intraespecifico o entre
especies 0 géneros. Existen dos técnicas para detectar RFLPs: southem blots e
hibridizacién y PCR.

Southern blots e hibridizacion. El ADN genémico (total) es cortado con una o mas
endonucleasas de restriccion. Los fragmentos resultantes se separan en geles de agarosa
por electroforesis y se transfieren a una membrana que puede ser de nylon o de
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nitrocelulosa (southem blotting). La subsecuente hibridacion con una sonda marcada y
deteccién por autorradiografia, luminografia o quimioluminiscencia hara visible un
fragmento de ADN especifico, que puede ser comparado con el fragmento resultante de
otros genomas tratados de la misma forma (Parker y col., 1998).

PCR-RFLP. Los RFLPs son causados por rearreglios del ADN, tales como pérdidas,
inserciones o sustituciones de secuencias o nucleétidos Unicos, lo que genera una
ganancia o pérdida de sitios de restriccion. Esto es detectado a través de diferencias en el
peso molecular de los fragmentos homoélogos de restriccion (Fig. 7). Con el producto
amplificado de PCR (genes o secuencias de ADN polimérfico) se realiza la digestion con
diferentes enzimas de restriccion. Los fragmentos resultantes son separados por
electroforesis en geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio o en geles de acrilamida
tefiidos con nitrato de plata (Karl y col., 1992); luego se comparan los perfiles obtenidos y
se analiza el polimorfismo.
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INDIVIDUO 2

S GTTAAC s GTGAACESsmS GTTAACES'

3w CAATTG mammmmssmmms CACTTG =mamm CAATTGENS
1

fragmentos generados: sustitucion

e

Electroforesis
1 2

3
Carrit 1: individuo 1
== === Carril 2: individuo 2
—— Carrit 3: fragmento sin cortar

Figura 7. Esquema de obtencioén de los RFLP y su visualizacion por electroforesis.
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Este método es mas econdmico y rapido que la deteccién de RFLPs por southern blots
e hibridizaciéon. Los RFLPs generaimente se han utilizado para construir mapas genéticos,
para la clonaciéon de genes basados en mapas y para estudios de diversidad genética. Sin
embargo, una desventaja de esta técnica es que solamente se detecta una fraccion de la
variabilidad de secuencias existentes en el genoma, es decir, su informacién es limitada.
No obstante, constituye un método sencillo y rapido que resulta de gran utilidad para la
agrupacion de aislados (con posibilidad de secuenciar seguidamente para confirmar dicha
agrupacion) y son altamente reproducibles intra- e interlaboratorio.

Diversos trabajos han demostrado la utilidad del analisis por RFLP para inferir
relaciones filogenéticas dentro del género Aspergillus (Varga y col, 2000a) y para
distinguir entre organismos estrechamente relacionados, como el caso de los miembros
de la seccién Fumigati (Staab y col., 2009).

4.3.2.2- Polimorfismo de ADN amplificado al azar

El polimorfismo de ADN amplificado al azar (RAPD) es un marcador genético que
amplifica aleatoriamente segmentos de ADN (an6énimo) en una gran variedad de
especies. Se basa en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios
complementarios al oligonucledtido (cebador) de aproximadamente 10-15 pares de bases
(pb) a lo largo del genoma. Estos cebadores se disefian sin tener en cuenta la informacién
de la secuencia gendmica de la especie a analizar, presentan un alto contenido en G+C y
se utiliza uno solo por reaccion de PCR. El polimorfismo de las bandas entre los
individuos se debe a cambios en la secuencia de los nucledtidos en los sitios de
acoplamiento del oligonucleétido, por insercién o delecion de los fragmentos en estos
sitios (Williams y col., 1990) (Fig. 8). Es un marcador genético dominante es decir, no
puede discemir los homocigotas dominantes de los heterocigotas para un segmento
particular, lo cual brinda menor informacién genotipica al comprarlo con aquellos
codominantes (Backeljau y col., 1995). Los RAPDs son utiles en la elaboraciéon de mapas
genéticos, en estudios de diversidad genética, de parentesco (establecimiento de
genealogias) y en el andlisis de la estructura poblacional, ya que ayudan a estimar
tamano efectivo, aislamiento reproductivo y niveles de fecundacion cruzada.
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Dado el gran polimorfismo que detectan una de sus mejores aplicaciones es la
identificacion genética de individuos, que incluye casos de clones, hibridos somaticos y
mutantes. Otra aplicacion paralela es la deteccién de uniformidad genética; es un
marcador eficiente y rapido que resulta util en la determinacion de estabilidad en
programas de reforestacion (Otero y col., 1997).
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Figura 8. Origen del polimorfismo generado mediante los marcadores RAPD. Este puede

deberse a inserciones (2), deleciones (3) o mutaciones puntuales que impiden el
acoplamiento del cebador (4) o crean un nuevo sitio de union (5).

Una de las principales ventajas de los RAPD es que amplifican regiones tanto
codificantes como no codificantes del ADN y revelan niveles de variacién mas altos que
los RFLPs e isoenzimas (Otero y col., 1997; Russell y col., 1997; Parker y col., 1998); es
una técnica relativamente facil que no necesita conocimiento previo del genoma, no
requiere la construccién o el mantenimiento de una libreria genémica, el numero de /oci
que puede ser examinado es ilimitado y no requiere pruebas radiactivas (Reiter y col.,
1992; Whitkus y col., 1994). Sin embargo, uno de los problemas practicos detectados con
los RAPDs es la reproducibilidad de los resultados. No obstante, en la actualidad estos
marcadores moleculares continian aplicandose para la tipificacién de microorganismos,
ya que permiten una rapida determinacion de la variabilidad genética del conjunto de
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individuos estudiados y se puede mejorar la reproducibilidad optimizando las condiciones
de amplificacién e incluyendo en todas las reacciones duplicados y controles positivos.

Los marcadores RAPD han sido ampliamente utilizados para la genotipificacion de
aislados clinicos (Rath y col., 1997; Khan y col., 1998; Alvarez-Pérez y col., 2009) y
también con fines taxondémicos durante estudios de reclasificacién de especies de la
seccion Fumigati (Hong y col., 2005, 2010).

4.3.3- Utilidad taxonémica de las secuencias de genes conservados para la
identificacion de especies. Secuenciamiento de genes de proteinas

En los ultimos afios se ha extendido la utilizaciéon de genes de proteinas con fines
taxonomicos y para estudios filogenéticos, incorporando principaimente el analisis de los
genes codificantes de proteinas (Berbee y Taylor, 2001). Secuencias parciales de los
genes de B-tubulina, calmodulina, actina y rodlet A han sido utilizadas comparativamente
para investigar las relaciones filogenéticas entre las especies de la secciéon Fumigati
(Balajee y col., 2005a,b; Hong y col., 2005, 2008, 2010; Samson y col., 2007, Yaguchi y
col., 2007). Se reconoce al gen benA, codificante de la B-tubulina, como una valiosa
herramienta para la delimitacion de especies de la seccion Fumigati (Geiser y col., 1998;
Varga y col., 2000a, 2000b; Hong y col., 2005, 2006). Su utilidad radica en que es un gen
conservado con alto grado de variabilidad interespecie y de lenta evolucion. Este gen
codifica para las tubulinas, entre las cuales se incluyen la B8, a, v, 8, y e-tubulinas. La B-

tubulina, junto con la a-, forman los microttbulos.

Figura 9. Estructura del gen de la B-tubulina. Los cebadores Bt2a y Bt2b amplifican un
fragmento de aproximadamente 550 pb en los miembros de la seccién Fumigati. Las cajas
sombreadas indican las regiones codificantes de proteina (exones) y las cajas con trama
las no codificantes (regiones intrénicas).
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4.4- Revision taxonomica de Aspergillus seccion Fumigati

Utilizando el enfoque polifasico de identificacion de especies Balajee y col. (2005a),
Hong y col. (2005, 2008), Samson y col. (2007) y Yaguchi y col. (2007) lograron resolver
la gran variabilidad observada entre cepas fenotipicamente identificadas como A.
fumigatus y otras consideradas “atipicas” mediante la reclasificacion en nuevas especies.
Estos autores combinaron métodos de identificacion de especies como lo son macro- y
micromorfologia, perfil de extrolitos, crecimiento a regimenes de temperatura y estudios
filogenéticos, y las separaron en cuatro grupos, incluyendo a: A. fumigatus sensu stricto,
A. lentulus, A. fumigatiaffinis y A. novofumigatus (Fig. 10). Las dos Ultimas especies
mencionadas fueron propuestas como nuevas en la seccién Fumigati. También, A.
turcosus y especies de Neosartorya como N. denticulata, N. assulata, N. galapagensis
(Hong y col., 2008) y N. warcupii, N. papuensis, N. ferenczii y N. australensis (Samson y
col., 2007) fueron incorporadas a esta secciobn como nuevas especies. La inferencia
filogenética entre estas nuevas especies y las anteriormente incluidas en la seccion
Fumigati fue realizada en base al andlisis de secuencias de ADN de genes parciales,
codificantes para B-tubulina, calmodulina y actina.

Figura 10. Macro y micromorfologia (conidiéforos) de colonias en MEA luego de su
incubacion a 25 °C durante 7 dias. A: A. fumigatus sensu stricto, B: A. lentulus, C: A.
novofumigatus, D: A. fumigatiaffinis. Extraido y modificado de Samson y col. (2007).
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Ademas de A. fumigatus sensu stricto, otras especies como N. fischen, N.
pseudofischeri y N. hiratsukae han sido informadas patogénicas para humanos (Jarv y
col., 2004; Balajee y col., 2005a,b). Recientemente se informé Al producida por A. ustus y
otros aspergilos raros como A. alliaceus (Balajee y col., 2007), A. lentulus (Balajee y col.,
2005a; Montenegro y col., 2009) y A. udagawae (Balajee y col., 2006). Estos aportes
pueden ser importantes en clinica debido a que diferentes especies tienen
susceptibilidades variables frente a multiples drogas antiflingicas e implica, ademas, que
en el huésped apropiado todas ellas pueden causar enfermedad (Balajee y col., 2007).
Patogenicidad para humanos con valores elevados de concentracion inhibitoria minima
(CIMs) frente a anfotericina B y varios triazoles, ha sido también informada recientemente
para las especies de esta seccion que presentan fuerte semejanza morfolégica con A.
fumigatus sensu stricto, tales como A. fumigatiaffinis, A. fumisynnematus, A. lentulus y el
complejo de especies A. vindinutans (Balajee y col., 2005b; Alhambra y col., 2006;
Yaguchi y col., 2007; Alcazar-Fuoli y col., 2008).

5- Estudios fenotipicos y genotipicos para la caracterizacion de especies de la
seccion Fumigati.

Existen actualmente pocos estudios disponibles acerca de la caracterizaciéon fenotipica
de A. fumigatus. Los mas importantes han reportado variabilidad en el pigmento y textura
de las colonias, tasa de crecimiento a diferentes temperaturas, tamaiio y forma de los
conidios, fidlides atipicas y diferencias en el tamano y forma de las cabezas conidiales
(Leslie y col., 1988; Rinyu y col., 1995; Schmidt y Wolff, 1997; Chanteperdrix y col., 2008).
Otros estudios han explorado la utilidad de caracteres fenotipicos y genotipicos para la
clasificacion de A. fumigatus (Leslie y col., 1988; Matsuda y col., 1992; Rinyu y col., 1995;
Debeapuis y col.,, 1997; Katz y col.,, 2005). Algunos investigadores han intentado
encontrar relaciones entre caracteristicas fenotipicas y genotipicas de A. fumigatus, pero
éstos no han logrado obtener una correlacién estricta entre los atributos comparados
(Rinyu y col., 1895, Schmidt y Wolff, 1997). No obstante, es muy importante considerar
ciertas caracteristicas fenotipicas ya que son utiles desde un punto de vista
epidemiolégico y pueden exhibir diferencias entre cepas de fa misma especie o entre
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especies diferentes. Diferencias en las caracteristicas fenotipicas también pueden ayudar
a la identificacion de nuevas especies como lo fue el caso de A. lentulus, quien mostraba
diferencias en el grado de esporulacion y el tamafio de las cabezas conidiales y una baja
susceptibilidad antifingica (Balajee y col., 2005b).

5.1- Estadistica multivariada

Con el objetivo de estudiar la relaciéon entre dos o mas variables simultaneamente, es
posible utilizar métodos estadisticos multivariados. En términos generales, el analisis
multivariado se refiere a todos aquellos métodos estadisticos que analizan
simultaneamente medidas muitiples (mas de dos variables) de cada individuo. Los
métodos estadisticos muitivariados mas utilizados en estudios biotecnolégicos son las
distancias genéticas, los coeficientes de similitud, dendrogramas y conglomerados
(Martinez, 1995).

El agrupamiento de objetos multivariados es frecuentemente utilizado como método
exploratorio de datos con la finalidad de obtener mayor conocimiento sobre la estructura
de las observaciones y/o variables en estudio. Cuando se dispone de numerosas
variables para realizar el agrupamiento, es comun utilizar técnicas de reduccion de
dimension tales como el analisis de componentes principales (ACP), para obtener un
namero menor de variables capaces de expresar la variabilidad en los datos. El ACP es
una técnica estadistica que sintetiza la informacioén, es decir, construye nuevas variables
resultado de la combinacion lineal de las variables originales, reduciendo asi su numero y
analizandolas como componentes para la explicacion de un todo (Crow Santos, 2002).
Con el ACP se construyen ejes artificiales (componentes principales) que permiten
obtener graficos de dispersion de observaciones y/o variables con propiedades 6ptimas
para la interpretacion de la variabilidad y co-variabilidad subyacente. Los graficos mas
utilizados son los Biplots, propuestos por Gabriel (1971), que muestran las observaciones
y variables en el mismo grafico, de forma tal que se pueden hacer interpretaciones sobre
las relaciones conjuntas entre observaciones y variables (Balzarini y col., 2008). El
analisis de conglomerados se utiliza para agrupar observaciones, variables o entidades
de un conjunto de datos en base a sus semejanzas o diferencias. Esta tiene como
finalidad ubicar los objetos en grupos o “clusters” de forma sugerida por los datos, no
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definidos “a prion”, tal que los objetos en un grupo dado tiendan a ser semejantes en
algun aspecto y los objetos en diferentes grupos tiendan a ser distintos (Crow Santos,
2002). Otra opcién para el analisis de un conjunto numeroso de variables, es el analisis de
correlaciones de Pearson (AC de Pearson) (Hotelling, 1936) que se utiliza para
determinar la relaciéon lineal entre dos grupos de variables métricas, unas consideradas
como variables dependientes y otras como independientes. El AC de Pearson provee una
medida de correlacién entre una combinacién lineal de las variables en un conjunto, con
una combinacién lineal de las variables en el otro conjunto.

Rinyu y col. (1995) compararon cepas de A. fumigatus obtenidas a partir de colecciones
de diferentes paises en cuanto a sus caracteristicas morfolégicas, perfil de isoenzimas y
polimorfismos de DNA utilizando métodos de analisis multivariado. Los resultados
indicaron que las cepas exhibieron una gran variabilidad de morfologia de colonias y
rangos de crecimiento a diferentes temperaturas, sin embargo sus caracteristicas
micromorfométricas fueron similares. Por otro lado, demostraron que la técnica de RAPD
fue mas eficiente que el perfil de isoenzimas para caracterizar a las cepas de A.
fumigatus. Los dendrogramas obtenidos para el RAPD y el perfil de isoenzimas
presentaron una buena correlacion pero no correlacionaron con la patogenicidad, la
produccion de pigmentos ni el origen geografico de las cepas.

Otros estudios aplicando la estadistica multivariada permitieron la caracterizacion
fenotipica de cepas de diferentes origenes, ademas de ser propuestas como herramientas
promisorias para la adecuada comprension de la significancia funcional y ecolégica de la
presencia de diferentes cepas de un microorganismo en los ecosistemas microbianos
naturales. Recientemente, Frias de Ledn y col. (2011) realizaron estudios epidemiolégicos
con cepas de A. fumigatus de origen clinico humano de diferentes paises de
Latinoamérica. Estos investigadores observaron que dichas cepas exhibian una
importante diversidad fenotipica y genotipica que consideraron de gran interés para la
eficacia en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades causadas por este hongo. El
estudio relaciond la variabilidad fenotipica, el origen geografico y las caracteristicas
genotipicas. Las cepas de Peri mostraron caracteristicas fenotipicas que permitieron
separarlas claramente del resto de cepas y se relacionaron ademas al origen. La
asociacion entre las caracteristicas fenotipicas y genotipicas fue significativa y
demostrada a través de la aplicacion de la estadistica multivariada.
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Hipotesis y Objetivos

En base a los antecedentes descriptos se plantean las siguientes hipétesis:

< Aspergillus fumigatus potenciales productores de gliotoxina prevalecen en
ingredientes, materias primas y alimentos terminados destinados a animales
domésticos y mascotas.

< Aspergillus fumigatus aislados a partir de alimentos destinados al consumo de
animales domésticos y mascotas presentan un alto grado de variabilidad en su
perfil genético.

Con la finalidad de demostrar las hipétesis planteadas se propusieron y cumplimentaron
los siguientes objetivos:

Objetivos generales:

¢ Evaluar la incidencia de Aspergillus fumigatus y su potencialidad para producir
gliotoxina en alimentos balanceados destinados a animales domésticos y
mascotas.

& Determinar la variabilidad genética de cepas de Aspergillus de la seccidon Fumigati
potencialmente gliotoxicogénicas.

Objetivos especificos SECCION |: Estudios morfolégicos y fisiolégicos de cepas de
Aspergillus seccién Fumigati aisladas de alimentos destinados a la alimentacién animal:

1. Aislar e identificar Aspergillus fumigatus a partir de alimentos destinados a cerdos,
vacas, caballos, pollos y perros.

2. Establecer la frecuencia de distribucién de A. fumigatus en relacién al total de
cepas de Aspergillus spp.

3. Evaluar la capacidad de produccion de gliotoxina de las cepas de A. fumigatus
previamente aisiadas.
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4. Determinar las condiciones culturales mas adecuadas para la produccion de
gliotoxina en medio de cultivo.

5. Poner a punto una metodologia de deteccién y cuantificacion de gliotoxina por
HPLC MS/MS.

Objetivos especificos SECCION II: Estudio de la ecofisiologia de Aspergillus fumigatus
sensu stricto:

1. Estudiar la influencia de factores fisicos sobre el crecimiento y produccién de
gliotoxina por cepas de A. fumigatus sensu stricto.

Evaluar y analizar los resultados estadisticamente.

Objetivos especificos SECCION Ill: Estudios fenotipicos y genotipicos de cepas de
Aspergillus seccion Fumigati

1. Caracterizar fenotipicamente cepas de Aspergillus seccidbn Fumigati para el
estudio de variabilidad en sus caracteres.
2. Comparar mediante métodos moleculares el perfii genético de cepas de

Aspergillus secciéon Fumigati.

3. Aplicar métodos de estadistica multivariada para evidenciar la variabilidad en los
caracteres fenotipicos de las cepas en estudio.
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Seccion I' Materiales y Métodos

1- Materiales

1.1- Medios de cultivo

Agar diclorén rosa de bengala cloranfenicol (DRBC): glucosa 10 g; peptona 5 g;
KPOsH; 1 g; MgSO,4 + 7 H,O 0,5 g; dicloran 2 mg; cloranfenicol 100 mg; rosa de
bengala 2,5 mg; agar-agar 15 g; agua destilada 1000 ml (Pitt y Hocking, 1997).

Agar dicloran- glicerol al 18% (DG18): glucosa 10 g; peptona 5 g; KPO4H, 1 g; MgSO,
+ 7 H,0 0,5 g; dicloran 2 mg; cloranfenicol 100 mg; glicerol 220 g; agar-agar 15 g; agua
destilada 1000 ml (Pitt y Hocking, 1997).

Agar semisélido (0,2%): Tween 80 0,05 ml; agar-agar 0,2 g; agua destilada 100 ml
(Pitt y Hocking, 1997).

Agar extracto de malta (MEA): extracto de malta 20 g; glucosa 20 g; peptona 1 g; agar-
agar 15 g; agua destilada 1000 ml. pH final: 5,0 - 5,5 (Klich y Pitt, 2002).

Agar Czapek Dox (CZA): K,POsH 1 g; sacarosa 30 g; agar-agar 17,5 g; solucion
Czapek concentrado 10 mi; agua destilada 1000 ml. pH final: 6,2 £+ 0,2 (Samson y col.,
2004a).

Agar Czapek Dox- extracto de levadura (CYA): K.POsH 1 g; NaNO; 3 g; KCI 0,5 g;
MgSO, + 7 H,O 0,5 g; FeSO, + 7 H,0 0,01 g; extracto de levadura 5 g; sacarosa 30 g;
agar-agar 20 g; agua corriente 1000 ml. pH final: 6,0 - 6,5 (Samson y col., 2004a).

Nota: Si se utiliza agua destilada es recomendable adicionar 1 mi de solucién de metales traza (1
g ZnS0O,+ 7 H,0 y 0,5 g SO4Cu + 5 H,O en 100 ml de agua destilada).

Agar creatinina-sacarosa (CREA): creatinina (1 H.O) 3 g; sacarosa 10 g; KC! 0,5 g;
MgSO, + 7 H,O 0,56 g, FeSO, + 7 H,O 0,01 g; K;HO4 +3 H,O 1,3 g; purpura de
bromocresol 0,05 g; agar-agar 15 g; agua destilada 1000 ml. pH final: 8,0 + 0,2 (ajustar
después de autoclavar el medio) (Samson y col., 2004a).

Agar harina de avena (OA): harina de avena 3 g; agar-agar 15 g; agua destilada 1000
ml (Samson y col., 2004a).

Preparacién: Calentar 30 g de copos de avena en 1 | de agua, mantener hirviendo a fuego

lento durante 2 h. Filtrar utilizando una tela (gasa) y completar a 1 1. Agregar 15 g de agar-

agar. Cuando se utiliza avena en polvo no es necesario filtrar.
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= Agar sacarosa extracto de levadura (YES): extracto de levadura 20 g; sacarosa 150 g;
agar-agar 20 g; agua destilada 1000 ml (Samson y col., 2004a).

Este medio de cultivo también se utiliza para la determinacién de la capacidad
toxicogénica de Asperygillus secciéon Fumigati.

NOTA: Puede ser modificado agregando 0,5 g MgSO, + 7 H,0.

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 min.

1.2- Soluciones
» Solucion stock de dicloran: 200 mg de dicloran se llevaron a 100 ml con etanol al 95%.

= Solucién stock de cloranfenicol: 250 mg de cloranfenicol se disolvieron en 100 mi de
etanol al 95%.

= Solucién rosa de bengala al 5%: 25 mg de rosa de bengala se mezclaron con 30 mi de
etanol al 95% y se llevé a 100 mi con agua destilada.

= Solucién Czapek concentrado: 30 g de NaNO;; 5 g de KCI; 5 g de MgSO, + 7 H,0; 0,1
g de FeSO, + 7 H20; 0,1 g ZnSO, + 7 H,O y 0,05 g de CuSO, + 5 H,O se disolvieron
en 100 ml de agua destilada.

= Soluciones testigo de gliotoxina: se prepararon disolviendo en fase mévil una de las
soluciones stock de la toxina (1 mg). Para obtener estas soluciones stock se
resuspendié la toxina pura en 5 mi de metanol. Luego esta solucion (5 mg/5ml) fue
fraccionada en cinco viales a una concentracion de 1 mg/mi cada uno, que fueron
secados bajo corriente de N, y almacenados a -20 °C. Las concentraciones de las
soluciones testigo utilizadas se describen en la seccion 2.3.4.
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1.3- Solventes

Todos los solventes organicos utilizados (acetonitrilo, acido acético glacial 99,5%,
cloroformo y metanol) fueron calidad HPLC de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina). El
agua (calidad HPLC) se obtuvo de un purificador de agua Labconco WaterPro Mobile
purification system modelo 90901-01.

2- Métodos
2.1- Obtencién de cepas de Aspergillus seccion Fumigati

Las cepas utilizadas en todas las experiencias de la presente tesis se obtuvieron de la
Coleccién Micoldgica de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (RC) (Tabla 2). Ademas
se evaluaron otras cepas que se aislaron de muestras de alimentos para animales
obtenidas de establecimientos productivos y fabricas de alimentos balanceados ubicadas
en la ciudad de Rio Cuarto y alrededores (zona rural). Estas muestras se analizaron con
el objetivo de obtener un mayor nimero de cepas de Aspergillus seccién Fumigati.

2.1.1- Aislamiento de Aspergillus seccion Fumigati y analisis de la micoflora de
alimentos para animales

2.1.1.1- Origen y composicion de las muestras

Las muestras de alimentos balanceados y ensilaje de maiz (35), fueron provistas por
establecimientos productivos ubicados al sur de la provincia de Cérdoba y por dos
fabricas ubicadas en las afueras de la ciudad de Rio Cuarto (Cérdoba). Los alimentos
terminados para pollos (11), cerdos (7) y vacas (10), procedieron tanto de
establecimientos productivos como de fabricas. Aquellos destinados a la alimentacion de
perros (3), caballos (2), chinchillas (1) y corderos-cabras (1), fueron recolectados sélo de
fabricas (Tabla 3). Los establecimientos productivos, se dedican a la cria de pollos en
sistemas intensivos y destinados al consumo familiar, y a la cria de vacas lecheras cuya
alimentacion se basa en ensilaje de maiz y alimento balanceado. Las muestras de
alimentos fueron procesadas en los mismos establecimientos, obtenidas al azar y de
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aproximadamente 3 Kg cada una. La recoleccién se realizdé desde junio de 2009 hasta
mayo de 2010. En el laboratorio, las muestras primarias fueron homogeneizadas,
mezcladas y cuarteadas hasta obtener muestras representativas de 1 Kg. En el caso de
los alimentos extrusados (pellets), las muestras representativas de laboratorio se molieron
en un molinillo de laboratorio y se homogeneizaron nuevamente. La evaluacién micologica
fue realizada inmediatamente después de su liegada al laboratorio o fueron almacenadas
a 4 °C hasta su analisis dentro de las 24 h.

Tabla 2. Cepas obtenidas de la Colecciéon Micolégica de la UNRC.

Cepas Asperygillus fumigatus Cantidad Origen de aislamiento

A. fumigatus RC2073- RC2082 27 Alimento’ para perros
A. fumigatus RC2067

A. fumigatus RC2068 38 Alimento’ para cerdos
A. fumigatus RC2101- RC2136

A. fumigatus RC2137- RC2149 13 Alimento® para vacas
A. fumigatus RC2150 9 Alimento’ para pollos
A. fumigatus RC2071

A. fumigatus RC2072 5 Alimento’ para caballos
A. fumigatus RC2151- RC2153

A. fumigatus RC2069

A. fumigatus RC2070 20 Alimento’ para chinchillas

A. fumigatus RC2154- RC2166

* Alimento terminado
' Residuo de la industria cervecera
*Ensilaje de malz.
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Tabla 3. Esquema de muestreo y procedencia de los diferentes tipos de muestras de

alimentos destinados a la alimentacion animal.

Destino de Nd
e
los Tipo Composicién centesimal Origen
muestras
alimentos
Inicial’ 75% malz, 25% concentrado” 2 Fabricas
q_. 5 80% maiz, 17% concentrado, 3 % S
Crecimiento 2 Establecimiento
Cerdos alfalfa
. m 3 82% maiz, 15% concentrado, 3 % ]
Finalizador 3 Fabricas
alfalfa
Principalmente maiz y soja (65%). Ll
. Establecimientos
Pollos Parrillero Completado con trigo, cebada, 11 ]
. (9) y Fabrica (2)
harina de carne y de hueso
. Proteina bruta 21% (min.), humedad ]
Perros Premium . 3 Fabrica
12% (max.), grasa 10%, Fibra 4%.
60% maiz, 20% avena, 20% |
Caballos estandar N 2 Fabrica
ensilaje de alfalfa
Ensilaje: Seccién
alta, media y baja 100% ensilaje de maiz 3 Establecimientos
Vacas del silo
lecheras Proteina 18% (min.), humedad
Vacas Lecheras y AL
Ao 10% (min.), Grasa 4% (min.), 5 Establecimientos
(1]
E.L.N* 55% (min.), Fibra 5% (max.)
Principalmente: alfalfa (60%).
Chinchillas Reproductores Complementado con avena, trigo, 1 Fabrica
cebada, girasol, sojay lino
Proteina bruta 15% (min.),
Corderos- s humedad 13% (méx.), E.L.N* 1.5% |
Engorde ] 1 Fabrica
cabras fibra 11% (max.), minerales totales

13% (méax.).

! Destinado a cerdos entre 10-25 Kg. 2 Destinado a cerdos entre 25-30 Kg. > Destinado a cerdos de mas de 60
kg. * Concentrado: 36% proteina, 2% materia grasa, 9% fibra, humedad 12%, cenizas 18%. ° Para vacas de
hasta 18 litros de produccion diaria de leche.® Destinado a animales a partir de los 60 dias. * E.L.N: Extracto

Libre de Nitrégeno.
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2.1.1.2- Recuento, aislamiento e identificacion de la micoflora contaminante

El aislamiento de los aspergilos de la seccidon Fumigati y de la micobiota en general a
partir de las muestras de alimentos para animales se realiz6 mediante el método de
diseminacién en placa. Diez gramos de cada muestra se homogeneizaron con 90 m| de
agua peptonada al 0,1% durante 30 min en un agitador rotatorio. Se realizaron diluciones
seriadas de 10" a 10™y alicuotas de 0,1 ml de cada dilucién se sembraron por triplicado
en los medios de recuento general: DRBC (Abarca y col., 1994), para el recuento total de
la micoflora y DG18 (Pitt y Hocking, 1997), para el recuento de hongos xerofilicos. Las
placas fueron incubadas a 25 °C durante 7 dias en oscuridad. Para el recuento fueron
seleccionadas aquellas placas que contenian entre 10 - 100 colonias. Al final del periodo
de incubacién, se determinaron las unidades formadoras de colonias por gramo de
alimento (UFC/g) en ambos medios de cultivo y se identificaron a nivel de género, de
acuerdo a las claves taxonémicas de Pitt y Hocking (1997) y Samson (2000). Las colonias
que presentaban caracteristicas macroscopicas semejantes a las de A. fumigatus, fueron
trasferidas a agar extracto de malta (MEA) e incubadas nuevamente a 25 °C durante 7
dias en oscuridad para su posterior identificacion.

Una vez identificada la micobiota contaminante a nivel de géneros y confirmados los
apergilos de la seccion Fumigati por claves taxonémicas adecuadas (Pitt y Hocking, 1997
y Klich y Pitt, 2002), se procedié al calculo de la frecuencia de aislamiento de los
diferentes géneros flingicos (porcentaje de muestras en las que estuvo presente cada
género) y de la frecuencia de distribucion de Aspergillus seccién Fumigati
(porcentaje de cepas de esta seccion, en relacién al total de cepas de Aspergillus spp.) en
las muestras de ensilaje y todos los alimentos terminados analizados.

2.2- Identificacion morfolégica de Aspergillus seccion Fumigati
2.2.1- Identificacion segun la clave taxonémica de Klich y Pitt (2002)

Las especies del género Aspemgillus tienen una caracteristica taxonémica en comun
tales como la disposicion de sus conidios en cabezas aspergilares y la presencia de la
célula pie en el origen del conidiéforo (Fig. 2). Estas caracteristicas estables combinadas
con otras primarias y secundarias constituyen la base de la taxonomia clasica del género.
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La clave dicotémica de Klich y Pitt (2002) es la mas utilizada y permite la identificacion
morfolégica de las especies del género Aspergillus.

Todas las colonias presuntivas de pertenecer a la seccion Fumigati que fueron
transferidas a placas de medio MEA e incubadas como se indicé anteriormente, fueron
identificadas morfolégicamente segun dicha clave taxonémica. Para ello, se realizaron
preparados en fresco a partir de cada colonia y se determinaron los caracteres
macroscopicos y microscopicos mas relevantes como color, diametro y reverso de la
colonia, y disposicion de los conidiéforos, forma y tamafio de la vesicula, estipe y
conidios, respectivamente (Tabla 4). Ademas se re-examinaron mediante esta
metodologia todas las cepas de Aspergillus seccion Fumigati tomadas de la Coleccion
Micolégica.

Tabla 4. Caracteristicas macro- y microscopicas de Aspergillus fumigatus, segun Klich y
Pitt (2002).

Micelio .
;‘mm;'l"c‘; reproductivo Micelio D'é';'::;zigse = Reverso
acroscéd (conidios)
T:‘i';glézzas ao e Varia en promedio
8erde clar,o o de 30 a 35 mm en Incoloro,
Blanco, MEA, CYA 25y amarillento,

verde intenso (€N oo nepicuo CY20S, yesde57  grisaceo, verde

CYA 25, MEA . 2
d ; mm en promedio, en 0 marron rojizo.

CY20S y CYA CYA 37,
37)

Conidiéforos g:m Estipe Conidios

1= Globosos a

SIS TS, Incoloros o elipsoidales.

. e . . grisaceos, de pared Lisos,
Fidlides ubicadas Predominan lisa, expandidos [everante

i
el dio] Alemets gradualmente enuna rugosos o

ﬁ,spgﬂzrt:;céﬁ = CalEngar: vesicula piriforme o espinosos, 2-3
Veslouls espatulada. um de
j diametro.
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2.2.2- ldentificacion morfolégica segin Samson y col. (2007)

Durante la identificacion basada en la observacion de los caracteres morfolégicos en
medio MEA (seccién 2.2.1) se observé que existia variabilidad en ciertas caracteristicas
macroscopicas al comparar cepas de diferentes origenes. Por lo tanto, para un estudio
morfolégico mas detallado de las cepas, se aplicé la metodologia de clasificacion de
especies de la seccion Fumigati propuesta recientemente por Samson y col. (2007). Esta
utiliza el enfoque polifasico de clasificacion de especies y describe de forma detallada los
caracteres morfolégicos de cada una de ellas, perfil de extrolitos, distribucién geografica de
las especies, entre otros aspectos relevantes y considera las relaciones filogenéticas entre
los miembros de esta seccién (incluidos los teleomorfos Neosartorya).

Se escogieron 35 cepas que fueron seleccionadas representativamente de cada origen
de aislamiento para ser analizas por esta metodologia. Los medios de cultivo que se
utilizaron fueron: MEA, CZA, CYA, CREA, OA y YES. Una vez inoculado, el medio CYA se
incubd a 25 + 1 °C y 37 + 1 °C, mientras que MEA, CZA, CREA, OA 'y YES sélo a 25 +1
°C. A partir de cada cepa se realiz6 una suspension de esporas en agar semisolido (0,2%)
y desde aqui se inocularon los medios de cultivo en tres puntos equidistantes entre si, en
relacion al borde y centro de la placa. Estos se incubaron durante 7 dias a las
temperaturas anteriormente mencionadas, siguiendo el esquema de inoculacion e
incubacién que se muestra en la Fig. 11.
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MEA CYA (07} .
. Incubacion a 25 °C, 7 dias
YES OA CREA ]
—  Incubacion a 37 °C, 7 dias
CYA |

Figura 11. Esquema de inoculacion para la identificacion morfolégica de aspergilos de la

secciéon Fumigati.

Luego del periodo de incubacién se observaron y registraron los siguientes caracteres
morfoldgicos para cada cepa desarrollada en los diferentes medios de cultivo:

Macroscopicos:
¢ Diametro de las colonias (en todos los medios de cultivo)
¢ Crecimiento y produccién de acidos en CREA
¢ Color y textura de las colonias en MEA
& Color del reverso de la colonia en CZA

¢ Conidiacion (grado de esporulacion)
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El color de la colonia esta determinado por el color de los conidios y constituye una de
las caracteristicas mas importantes en la clasificacién de las distintas secciones en el
caso del género Aspergillus. La textura del micelio esta determinada por la disposicién
de los conidiéforos, y puede variar desde velutinosa, velutinosa-flocosa, flocosa, etc.
Mientras que la coloracion del reverso también puede resultar una caracteristica
distintiva de las diferentes especies.

Microscépicos:
¢ Disposicion de las cabezas conidiales
¢ Forma y diametro de la vesicula
¢ Longitud y ancho del estipe

¢ Tamano, forma y textura de los conidios

E! conidiéforo esta compuestos de tres partes: la céluia pie, el pie propiamente dicho y
la vesicula. Esta es el apice engrosado del conidi6foro; su forma puede variar de globosa
a subglobosa, clavada, piriforme, etc. Esta presente sélo en el género Aspergillus. La
disposicién de las fialides sobre la vesicula determina la forma de la cabeza conidial que
puede variar de columnar a radiada. Los conidios son estructuras reproductoras
asexuales que sirven fundamentalmente para la dispersion. Pueden ser uni- o
multinucleados y su forma, diametro, tamarfio y textura son caracteristicas taxonémicas
relevantes. Finalmente, la longitud del estipe se refiere a la distancia existente desde la
célula pie hasta donde comienza a formarse la vesicula.
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2.3- Estudio del perfil gliotoxicogénico de Aspergillus seccion Fumigati
2.3.1- Cepas

Se determiné la capacidad de produccién de gliotoxina de 143 cepas de Aspergillus
seccion Fumigati; este conjunto incluyé 41 cepas procedentes de alimentos terminados
para perros, 27 de alimentos para vacas lecheras (ensilaje de maiz n=26 y alimento
terminado n=1), 39 de alimentos para cerdos (residuo de la industria cervecera), 20 de
alimentos terminados para chinchillas, 6 de alimentos para equinos y 10 de alimentos
terminados para pollos. Todas ellas se preservaron en medio de cultivo MEA a 4 °C hasta
el momento del analisis.

2.3.2- Capacidad de produccién de gliotoxina

Las cepas se inocularon en el centro de placas de Petri conteniendo agar YES y se
incubaron a 25 °C durante 7 dias en oscuridad. El inéculo consistié de un taco de hongo
de aproximadamente 4 mm x 4 mm tomado de un cultivo en agar MEA (de no mas de 5
dias). Estas condiciones de cultivo e incubacion fueron escogidas como las mas
adecuadas para la produccion de gliotoxina en el laboratorio en base a una experiencia
previa donde se evaluaron tres medios de cultivo (YES, CZ y CYA), dos temperaturas de
incubacién (25 y 37 °C) y dos metodologias de extraccion de la toxina (sonicado durante
60 min y centrifugacién durante 20 min a 9500 rpm).

2.3.3- Extraccion

La extraccion de la gliotoxina se llevé a cabo siguiendo la metodologia propuesta por
Geisen (1996) con modificaciones. Se tomaron con un sacabocado, 3 tacos de agar del
area central, media y periférica de la colonia, se introdujeron en un microtubo Eppendorf
vacio y previamente pesado, y se pesaron. Se obtuvo por diferencia el peso del micelio +
medio de cultivo. Se adicioné 1 mi de cloroformo, se centrifugé la mezcla solvente-
muestra durante 20 min a 9500 rpm y se recuperé la fase cloroférmica (sobrenadante).
Este extracto fue filtrado a través de filtros de membrana de nylon (Titan filtration system,
17 mm; 0,45 pm; Rockwood TN; USA) y 800 ul se evaporaron a sequedad bajo corriente
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de N,. Finalmente, se resuspendié en 200 pl de fase moévil y se us6 para el analisis de
gliotoxina por HPLC-MS/MS. Los niveles de esta toxina se expresaron como ng/g de
micelio en agar YES.

2.3.4- Deteccion y cuantificacion por HPLC-MS/MS

La deteccion y cuantificacion de gliotoxina se realizé de acuerdo a lo propuesto por
Sulyok y col. (2007), con modificaciones. Dicha metodologia debié ser puesta a punto
para llevar a cabo el analisis de los extractos fungicos de las cepas en estudio. Todos los
analisis fueron realizados en un HPLC Waters Alliance 2695 (Waters Corporation, Milford,
MA, USA) equipado con una bomba Waters Alliance 2685, un autoinyector Waters
Alliance 2695, un detector de arreglo de diodos Waters 2996 PDA acoplado a un
espectrometro de masas con analizador de triple quadrupolos en tandem (Quattro Ultima
Platinum) y fuente de electro spray ionizacién (ESI). La columna utilizada fue una A
XBridge™ C18 3,5 um (2,1 x 150 mm) acopiada a una precolumna.

La interface se trabaj6 en modo de ESI positiva. Como gas de nebulizaciéon y de
desolvatacion se utilizd nitrégeno calentado a temperaturas de 150 °C y 200 °C,
respectivamente. El voltaje del capilar fue de 3,00 kV. El flujo de nitrégeno se ajusté a 104
I’/h y 678 I/h para los gases de cono y desolvatacién, respectivamente. El voltaje del cono
fue de 35 V, el dwell time fue de 100 ms y la energia de colisibn de 35 V. Para la
determinacion de gliotoxina se utiliz6 el método de monitoreo de reacciones muiltiples
(MRM). Se obtuvieron los cromatogramas correspondientes a las trazas de las
transiciones del ién precursor de la gliotoxina [M+H]" a dos iones productos o hijas para
dar cumplimiento a criterios cualitativos y cuantitativos. Las transiciones y condiciones de
MRM se muestran en la Tabla 5. La adquisicién de los datos y el procesamiento de los
mismos se realizaron mediante un software Mass Lynx V.4.1 - Copyright 2005, Waters
INC. El ion producto MRM de m/z (relacidén masa/carga) 327>263 fue utilizado para la
cuantificacién. Luego, cuatro puntos de identificacion se usaron para reconocer la
gliotoxina en los extractos flingicos: tiempo de retencion, el ion precursor y ambos
productos idnicos (327>263 y 327>245) (Tabla 5).

La fase movil, eluida a un flujo de 0,2 mi/min, consistié de un gradiente de 1% de acido
acético en agua con 5 mM acetato de amonio (solvente A) y 1% de acido acético en
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metanol con 5 mM de acetato de amonio (solvente B) (Tabla 6). La temperatura de la
columna fue mantenida a 22 °C. Alicuotas de 50 pul de los extractos flngicos finales fueron
inyectados en la unidad. Para obtener una curva de calibracién se inyectaron por
triplicado volimenes crecientes (1 - 30 pl) de dos soluciones de trabajo de gliotoxina en
fase movil de 5000 y 50 ng/mi preparada sobre extracto de medio YES para tener en
cuenta el efecto de matriz en la determinacion (calibracion AM). La cuantificacion de la
gliotoxina en los extractos se realiz6 por medicion del area de los picos y su extrapolacion
a esta curva de calibraciéon El limite instrumental de deteccién y los limites de deteccion
(LOD) y cuantificacién (LOQ), fueron determinados en extractos flingicos y soluciones
testigo de gliotoxina basados en la relacion sefial/ruido (S/N) de 3:1 para LOD y de 10:1
para LOQ.

2.3.5- Ensayos de recuperacion, repetitividad y reproducibilidad del método

Se realizaron estudios de recuperacion de gliotoxina a partir del medio YES con el
objetivo de determinar la eficacia del cloroformo como solvente de extraccion. Para ello,
placas de medio YES fueron fortificadas a dos niveles (25 y 70 pg) con 200 pl de una
solucién de gliotoxina apropiada diluida en metanol:agua (20:80, v/v), e incubadas a 25 °C
durante 24 h, obteniéndose una concentracion final en los tacos de medio de cultivo de
2,5 y 7 ug/g, respectivamente. Se tuvo especial cuidado en la homogeneizacion de la
toxina en el medio de cultivo. Los medios de cultivo fortificados fueron sometidos al
proceso de extraccién, en tres réplicas. Las cantidades de gliotoxina recuperadas fueron
determinadas a partir de una curva de calibracién y expresadas como el valor medio
(porcentaje) de tres réplicas y su desviacion estandar relativa (RSD). Se utiliz6, en todos
los casos, calibracion ajustada por matriz (AM) para corregir la eventual supresién i6nica
resultante de la co-elusibn de compuestos matriciales. Los resultados no fueron
corregidos por el recupero.

Se computaron las desviaciones estandar relativas de las determinaciones llevadas a
cabo el mismo dia (RSD,) como en dias diferentes (RSDg) para analizar la repetitividad y
reproducibilidad, respectivamente. La repetitividad se estimé analizando extractos
fungicos fortificados con gliotoxina a niveles de 0,5; 50; 500 y 1000 ng inyectados (n=3).
Las muestras fueron analizadas el mismo dia por el mismo analista. Mientras que la
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reproducibilidad intra-laboratorio fue determinada en los mismos extractos flingicos pero
medidos en dias diferentes.

Tabla 5. Parametros usados para investigar la producciéon de gliotoxina por HPLC-
MS/MS.

y N lones producto
Compuesto  [M + H] t: (min) CV (V) CE (V)
(m/z)
263 35 15
Gliotoxina 327 14,97
245 35 25

Nota: [M + HJ", lon precursor; tz, tiempo de retencién; MS/MS (m/z), iones producto; CV (V), voltaje
del cono; CE (V), energia de colision.

Tabla 6. Detalle del gradiente utilizado para la determinacién de gliotoxina por HPLC-
MS/MS.

Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)

0,00 10,5 89,5
2,00 10,5 89,5
14,00 97,5 2,5
17,00 97,5 2,5
17,10 10,5 89,5
22,00 10,5 89,5

3- Mantenimiento de las cepas

Las cepas aisladas fueron mantenidas en glicerol al 15% a -80 °C, a fin de evitar
mutaciones o cambios en las caracteristicas fisiologicas de las mismas.
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Seccién I Resultados y discOsié

1- Aislamiento de Aspergillus seccion Fumigati y de la micoflora acompaiante a
partir de alimentos destinados a animales

1.1- Recuentos fangicos

Los recuentos fungicos (UFC/g) obtenidos a partir de las muestras de ensilaje de maiz
destinado a vacas lecheras y de los alimentos terminados para caballos, vacas, pollos,
cerdos y perros, en diferentes medios de cultivo se muestran en ia Tabla 7. En general,
todas las muestras analizadas presentaron contaminacion fungica en un amplio rango de
recuentos, en ambos medios de cultivo. En el caso del ensilaje para vacas y de los
alimentos terminados destinados a cerdos se obtuvo {a mayor variabilidad, ya que se
obtuvieron recuentos desde el limite de deteccién de la técnica a 1 x 10°® UFC/g de
alimento, en DRBC y DG18. Las muestras de alimentos terminados para caballos
presentaron un recuento general de 1 x 102 a 6,7 x 10° UFC/g, en DRBC y de 1 x 10° a
7,6 x 10 UFC/g, en DG18. Los alimentos destinados a cerdos presentaron la mayor
cantidad de muestras (es decir, los porcentajes mas elevados) que exceden el limite de
calidad higiénica establecido por GMP (2008) en 1 x 10* UFC/g de alimento, seguido de
los alimentos destinados a pollos y vacas (ensilaje de maiz y alimento terminado).
Finalmente, si bien las muestras de alimentos para perros presentaron adecuada calidad
higiénica segun los recuentos obtenidos (inferiores al limite), a partir de éstas se obtuvo la
mayor cantidad de cepas de Aspergillus de la seccion Fumigati. Por lo tanto, el limite de
1 x 10° UFC/g debe ser adoptado con precaucién ya que se puede asegurar la
calidad higiénica del alimento pero no su grado de peligrosidad, debido a que ésta
dependera del tipo de flora fingica presente.

Se determiné también la micobiota en muestras destinadas al consumo de chinchillas y
pequeiios rumiantes (corderos-cabras). La muestra de alimento terminado para chinchillas
present6 recuentos de 4,5 x 102 y 2,5 x 10° UFC/g en DRBC y DG18, respectivamente.
Mientras que la muestra destinada a pequefios rumiantes presenté recuentos que fueron
superiores a 1 x 10* UFC/g de alimento en ambos medios de cultivo evidenciando su baja
calidad higiénica.
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Tabla 7. Recuento fungico en muestras de alimentos destinados a caballos, vacas, pollos,
cerdos y perros y porcentaje de muestras que exceden el limite de calidad higiénica.

Recuentos (UFC/g)
Alimento
DRBC DG18 % de muestras
con recuentos
Destinado a Tipo Rango (Min - Méax) Rango (Min - Méax) > al limite!
caballos terminado’ 1x10%-6,7x 10° 1x10%-7,6x 102 ND
vacas terminado 3,5x10%-7,8x10* 1x 10*-9,4 x 10* 60
ensilaje 1x10%- 1x 10° 1x10%-1x 10° 60
polios terminado 1,45x 10° - 1 x 10° 1,05x10°-1 x 10° 63,6
cerdos terminado 1x10%-1x10° 1x10%-1x 10° 71,4
perros terminado 35x10%-1,5x10° 1x10%-2,5x 10° ND

"Alimentos terminados. UFC/g: unidades formadoras de colonias por gramo de alimento. Limite de deteccién:
1 x 10° UFC/g. DRBC: dicloran rosa de bengala cloranfenicol. DG18: dicloran glicerol 18%.
Nivel maximo recomendado para calidad higiénica: 1 x 10* UFC/g (GMP, 2008).

Estos resultados sugieren, en general, una elevada actividad fiingica en los
alimentos determinando baja calidad higiénica e inadecuadas practicas de
almacenamiento de los productos.

La presencia de hongos en los alimentos puede afectar la palatabilidad y reducir la
absorcién de nutrientes en el organismo animal. Diferentes investigadores obtuvieron
resultados similares a partir de alimentos balanceados destinados a pollos (Dalcero y col.,
1998; Magnoli y col., 1998, 2002; Pereyra y col., 2008a), conejos (Magnoli y col., 2005) y
cerdos (Gonzalez Pereyra y col., 2008b). Gonzalez Pereyra y col. (2008a) analizaron
muestras de ensilaje de maiz pre- y post- fermentado procedentes de la region central de
Argentina y encontraron, al igual que en este trabajo, elevados recuentos generales en las
muestras tomadas luego de la apertura del silo (periodo de post-fermentacion). Los
recuentos encontrados por estos autores fueron de 8 x 10° a 2,8 x 10° UFC/g en DRBC y
de 1 x 10? a 2,8 x 10° UFC/g en DG18. Otros autores informaron recuentos fingicos
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totales bajos (10-100 UFC/g) en muestras de alimentos terminados comerciales
destinados a perros, gatos y aves en Portugal (Martins y col., 2003). La determinacién de
los recuentos fungicos en alimentos destinados a animales sirve como complemento del
analisis de micotoxinas ademas de constituir un indicador Gtil de calidad micolégica en
materias primas y alimentos terminados y de practicas de almacenamiento.

1.2- Frecuencia de aislamiento de los géneros fiingicos aislados

Se determiné la frecuencia de aislamiento de los géneros fingicos obtenidos de los
alimentos terminados destinados a caballos. Las muestras estuvieron contaminadas con
los géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium y Eurotium que fueron aislados con
una frecuencia del 50%. Fusanum spp. y Alternaria spp. no se encontraron en dichas
muestras. En el caso de los alimentos destinados a perros, estuvieron contaminados con
4 géneros de hongos filamentosos y con levaduras; Aspergillus spp., Fusarium spp. y las
levaduras fueron aislados de todas las muestras analizadas (frecuencia de aislamiento=
100%), mientras que Penicillium spp. y Cladosporium spp. se aislaron con frecuencias del
67 y 33%, respectivamente.

La frecuencia de aislamiento de los géneros flingicos (%) a partir del ensilaje de maiz y
de los alimentos terminados destinados a vacas lecheras se muestra en la Fig. 12. Los
alimentos terminados presentaron contaminacion con una mayor diversidad de géneros
fungicos en relacion al ensilaje. Se aislaron de este ultimo, especies de los géneros
Aspergillus y Penicillium, del orden Mucorales y levaduras. Las levaduras predominaron
en ambos tipos de alimento (frecuencia de aislamiento= 80%) y en el caso de los
alimentos terminados, junto a los géneros Penicillium y Cladosponum. ElI género
Aspergillus estuvo presente en el 60% de las muestras de ensilaje de maiz y alimentos
terminados, mientras que Fusanum spp. sblo se aislé de los alimentos terminados y
Penicillium spp. del ensilaje (frecuencia de aislamiento del 40% en ambos casos).
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Figura 12. Frecuencia de aislamiento (%) de diferentes géneros fungicos aislados a partir
de ensilaje de maiz y alimentos terminados destinados a la alimentacion de vacas
lecheras.

En los alimentos terminados para pollos y cerdos, Fusarium spp. fue el género
filamentoso mas frecuentemente aislado con frecuencias del 90,9 y 85,7%,
respectivamente. Ambas clases de alimento, presentaron elevada contaminaciéon con
levaduras; éstas se aislaron de todas las muestras de alimentos para pollos (100%) y del
71,4% de las de alimentos para cerdos. Especies de los géneros Aspergillus y Penicillium
fueron aislados de los alimentos para pollos y cerdos con frecuencias del 45,4 y 54,5% y
del 28,6 y 42,9%, respectivamente (Fig. 13). Especies de los géneros Altemnaria,
Cladosporium, Eurotium y Trichoderma y del orden Mucorales se aislaron de ambos tipos
de alimento pero en frecuencias de aislamiento menores.
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Figura 13. Frecuencia de aislamiento (%) de diferentes géneros flngicos aislados de
alimentos terminados destinados a la alimentacién de polios y cerdos.

Todas las muestras analizadas destinadas a las diferentes especies animales
estuvieron contaminadas con al menos dos de los principales géneros micotoxicogénicos.
Penicillium spp. fue encontrado en todas ellas, mientras que Asperyillus spp. y Fusanum
spp. se aislaron de la mayoria de las muestras analizadas (incluidas las destinadas a la
alimentacién de chinchillas, perros y pequefios rumiantes). Un aspecto importante a
destacar es que las levaduras estuvieron presentes en altos porcentajes en la mayoria de
los alimentos analizados. Estas fueron aisladas de todas las muestras de alimentos para
pollos, y del 80 y 71,4% de los alimentos para vacas y cerdos, respectivamente. Si bien
no se conoce aun cudl es el rol que desempefian en los alimentos, distintos autores
indicaron que su presencia generdé la disminucion de la biodisponibilidad de ciertas
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toxinas, como por ejemplo las affatoxinas debido a su adsorcién (Shetty y col., 2007;
Kamalzadeh y col., 2009).

El género Aspergillus fue aislado de todos los alimentos analizados y en algunos casos,
con elevadas frecuencias (Fig. 14). Todas las muestras de alimentos para perros
presentaron contaminacion con especies de este género, mientras que se aislé6 de los
demas alimentos con frecuencias mayores al 28%.

Perros
Terminado vacas
Ensilaje vacas
Pollos

Cerdos

T T = |

0 20 40 60 80 100

Frecuencia de aislamiento (%)

Figura 14. Frecuencia de aislamiento del género Aspergillus (%) aislados de alimentos
destinados a la alimentacién animal.

La presencia de este género en los alimentos para animales es de gran relevancia
debido a las especies toxicogénicas y/o patégenos oportunistas que incluye, como por
ejemplo A. fumigatus, A. parasiticus, A. flavus, A. terreus, entre otros. Resultados
similares a los observados en el presente estudio han sido informados por otros
investigadores en ensilaje de maiz para vacas lecheras (Oude Elferink y col., 2001; Dos
Santos y col., 2002; Cavaglieri y col., 2005; Pereyra y col., 2008b) y en alimentos
terminados para pollos y perros (Dalcero y col., 1998; Pereyra y col., 2008a, Femandez
Juri y col, 2009). Gonzalez Pereyra y col. (2008a,b) encontraron que especies de
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Aspergillus eran prevalentes en las muestras de ensilaje para vacas lecheras, mientras
que en los alimentos terminados para cerdos eran las especies de Fusarnium. Los
resultados coinciden también con los obtenidos en este trabajo a partir de los alimentos
terminados para cerdos. La elevada frecuencia de aislamiento del género Fusarium en los
alimentos terminados para cerdos y polios estaria relacionada principalmente a su
composicion, debido a que se obtienen a partir de un porcentaje elevado de maiz
(aproximadamente 65%). Chuize y col. (1996) y Ramirez y col. (1996) demostraron que
diferentes especies de Fusanum pueden contaminar el maiz durante el estadio de pre-
cosecha.

1.3- Distribucion de cepas de Aspergillus seccion Fumigati en los alimentos para
animales

Se estudié la distribuciéon de Asperygillus seccidon Fumigati en los diferentes alimentos
para animales analizados. De todos aquellos en los que el género Asperygillus estuvo
presente, el ensilaje de maiz destinado a vacas lecheras fue el que mostré mayor
porcentaje de cepas de la seccion Fumigati, seguido de los alimentos para perros y pollos.
Mientras que la frecuencia de distribucién en alimentos terminados para vacas fue sélo
del 3,4%. No se aislaron cepas de Asperyillus seccidn Fumigati a partir de los alimentos
destinados a cerdos (Fig. 15).

La prevalencia de A. fumigatus en el ensilaje puede ser explicada por las condiciones
microaerofilicas y bajo pH presentes en el material ensilado. Estas inhiben el desarrollo de
otros hongos aerébicos y favorece otros como A. fumigatus que son capaces de
tolerarlas. Dos Santos y col. (2002), Garon y col. (2006) y Gonzalez Pereyra y col. (2008a)
demostraron también la prevalencia de esta especie en ensilajes de maiz provenientes de
Portugal, Francia y Argentina, respectivamente.
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Figura 15. Frecuencia de distribucién de cepas de A. fumigatus aisladas a partir de
diferentes alimentos para animales.

2- Identificacion morfolégica de aspergilos de la seccion Fumigati

Durante la observacion de los caracteres macro y microscopicos de todos los
aspergilos de la seccibn Fumigati en estudio, se observé variabilidad en algunos
caracteres macroscopicos, tanto durante la identificacion mediante la clave taxonémica de
Klich y Pitt (2002) como en la metodologia de Samson y col. (2007). El color de las
colonias fue la caracteristica mas manifiesta, ya que en ocasiones presentaron
tonalidades que variaron de turquesa, turquesa verdoso a verde oliva (Fig. 16).

Debido a Ia reciente revisién de la seccion Fumigati y la consecuente descripcién
de nuevas especies las cuales presentan minimas diferencias morfoldgicas,
dificiles de distinguir al microscopio Optico, las cepas identificadas
morfolégicamente como A. fumigatus se clasificaron como Aspergillus seccién
Fumigati hasta la confirmacioén de la identificacién a nivel de especie por métodos
moleculares.
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La Fig. 17 muestra la apariencia de las colonias de una cepa aislada de residuo de la
industria cervecera para cerdos (cepa de Coleccion Micoldgica) en los medios de cultivo

utilizados por Samson y col. (2007) en su metodologia taxonémica polifasica.

La presencia de especies de la seccion Fumigati en alimentos para animales
conlleva un riesgo potencial en la salud, no sélo de los animales que los consumen,
sino también para las personas que los manipulan. Muchas de las especies de esta
seccion (incluidos A. fumigatus sensu stricto y las especies estrechamente relacionadas)
han sido informados como patégenos oportunistas y productores de metabolitos
altamente toxicos, como la gliotoxina y otras micotoxinas tremorgénicas. Magnoli y col.
(2010) recomendaron la evaluacion de A. fumigatus en alimentos para animales debido a
gue esta especie se encuentra frecuentemente asociada al deterioro y calentamiento de

forrajes ensilados, y a su peligro inherente en estos sustratos.

Figura 16. Variabilidad en el color y los surcos de las colonias de Aspergillus seccion
Fumigati. Cepas aisladas de alimento para perros (izq. arriba), ensilaje de maiz (der.

arriba), alimento para chinchillas (izq. abajo) y alimento para caballos (der. abajo).
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Figura 17. Morfologia de las colonias de una cepa de Aspergillus seccién Fumigati
aislada de residuo de la industria cervecera para cerdos en diferentes medios de cultivo y

temperaturas de incubacion.

3- Capacidad de produccion de gliotoxina por Aspergillus seccion Fumigati

Previo al estudio de la capacidad gliotoxicogénica de las cepas, se llevdé a cabo un
ensayo a través del cual se comparé cualitativamente la produccién de gliotoxina en
diferentes condiciones de cultivo, incubaciéon y extraccién de un grupo de cepas. Se
selecciond la mejor condicion por cepa y luego se compard entre cepas a fin de observar
si el comportamiento se repetia en todas. La condicién de cultivo e incubacién mas
adecuada para la produccién de gliotoxina fue el cultivo en medio YES a 25 °C. Mientras
que los dos procedimientos de extraccién ensayados no mostraron diferencias en la
cantidad de toxina extraida del medio de cultivo para todas las cepas ensayadas. Estos
resultados contrastan con los obtenidos por Kosalec y col. (2005), quienes observaron
mayor producciéon de gliotoxina a 37 °C de incubacion. No obstante, Frisvad (2009)
observé que la mayoria de los metabolitos secundarios de A. fumigatus son producidos a

25 °C en comparacion con 37 °C.
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Diferentes autores han enfatizado la importancia de estudiar la habilidad de
produccién de gliotoxina por cepas de A. fumigatus, debido a las particulares
actividades biolégicas que esta toxina presenta y a su activo rol en la patogénesis
de la Al (Upperman y col. 2003, Watanabe y col. 2003, Morgavi y col. 2004, Boudra y
Morgavi 2005).

3.1- Parametros evaluados durante la puesta a punto del método cromatografico
3.1.1- Curva de calibracion y limites de detecciéon y cuantificacién

Se observé un comportamiento lineal en la curva de calibracién AM y= 5.474,5 x (R*=
0,9925, n=12) en el rango de 0,25 a 3000 ng de gliotoxina inyectada. El limite instrumental
de deteccion (S/N=3) fue de 0,25 ng. Mientras que el LOD y el LOQ obtenidos en
extractos fangicos y soluciones testigo de gliotoxina fueron 3,5 y 10,5 ng/g,
respectivamente.

3.1.2- Ensayos de recuperacion, repetitividad y reproducibilidad

Los porcentajes de recuperacion media de gliotoxina a los niveles fortificacion de 2,5 y
7 ug/g ensayados fueron 100,3 y 92,4% con RSDr de 6,6 y 3,8%, respectivamente. Estos
valores estan en concordancia con el criterio adoptado por la Comision Europea para la
Estandarizacién que establece un rango de 70-110% como porcentajes de recuperacion
aceptables para el método de extraccion evaluado (CEN, 1999). Ademas, se obtuvieron
adecuados valores de repetitividad y reproducibilidad intra-laboratorio, expresados como
RSD, y RSDg, respectivamente, para diferentes concentraciones de gliotoxina (Tabla 8).
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Tabla 8. Repetitividad y reproducibilidad intra-laboratorio.

142 2 . — : .
Gliotoxina inyectada Repetitividad Reproducibilidad intra-laboratorio

(ng) RSD; (%) RSDr (%)
0,5 2,5 7,7
1 1.8 -
1,5 2,3 -
50 54 12,7
500 0,3 3,9
1000 1,6 6,5

" La repetitividad fue estimada ensayando extractos fungicos fortificados con gliotoxina (n=3); las
muestras fueron analizadas el mismo dia por el mismo analista. T La reproducibilidad intra-
laboratorio fue estimada sobre extractos flingicos fortificados con gliotoxina en diferentes dias.

3.2- Capacidad gliotoxicogénica

Los niveles minimos y maximos de gliotoxina producidos por cepas de Asperygillus
seccion Fumigati aisladas de las diferentes muestras de alimentos para animales y
aquellas seleccionadas de la Coleccion Micoldgica de la UNRC, se muestran en la Tabla
9. Se obtuvieron cepas de Aspergillus seccion Fumigati gliotoxicogénicas a partir del
ensilaje de maiz, residuo de cerveceria y de los diferentes alimentos terminados. Un
80,5% de las cepas aisladas de alimento para perros fueron capaces de producir
gliotoxina en un amplio rango de concentraciones, que variaron de 10,8 a 1156,1 ng/g,
mientras que las cepas de alimentos para caballos produjeron la toxina en niveles mas
bajos. De aquellas aisladas de ensilaje de maiz para vacas lecheras, un 55,5% produjeron
gliotoxina en amplios rangos, habiéndose detectado en uno de sus extractos el nivel mas
elevado de ésta toxina (3430,5 ng/g).
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Tabla 9. Capacidad gliotoxicogénica de cepas de Aspergillus seccion Fumigati
determinada por HPLC-MS/MS.

Alimento Aspergillus seccién Fumigati productores de
gliotoxina
Niveles de gliotoxina (ng/g)
Destino Tipo Cepas positivas !
Rango (Min-Max)

perros Terminado * 33/41 10,8 - 1.156,1

vacas ensilaje de maiz 16/27 10,8 - 3.430,5

cerdos residuo de cerveceria 22/39 11,2 - 923,86

chinchillas terminado 10/20 12,056 - 344,7

caballos terminado 5/6 10,7 - 68,5

polios terminado 110 12,2

* Alimentos terminados. T Numero de cepas productoras sobre el nimero total de cepas aisladas de
cada alimento. Limite de deteccién de la técnica: 3,5 ng/g. Limite de cuantificacién: 10,5 ng/g.

Rangos amplios de produccién de gliotoxina fueron también observados en el 50 y
56,4% de las cepas aisladas de alimentos terminados destinados a chinchillas y del
residuo de cerveceria para cerdos, respectivamente. Solo una cepa de alimento
balanceado destinado a vacas de produccion lechera fue capaz de producir 239,6 ng/g de
gliotoxina (resultado no mostrado) y s6lo una de alimentos para pollos. Finaimente, se
observo que un 12,5; 23,1; 30,8; 13,3 y 16,7% de las cepas aisladas de alimentos para
perros, vacas, cerdos, chinchillas y caballos, respectivamente, produjeron gliotoxina en
niveles detectables pero que se encontraron por debajo del limite de cuantificacion de la
técnica. La Fig. 18 muestra un ejemplo de la clase de cromatogramas obtenidos durante
el analisis de los extractos fungicos de cepas de Aspergillus seccion Fumigati por HPLC-
MS/MS. Como se observa en la Figura, la precision en la identidad del analito en analisis,
en este caso la gliotoxina, se consigue cuando los picos correspondientes al i6n precursor
y los iones producto (tres en este caso) estan presentes y alineados verticaimente, es
decir eluyen al mismo tiempo de retencién. Estos cuatro puntos de identificacion de la
gliotoxina estan en concordancia con lo establecido por la decision nimero 2002/657 de la
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Comision Europea respecto a criterios y procedimientos para la validacion de métodos
analiticos (Commission Decision 2002/657 EC). La eleccion de una metodologia de
deteccién y cuantificacion de gliotoxina por HPLC-MS/MS, la cual debidé ser puesta a
punto para su analisis a partir de extractos fungicos, se lievé a cabo en respuesta a los
inconvenientes surgidos en la observacién de cromatogramas y en consecuencia, en la
cuantificacion de la gliotoxina mediante HPLC con detector UV. De ésta manera,
utilizando una metodologia sensible y especifica se pudo verificar que los resultados
obtenidos fueran confiables y precisos. Garon y col, (2006) utilizaron un método
multitoxina para detectar y cuantificar gliotoxina, entre otras micotoxinas, por HPLC-
MS/MS en muestras de ensilaje de maiz.

En este trabajo se observé que cepas procedentes de todos los sustratos evaluados
fueron capaces de producir gliotoxina. Se obtuvieron rangos variados de produccion,
siendo las cepas aisladas de alimentos para perros y las de ensilaje de maiz las que
produjeron la toxina en los rangos mas amplios y en concentraciones mas elevadas. En
algunos casos, las cepas aisladas de estos sustratos produjeron mas de 1100 ng/g de
gliotoxina. Distintos autores han informado efectos inmunosupresivos sobre linfocitos
maduros y macréfagos a concentraciones de 25 a 200 ng/mi de suero (Eichner y col.,
1986; Murayama y col., 1996; Stanzani y col., 2005). Ademas, Waring y col. 1988
informaron que concentraciones mayores de 250 ng/ml de gliotoxina inducian apoptosis
en estas células. Pereyra y col. (2008b), evaluaron cepas de A. fumigatus aisladas de
alimentos terminados y ensilaje de maiz para bovinos de produccion de leche e
informaron que aquellas aisladas de alimentos terminados produjeron mayor cantidad de
gliotoxina, en relacién a las aisladas del ensilaje. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en este estudio, donde las cepas aisladas del ensilaje de maiz fueron capaces
de producir los niveles mas elevados de gliotoxina.

Boudra y Morgavi (2005), estudiaron la capacidad de produccion de gliotoxina de 14
cepas de A. fumigatus ambientales (suelo, frutas y filtros de aire acondicionado) y clinicas
en medios de cultivo sintéticos. Después de tres dias de incubacién, 10 cepas produjeron
concentraciones de gliotoxina de 0,2 a 23,2 yg/m! de medio de cultivo, siendo éstas
concentraciones mayores a las obtenidas en este trabajo. Dos Santos y col. (2002),
informaron la capacidad toxicogénica de 27 cepas de A. fumigatus aisladas de ensilaje de
maiz. Ellos encontraron que 16 fueron productoras de fumitremorgen B, mientras que s6lo
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tres cepas fueron capaces de producir gliotoxina. Si bien existen trabajos, como los
mencionados anteriormente, donde se evalué la produccién de gliotoxina por cepas de A.
fumigatus obtenidas de diferentes origenes, el alcance de los estudios en alimentos para
animales es acotado, como también lo es la informacién disponible acerca de la
contaminacion con especies de esta seccion.

En este estudio, la mayoria de las cepas de Aspergillus seccion Fumigati procedentes
de diferentes alimentos para animales, fueron capaces de producir gliotoxina en
concentraciones variadas, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Kupfahi y
col. (2008), quienes encontraron que mas del 95% de las cepas de A. fumigatus
estudiadas produjeron la toxina, tanto las de origen clinico como ambiental. Otros estudios
llevados a cabo por Upperman y col. (2003) demostraron efectos inmunosupresivos y
apoptéticos sobre tejidos celulares a concentraciones de gliotoxina menores a 10 ng/ml.
Las cepas evaluadas en el presente estudio produjeron concentraciones superiores a las
encontradas por los mencionados autores.

La incidencia de aspergilos de la seccion Fumigati en los alimentos destinados a
animales reviste gran importancia debido al doble peligro que supone la presencia
de especies patégenas oportunistas y toxicogénicas como A. fumigatus (sensu
stricto) y especies relacionadas.
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Figura 18.

Cromatogramas HPLC-MS/MS de (A) solucién testigo de gliotoxina (25 ng

inyectados), (B) gliotoxina detectada en los extractos fungicos de la cepa A. fumigatus

RC2082 (origen de aislamiento: alimento para perros), (C) Gliotoxina no detectable en los

extractos de la cepa A. fumigatus RC2139 (origen de aislamiento: ensilaje de maiz). El eje

X representa el tiempo de retencién (min); el eje Y representa la abundancia relativa de
los productos idnicos 327>263 y 327>245.
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Seccion I Materiales y Métodos

1- Evaluacion del efecto de parametros ambientales interactuantes sobre el
crecimiento y produccion de gliotoxina por Aspergillus fumigatus sensu stricto

1.1- Materiales
1.1.1- Medios de cultivo

= Agar extracto de malta (MEA): extracto de malta 20 g, glucosa 20 g, peptona 1 g, agar-
agar 15 g, agua destilada 1000 ml (Klich y Pitt, 2002).

= Agar extracto residuo de la industria cervecera al 3% (ARC): residuo de cerveceria
molido 30 g, agar-agar (Britania) 20 g, agua corriente 1000 ml.

= Agar semisélido (0,2%): Tween 80 0,05 ml; agar-agar 0,2 g; agua destilada 100 mi
(Pitt y Hocking, 1997).

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 min.

1.1.2- Soluciones
= Solucién de HCI (1 M)
= Solucién de NaOH (1 M)

s Soluciones testigo de gliotoxina: se prepararon disolviendo en fase moévil una de las
soluciones stock de la toxina (1 mg). Para obtener estas soluciones stock se
resuspendié la toxina pura en 5 ml de metanol. Luego esta solucién (5 mg/5ml) fue
fraccionada en cinco viales a una concentracién de 1 mg/ml cada uno, los que fueron
secados bajo corriente de N, y almacenados a -20 °C. Las concentraciones de las
soluciones testigo, de acuerdo a la metodologia de deteccion utilizada, se describen en
los puntos 1.2.1.5.2y 1.2.1.5.3.

1.1.3- Solventes

Todos los solventes organicos utilizados (acetonitrilo, acido acético glacial 99,5%,
cloroformo y metanol) fueron calidad HPLC de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina). El
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agua (calidad HPLC) se obtuvo de un purificador de agua Labconco WaterPro Mobile
purification system modelo 90901-01.

1.2- Métodos
1.2.1- Incubacion bajo atmésfera normal de oxigeno

Se evalu6 el efecto de la interaccion entre la ay, pH, temperatura y tiempo de
incubacion sobre el crecimiento y produccion de gliotoxina por cepas de A. fumigatus
sensu stricto bajo condiciones de incubacién a tensién normal de oxigeno.

1.2.1.1- Cepas

Se seleccionaron dos cepas para ser evaluadas en los ensayos ecofisiolégicos cuyo
estado taxonémico a nivel de especie fue confimado mediante el secuenciamiento del
gen de la B-tubulina. Esta metodologia, que se detallara mas adelante en este apartado,
permitié confirmar que pertenecen a la especie A. fumigatus sensu stricto (véase punto 2).
Una de ellas (Af16) se aislé a partir de una de las muestras de ensilaje de maiz para
vacas lecheras analizadas en el estudio anterior (seccién I) y la otra procedente de la
Coleccion Micologica de la UNRC fue aislada de residuo de la industria cervecera
destinado a cerdos (A. fumigatus RC2108). Ambas resultaron productoras de gliotoxina en
medio de cultivo YES durante los ensayos de capacidad gliotoxicogénica expuestos
anteriormente (Af16: 722,8 ng/g de gliotoxina y A. fumigatus RC2108: 923,6 ng/g). Las
cepas se mantuvieron en glicerol (15%, Sigma-Aldrich) a -80 °C hasta el momento del
ensayo.

1.2.1.2- Medio de culitivo

Se prepar6 un medio de cultivo sélido a partir de 3% de residuo de la industria
cervecera molido (ARC). Para ello, se hirvieron a fuego lento 30 g del sustrato en 1 | de
agua durante 30 min. Luego, se completé el volumen a 1 | y se agregd agar-agar al 2%
(p/v). Posteriormente, se modificé la aw del medio basico a 0,937; 0,955 y 0,982 por
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adicién de cantidades conocidas de glicerol segun Dallyn y Fox (1980). Cada medio de
cultivo fue esterilizado a 120 °C por 20 min; luego el pH se acondicioné a 5, 7 y 9 por
adicién de volumenes variables de HCI o NaOH (1 M). Estos valores fueron confirmados
por medio de la utilizacién de un peachimetro (ATl Orion 529 Main Street Boston, MA,
USA). La aw de muestras representativas de cada medio de cultivo fue medida con un
Aqualab Series 3 (Labcell Ltd., Basingstoke, Hants, UK).

1.2.1.3- Inoculacién e incubacion

Los medios de cultivo fueron inoculados a partir de suspensiones conidiales de cada
cepa en estudio en agar semisélido al 0,2%. Para ello, las cepas se desarrollaron
individuaimente en placas de medio MEA a 25 °C durante 7 dias. Se tomé una porcién de
conidios, se resuspendid en el medio semisélido y se utilizé como fuente de inéculo para
las experiencias siguientes. La inoculacién se realizé por puncion def agar con un ansa en
punta en el centro de la placa para cada tratamiento (Pitt, 1979). Las placas inoculadas de
la misma aw fueron introducidas en bolsas de polietileno (aproximadamente 20
placas/bolsa) e incubadas en oscuridad a 18, 25 y 37 °C durante 14 dias. El ensayo se
realizé por triplicado.

1.2.1.4- Medicion de los parametros de crecimiento

Se determiné diariamente el radio de las colonias en crecimiento de cada réplica en dos
angulos perpendiculares entre si, hasta que la colonia alcanzé el borde de la placa. Para
cada tratamiento las medidas se realizaron por triplicado y todo el experimento fue
repetido al menos una vez. La velocidad de crecimiento radial (mm/h) de cada cepa se
calculé seguidamente como la pendiente de la regresién lineal, obtenida graficando el
radio de la colonia de cada réplica vs. el tiempo, en la fase de crecimiento lineal. La fase
de latencia previa al crecimiento micelial se defini6 en cada tratamiento como el tiempo (h)
requerido por el hongo para que su colonia alcance 4 mm de radio y se determiné como la
abscisa de las curvas de velocidad de crecimiento.
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1.2.1.5-. Determinacién de gliotoxina

1.2.1.5.1- Extraccion de la toxina

Se evalué la produccién de gliotoxina por las dos cepas en las diferentes condiciones
ensayadas a los 3, 7 y 14 dias de incubacién. La extraccion de la toxina se llevé a cabo
siguiendo la metodologia propuesta por Geisen (1996), con modificaciones. De las placas
correspondientes a cada tratamiento, se removieron con un sacabocado tres tacos de
agar de diferentes sectores de la colonia, se introdujeron en un microtubo Eppendorf
previamente pesado, y se pesaron. Se obtuvo por diferencia el peso del micelio mas el
medio de cultivo. Se adiciond 1 ml de cloroformo, se centrifugd la mezcla solvente-
muestra durante 20 min a 9500 rpm y se recupero la fase cloroférmica. Las soluciones
fueron filtradas a través de filtros de membrana de nylon (Titan filtration system, 17 mm,
0,45 ym, Rockwood TN, USA) y el extracto obtenido evaporado a sequedad bajo corriente
de N.. Finalmente, éste se resuspendié en 300 ul de fase mévil y se us6 para el analisis
de gliotoxina por HPLC.

1.2.1.5.2- Deteccidn y cuantificacion por HPLC

La gliotoxina se determiné siguiendo la metodologia propuesta por Frisvad (1987), con
algunas modificaciones. El HPLC usado consistié en un cromatégrafo Perkin Elmer 200
Series HPLC System equipado con un autoinyector y un detector UV. Las separaciones
cromatograficas se llevaron a cabo a temperatura ambiente en una columna de fase
reversa C18 (2) Phenomenex Luna (150 mm x 4,6 mm, 5 um de tamafio de particula;
Phenomenex, Inc, CA, USA), conectada a una pre-columna de proteccién. Se empled un
método isocratico y como fase moévil, una mezcla de acido acético en agua (1%) y
acetonitrilo (75:25). El flujo de la fase mévil fue 1,5 ml/min y el volumen de inyeccion de 20
ul. La longitud de onda usada para la deteccion fue de 268 nm y el tiempo de retencién de
8,5 - 8,8 min. Entre cada corrida cromatografica, se programé un lavado de la columna
con 95% de acetonitrilo durante 5 min, seguido de 2 min de estabilizacion en las
condiciones de la corrida. El tiempo de retenciéon fue debidamente corroborado mediante
la técnica de co-inyeccion (Fig. 19). Las soluciones testigo de gliotoxina en fase movil,
fueron preparadas a partir de una de las soluciones stock en metanol (1 mg/ml), luego de
la evaporacion del solvente. La cuantificacion de la gliotoxina en los extractos se realizé
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por medicién del area de los picos y su extrapolacion a una curva de calibracién ajustada
por matriz (AM) obtenida mediante la inyeccién por triplicado de 20 pl de cada solucién
testigo (30; 20; 12,5; 7,5; 6 y 0,3 pug/ml de fase movil). Los limites instrumentales de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), fueron determinados en extractos fingicos y
soluciones testigo de gliotoxina basados en la relacién sedal/ruido (S/N) de 3:1 para LOD
y de 7:1 para LOAQ.
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Figura 19. Confirmacion del tiempo de retencion de la gliotoxina mediante la técnica de
co-inyeccién. Cromatogramas HPLC de un extracto fungico de una cepa productora de la
toxina (A) y confirmacion de su tiempo de retencion (B). C: cromatogramas superpuestos
(A+B).

1.2.1.5.3- Deteccién y cuantificacién por HPLC-MS/MS

Luego de la determinacion de la gliotoxina por HPLC, aquellos extractos flingicos que
resultaron no detectables (nd) o dudosos fueron confimados mediante HPLC-MS/MS,
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siguiendo la metodologia de Sulyok y col. (2007), con algunas modificaciones. Esta
metodologia altamente sensible, fue puesta a punto previamente durante los ensayos de
capacidad gliotoxicogénica de las cepas en estudio (punto 2.3.5 apartado “Materiales y
Métodos” y punto 3.1 apartado “Resultados y discusién”, Seccion I).

Todos los andlisis fueron realizados en un HPLC Waters Alliance 2695 (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) equipado con una bomba Waters Alliance 2685, un
autoinyector Waters Alliance 2695, un detector de arreglo de diodos Waters 2996 PDA
acoplado a un espectrometro de masas con analizador de triple quadrupolos en tandem
(Quattro Ultima Platinum) y fuente de electro spray ionizacion (ESI). La columna utilizada
fue una A XBridge™ C18 3,5 pym (2,1 x 150 mm) acoplada a una pre-columna. La
interface se trabaj6 en modo de ESI| positiva. Como gas de nebulizacion y de
desolvatacion se utilizd nitrégeno calentado a temperaturas de 150 °C y 200 °C,
respectivamente. El voltaje del capilar fue de 3,00 kV. El flujo de nitrégeno se ajusté a 104
I/h y 678 I/h para los gases de cono y desolvatacion, respectivamente. El voltaje del cono
fue de 35 V, el dwell time de 100 ms y la energia de colision de 35 V. Para la
determinacién de gliotoxina se utilizé el método de monitoreo de reacciones multiples
(MRM). Se obtuvieron los cromatogramas correspondientes a las trazas de las
transiciones del i6n precursor de la gliotoxina [M+H]" a dos iones productos o hijas para
dar cumplimiento a criterios cualitativos y cuantitativos. Las transiciones y condiciones de
MRM se muestran en la Tabla 5. La adquisicién de los datos y su procesamiento se llevé
a cabo utilizando el software Mass Lynx V.4.1-Copyright 2005, Waters Inc. El ion producto
MRM de m/z (relacion masa/carga) 327>263 fue utilizado para la cuantificacion. Luego,
cuatro puntos de identificacion se usaron para reconocer la gliotoxina en los extractos
fungicos: tiempo de retencién, el ion precursor y ambos productos iénicos (327>263 y
327>245) (Tabla 5 y Fig. 18).

La fase movil, eluida a un flujo de 0,2 ml/min, consistié de un gradiente de 1% de acido
acético en agua con 5 mM acetato de amonio (solvente A) y 1% de acido acético en
metanol con 5 mM de acetato de amonio (solvente B) (Tabla 6). La temperatura de la
columna fue mantenida a 22 °C. Alicuotas de 50 pl de los extractos flngicos finales se
inyectaron en la unidad. Para obtener una curva de calibracion se inyectaron por triplicado
volimenes crecientes (1 - 30 pl) de dos soluciones de trabajo de gliotoxina en fase movil
de 5000 y 50 ng/ml preparada sobre extracto de medio YES para tener en cuenta el
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efecto de matriz en la determinacion (calibracion AM). La cuantificacion de la gliotoxina en
los extractos se realizé por medicion del area de los picos y su extrapolacion a esta curva
de calibracién. Los limites instrumentales de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ),
fueron determinados en extractos fungicos y soluciones testigo de gliotoxina basados en
la relacién sefal/ruido (S/N) de 3:1 para LOD y de 10:1 para LOQ.

1.2.2- Incubacién bajo atmésfera reducida de oxigenoy 37 °C

Se evalub el efecto de la interaccién entre la aw, pH y tiempo de incubacién sobre el
crecimiento y produccion de gliotoxina por cepas de A. fumigatus sensu stricto bajo
condiciones de incubacion a tensioén reducida de oxigeno y 37 °C.

1.2.2.1-Cepas

Se utilizaron las cepas mencionadas en el punto 1.2.1.7 para ser evaluadas en los
ensayos ecofisiolégicos bajo condiciones de incubacién a 37 °C y atmésfera reducida de
oxigeno (0,4% O,, 5% CO,).

1.2.2.2- Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo sélido ARC al 3% cuya preparacion fue descripta en el
punto 1.2.1.2. Se modifico la aw del medio basico a 0,937; 0,955 y 0,982 por adicion de
cantidades conocidas de glicerol segin Dallyn y Fox (1980). Cada medio de cultivo fue
esterilizado a 120 °C por 20 min; luego se acondicioné el pH a 5, 7 y 9 por adicion de
volimenes variables de HCI o NaOH (1 M). Estos valores fueron confirmados por medio
de la utilizaciéon de un peachimetro (ATl Orion 529 Main Street Boston, MA, USA). La ayw
de muestras representativas de cada medio de cultivo fue medida con un Aqualab Series
3 (Labcell Ltd., Basingstoke, Hants, UK).

1.2.2.3- Inoculacion e incubaciéon

Los medios de cultivo fueron centraimente inoculados a partir de suspensiones de
conidios de cada cepa en estudio en agar semisélido al 0,2%. Las suspensiones
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conidiales fueron preparadas a partir de cultivos esporulantes de cada cepa crecida en
MEA a 25 °C durante 7 dias. Las placas inoculadas que tenian la misma aw fueron
introducidas en bolsas de polietileno (aproximadamente 20 placas/bolsa) e incubadas en
oscuridad a 37 °C durante 14 dias en atmésfera reducida de oxigeno (0,4% Oz, 5% CO.,).
Para crear esta atmésfera modificada se utilizé una incubadora de CO, (New Brunswick
Scientific Innova CO-48, USA). El ensayo se realiz6 por triplicado.

1.2.2.4- Medicion de los parametros de crecimiento

El diametro de las colonias en crecimiento de cada réplica fue medido diariamente en
dos angulos perpendiculares entre si, hasta que la colonia alcanzé el borde de la placa.
inmediatamente después de la medicion, cada placa fue ingresada a la incubadora.

Para cada tratamiento las medidas se realizaron por triplicado y todo el experimento fue
repetido al menos una vez. La velocidad de crecimiento radial (mm/h) de cada cepa fue
seguidamente calculada como la pendiente de la regresion lineal, obtenida graficando el
radio de la colonia de cada réplica vs. el tiempo, en la fase de crecimiento lineal. La fase
de latencia previa al crecimiento micelial en cada tratamiento fue definida como el tiempo
(h) para alcanzar 4 mm de radio y determinada como la abscisa de las curvas de
velocidad de crecimiento.

1.2.2.5- Determinacion de gliotoxina
1.2.2.5.1- Extraccién de la toxina

Se evalué la produccion de gliotoxina por las dos cepas a los 3, 7 y 14 dias de
incubacién a 37 °C y atmoésfera reducida de oxigeno. La extraccion de la toxina se llevo a
cabo siguiendo la metodologia propuesta por Geisen (1996), con modificaciones. De las
placas correspondientes a cada tratamiento, se removieron con un sacabocado tres tacos
de agar de diferentes sectores de la colonia, se introdujeron en un microtubo Eppendorf
previamente pesado, y se pesaron. Se obtuvo por diferencia el peso del micelio mas el
medio de cultivo. Se adicioné 1 ml de cloroformo, se centrifugd la mezcla solvente-
muestra durante 20 min a 9500 rpm y se recupero la fase cloroférmica. Las soluciones
fueron filtradas a través de filtros de membrana de nylon (Titan filtration system, 17 mm,

75



Seccion II' Materiales y Métodos

0,45 pm, Rockwood TN, USA) y el extracto obtenido evaporado a sequedad bajo corriente
de N.. Finalmente, éste se resuspendi6 en 300 pl de fase moévil y se usé para el andlisis
de gliotoxina por HPLC.

1.2.2.5.2- Deteccion y cuantificacion por HPLC

La gliotoxina fue determinada siguiendo la metodologia propuesta por Frisvad (1987)
con algunas modificaciones, como se describe en el punto 1.2.1.5.2.

1.2.2.5.3- Deteccioén y cuantificacion por HPLC-MS/MS

Con el mismo criterio utilizado en el ensayo anterior, luego de la determinacion de la
gliotoxina por HPLC, aquellos extractos flingicos que resultaron no detectables (nd) o
dudosos fueron confirmados mediante HPLC-MS/MS, siguiendo la metodologia de Sulyok
y col. (2007) con algunas modificaciones, tal como se detalla en el punto 1.2.1.5.3.

1.2.3- Analisis estadistico de los datos

De la misma manera que el ensayo se dividié en dos partes, los datos se analizaron
primero entre si dentro de cada ensayo y luego se evaluaron los obtenidos a la
temperatura de incubacion de 37 °C para incorporar el parametro “tension de oxigeno™ al
anadlisis. En todos los casos, se utilizé la regresion lineal del incremento del radio vs. el
tiempo para obtener las velocidades de crecimiento en cada set de condiciones
ensayadas. Los datos de fase de latencia y velocidad de crecimiento de cada cepa fueron
evaluados mediante andlisis de varianza (ANOVA), utilizando el software estadistico
InfoStat para Windows 2012, versién 2.03 (SPSS Inc.). La significancia estadistica fue
juzgada a un valor de p<0,0001. Cuando el analisis fue estadisticamente significativo, se
aplico el test LSD de Fischer (p<0,05) para la determinacion de la minima diferencia
significativa de cada parametro individual sobre las fases de latencia y velocidades de
crecimiento de las cepas.
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Durante el analisis estadistico de la gliotoxina, el set de datos se transformé a log 10
(x+1) para obtener la homogeneidad de varianza, finaimente se aplicaron los test (ANOVA
y LSD de Fischer) descriptos anteriormente.

2- Identificacion molecular a nivel de especie de las cepas incluidas en los estudios
ecofisiolégicos mediante el secuenciamiento del gen de la B-tubulina

2.1- Materiales
2.1.1- Medio de cultivo

» Medio liquido Wickerham: glucosa 40 g, peptona 5 g, extracto de levadura (Britania) 3
g, Extracto de maita (Britania) 3 g, agua destilada 1000 ml (Mulé y col., 2006).

2.1.2- Soluciones y reactivos
2.1.2.1- Soluciones y reactivos utilizados para la extraccion del ADN

« Buffer CTAB al 2%: 2% CTAB, 100 mM Tris-CIH (pH 8), 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl.
» Buffer TE 1X: 10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8

= Cloroformo- alcohol isoamilico (24.1, v/v)

=« Etanol al 70%

» 2- mercaptoetanol

= [sopropanol (2-propanol)

= Acetato de amonio 7,5 M (pH 8).

2.1.2.2- Soluciones y reactivos utilizados para la visualizacion del ADN por
electroforesis en gel de agarosa

= Buffer TAE (50X): 242 g Tris base; 57,1 ml acido acético glacial; 0,56 M EDTA (pH: 8).
= Bromuro de etidio: se agrega 1 ul de una solucién stock (10 mg/ml) cada 20 mi de
agarosa fundida y templada a 45 °C.
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= Marcador de peso molecular: ADN del bacteriéfago A digerido con Hind/// (rango de los
fragmentos: 125 bp - 23.1 kb) (Life technologies, USA).

2.1.2.3- Reactivos utilizados para la amplificacion del gen de la B-tubulina

= Buffer PCR 10X: 200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI. (10X Taq DNA Polymerase
(Brasil)® Reaction Buffer, Invitrogen by Life Technologies).

= MgCl,: 50 mM (Invitrogen by Life Technologies).
= dNTPs: Stock 2 mM (100 pl): se prepara mezclando 2 ul de cada dNTP (GTP, CTP,
ATP y TTP, 100 mM, Invitrogen) en 92 ul de agua bidestilada estéril calidad biologia

molecular.

= Tag DNA polimerasa: (5 U/pl Invitrogen by Life Technologies).

= Cebadores Bt2a/Bt2b: stock 10 uM: se prepara por disolucién del cebador seco
(invitrogen) en el volumen apropiado de agua bidestilada estéril calidad biologia

molecular.

2.2- Métodos
2.2.1- Cepas

Se realizé la caracterizacion molecular de las cepas A. fumigatus RC2108 y Af16
mediante el secuenciamiento del gen parcial de la B-tubulina (benA).

2.2.2- Produccion de la biomasa flingica

A partir de cada cepa desarrollada en MEA a 28 °C durante 7 dias, se realizé una
suspension de esporas en agar semisélido y se transfirié a frascos Erlenmeyer de 250 ml
conteniendo 50 mi de medio Wickerham. Las cepas se incubaron a 28 °C durante 2 a 3
dias en un agitador rotatorio (150 rpm). El micelio se coseché por filtracién bajo presion
negativa creada por vacio, se lavé con agua destilada estéril y se secé entre papel
absorbente. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta el momento de realizar la
extraccion del ADN.
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2.2.3- Extraccion, purificacion y cuantificacion del ADN genémico

El micelio congelado se pulverizé en morteros utilizando nitrégeno liquido para lograr la
ruptura mecanica de las células, y se distribuyé en microtubos Eppendorf de 1,5 ml
estériles que fueron almacenados -20 °C. Para extraer el ADN, se utilizé el buffer CTAB
siguiendo la metodologia propuesta por Leslie y Summerell (2006), con algunas
modificaciones. Al micelio congelado (aproximadamente 1,5 a 2 g) se le adicioné 700 pl
de buffer CTAB al 2% (previamente calentado a 65 °C) y 15 uyl de 2-mercaptoetanol, se
agité la mezcla durante 2 min en agitador vértex y se incubd a 65 °C durante 15 min.
Luego del tiempo de incubacién los tubos fueron nuevamente agitados por 2 min e
incubados a 65 °C durante 15 min. Se agregé 500 ul de una solucién de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1, v/v), se agité la mezcla durante 1 min y se centrifugé a 12000
rpm durante 10 min. Se tomé aproximadamente 600 ul de la fase acuosa y se la trasfirié a
un microtubo Eppendorf estéril. Se agreg6 igual volumen de isopropanol para precipitar
los acidos nucleicos y mitad del volumen de acetato de amonio 7,5 M, mezclando por
inversiéon. Luego se centrifugd la mezcla a 10000 rpm durante 10 min y se descart6 el
sobrenadante. El “pellet” fue lavado 2 veces con 500 ul de etanol frio al 70% (v/v) y se
secd a temperatura ambiente durante 2 a 3 min invirtiendo los tubos sobre papel
absorbente. Por ultimo, los “pellets” fueron resuspendidos en 100 ui de buffer TE 1X para
conservarios hasta su posterior analisis.

El ADN genémico se cuantificO por comparacién visual usando ADN del bacteriéfago A
digerido con Hind/ll como ADN testigo, tedidos con bromuro de etidio (0,5 pg/mi). Las
muestras se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en buffer TAE 1X. El
voltaje y tiempo de la separacién electroforética fue dependiente de la cuba de
electroforesis utilizada. Se realizaron las diluciones correspondientes de cada muestra de
ADN en buffer TE 1X hasta obtener una concentracion aproximada de 5-10 ng/ul.

2.2.4- Reaccion de amplificacion

Para la amplificacion parcial del gen de la B-tubulina (benA), se utilizaron los cebadores
Bt2a/Bt2b (Glass y Donaldson, 1995), siguiendo la metodologia propuesta por Samson y
col. (2004b), con algunas modificaciones.
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Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en un termociclador MJ
Research PTC-200 (MJ Research Inc., Watertown, MA) en las condiciones que se
muestran en la Tabla 10. La mezcla de reaccién para el par de cebadores, consistié en un
cebador direccionado en “forward” (Bt2a) y otro direccionado en “reverse” (Bt2b). Un
control negativo que no contenia ADN templado se incluyé en el experimento a fin de
corroborar posibles contaminaciones de los reactivos.

Tabla 10. Mezcla de reaccion para la amplificacion del gen parcial de la B-tubulina.

Componentes 1 reaccién
ADN molde (aprox. 5 ng/ul) 2 ul
Buffer de reaccion 10X 5 ul
MgCl, 50 mM 2 ul
dNTPs (2 mM) Sul
Cebador “forward” 10 uM 2
Cebador “reverse” 10 uyM 2l

Taq DNA polimerasa (5 U/ul) 0,25 ul

H,0 bidestilada estéril 31,75 ul
Voiumen final: 50 ul

Para obtener las secuencias, se utilizé el siguiente programa de PCR: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de amplificaciéon a 94 °C
por 1 min, 58 °C por 1 min y 72 °C por 1 min. Se realizé6 ademas, una extension final a 72
°C durante 7 min. Finalmente, la reaccion se mantuvo a 4 °C durante 10 min.

Los productos de amplificacién (5 ul) se examinaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) utilizando como buffer de
comida Tris-acido acético-EDTA (TAE) 1X, pH 8. El gel se visualizé por medio de un
transiluminador UV a 302 nm y el tamario del fragmento obtenido (aproximadamente 550
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pb) se estimé por comparacion visual con ADN testigo (Invitrogen, 100-bp Ladder) con
bandas de referencia que oscilan entre 100-2072 pb.

Los fragmentos amplificados se purificaron utilizando columnas de purificacion de ADN
(DNA Wizard DNA Clean-Up Kit, Promega, Madison, WI) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Ambas cadenas de ADN, fueron secuenciadas en un secuenciador Applied
Biosystem ABI 3730 sequencer (Applied Biosystem) mediante el método enzimatico de
terminaciéon de cadena de Sanger (1977) utilizando el par de cebadores Bt2a/Bt2b.

2.2.5- Alineamiento de secuencias nucleotidicas

Las secuencias de ambas cadenas de ADN de los productos de PCR se alinearon
usando el programa informatico BioEdit version 7.0.9.0 (Thompson y col. 1994)
(http://www.mbio.ncsu.edu/RNasaP/info/programs/BIOEDIT/bioedit.html), y en caso de ser
necesario se realizaron algunos ajustes manuales. Las secuencias obtenidas (de
aproximadamente 500 pb) se compararon con otras disponibles en la base de datos del
GenBank (NCBI o National Center for Biotechnology Information) para determinar su
homologia. Para ello, se realizé un alineamiento basico local entre las secuencias
(BLAST, Basic Local Alignment Search Tool: (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTY/), lo cual
permiti6 determinar el porcentaje de maxima identidad de las secuencias cargadas con
las disponibles en la base de datos. Ademas, con el objetivo de observar el agrupamiento
de las dos cepas en estudio con otras especies de la seccion Fumigali, se aplicoé el
método de analisis Neighbor-Joining utilizando el programa MEGA version 4 (Tamura y
col., 2007). Se consider6 un bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985) para
corroborar la certeza estadistica de las diferentes ramas generadas. Las secuencias de
las especies de la seccidon Fumigati que se usaron para estos analisis fueron tomadas del
GenBank y se muestran en la Tabla 11. Aspergillus brevipes (n° de acceso: AY685179.1)

fue utilizado como grupo extemos para el analisis.
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Tabla 11. Secuencias y cepas evaluadas en el andlisis preliminar de parsimonia.

c’pa N° de
- Especie Origen acceso al Referencia
f-tubulina GenBank
KACC 41954 Aspergillus sp. desconocido DQ534075
CBS 121.53 A. fumigatus Desconocido, Holanda DQ534076
CBS 315.60 A. fumigatus secrecién pulmonar humana, Holanda  DQ534077
CBS 520.62 A. fumigatus esputo humano, Holanda DQ534078
CBS 511.64 A. fumigatus suelo, Holanda DQ534079 Hanalvteol
CBS 154.89 N. udagawae Suelo de citricos, USA DQ534080 (Z%gS) 1
CBS 612.97 A. lentulus desconocido DQ534081
IBT13131 A. fumigatiaffinis Mejilla de raton,USA DQ094884
IBT12703 A. fumigatiaffinis Suelo, USA DQO094885
IBT16806 A. novofumigatus Suelo, Ecuador DQ094886
IBT16755 A. novofumigatus Suelo, Ecuador DQO094887
IBT27920 A. turcosus Aire Acondicionado, Corea DQ534142
IBT27921 A. turcosus Aire Acondicionado, Corea DQ534143 Hona v col
IBT3016 A. turcosus Aire Acondicionado de auto, Corea DQ534144 (2%g8) ]
IBT16756 N. galapensis Suelo, Ecuador DQ534145
IBT16763 N. galapensis Suelo, Ecuador DQ534146
KACC41675 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534082
KACC41676 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534083
KACC 41677 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534084
KACC 42228 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534085
KACC 41680 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534086
KACC F3746 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534087
KACC F3747 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534088
KACC F3748 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534089
KACC F3760 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534090
KACC F3762 N. fenneliiae Suelo cultivado, Corea DQ534091 Hong y col.
KACC F3763 N. fennefliae Suelo cultivado, Corea DQ534092 (2006a)*
KACC F3765 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534093
KACC 41687 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534094
KACC 41688 N. hiratsukae Suelo cultivado, Corea DQ534095
KACC 41689 N. hiratsukae Suelo cultivado, Corea DQ534096
KACC 41692 N. hiratsukae Suelo cultivado, Corea DQ534097
KACC F3749 N. quadricincta Suelo cultivado, Corea DQ534098
KACC F3768 N. quadniincta Suelo cultivado, Corea DQ534099
KACC F3786 N. quadricincta Suelo cultivado, Corea DQ534100
KACC F3810 N. quadnicincta Suelo cultivado, Corea DQ534101
KACC 41683 N. udagawae Suelo cultivado, Corea DQ534102
KACC F3759 N. udagawae Suelo cultivado, Corea DQ534103
IMI367415 A. viridinutans Desconocido DQ534153
IBT 3016 Neosartorya sp. Desconocido DQ534154
KACC 41626 Neosartorya sp. Desconocido DQ534155
KACC 42092 Neosartorya sp. Desconocido DQ534156 Hong y col
KACC 41181 N. aureola Desconocido DQ534157 (2008b)* i
CBS 253.94 N. quadnicincta Conservas de Té, Japon DQ534158
CBS 100942 N. quadricincta Jugo de fruta, Holanda DQ534159
KACC 41666 N. tatenoi Desconocido DQ534160
IBT 23363 N. udagawae Desconocido DQ534161

* Hong y col. (2006a, 2006b) datos no publicados.
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3- Mantenimiento de las cepas

Las cepas aisladas fueron mantenidas en glicerol al 15% a -80 °C, a fin de evitar
mutaciones o cambios en las caracteristicas fisiologicas de las mismas.
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1- Evaluacion del efecto de parametros ambientales interactuantes sobre el
crecimiento y produccion de gliotoxina por Aspergillus fumigatus sensu stricto

1.1- Influencia de la aw, temperatura y pH sobre el crecimiento de las cepas bajo
atmoésfera normal de oxigeno

Todos los parametros individuales (temperatura, aw y pH) y sus interacciones de dos y
tres vias ejercieron en general, influencia significativa sobre la fase de latencia y la
velocidad de crecimiento radial de las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108 (p<0,0001)
(Tablas 12 y 13). El estudio de la influencia de los diferentes factores ambientales sobre
los parametros de crecimiento de las cepas se llevé a cabo por separado debido a que
existieron diferencias entre éstas (Tabla 1, Anexo Estadistica). Todos los niveles de
temperatura y aw evaluados resultaron también significativos segun el Test LSD de Fisher
para la fase de latencia y velocidad de crecimiento de las dos cepas estudiadas (p<0,05)
(Tabla 2, Anexo Estadistica).

Las fases de latencia aumentaron significativamente a medida que la temperatura y la
aw disminuyeron, siendo la temperatura el factor ambiental mas influyente. A 37 °C, aw
0,98 y a los tres pH analizados, sin diferencias estadisticas entre los mismos, se
observaron para ambas cepas, las fases de latencia mas cortas. Una disminucion de la
temperatura de 37 a 25 °C para la cepa A. fumigatus RC2108 bajo crecimiento a aw 0,98,
independientemente del pH, produjo un incremento promedio en la fase de latencia de
42,33 h (6,19 a 48,52 h), mientras que, el mismo cambio en la temperatura a aw 0,93
produjo un incremento promedio mas marcado (93,72 h, las fases de latencia variaron de
59,93 a 153,65 h). Similar comportamiento fue observado para la cepa Af16, cuando se
llevé a cabo este andlisis. Las cepas ensayadas provienen de sustratos de similares
caracteristicas, ambos son fermentados y presentan elevadas aw y pH ligeramente acidos
(Alonso y col., 2013, Gerbaldo y col., 2013). No obstante, la cepa A. fumigatus RC2108,
aislada de residuo de la industria cervecera para cerdos, presenté fases de latencia por lo
general mas cortas que la cepa Af16, aislada de ensilaje de maiz para vacas, a todos los
niveles de temperatura y aw evaluados. Este comportamiento, probablemente es atribuido
a su mayor capacidad de adaptacion al medio de cultivo de similar composicién al
sustrato del cual proviene. Finalmente, se observé que a 18 °C, aw 0,93 yapH 5,7y 9,

84



Seccion II' Resultados y Discusion

las fases de latencia fueron las mas prolongadas ya que se extendieron a lo largo de todo
el periodo de incubacién (>336 h) (p<0,05) (Tabla 14).

Tabla 12. Significancia de la temperatura, aw, pH y sus interacciones sobre la fase de

latencia y velocidad de crecimiento radial de la cepa Af16.

Tratamientos 9l

Fase de latencia (h)

Velocidad de crecimiento (mm/h)

CM F p-valor CM F p-valor
T 2 360438,29 22212  <0,0001 0,12 10525,07 <0,0001
aw 2 14244658 877,83  <0,0001 0,06  5460,31 <0,0001
pH 2 1273,73 7,85 0,0011 2,30E-04 19,98 <0,0001
T*aw 4 65622,34 4044  <0,0001 0,01 805,63 <0,0001
T*pH 4 6222,04 38,34  <0,0001 4,70E-04 41,07 <0,0001
aw*pH 4 819,13 5,05 0,0018 6,00E-04 52,82 <0,0001
T*aw*pH 8 1054,94 6,5 <0,0001 2,70E-04 23,72 <0,0001

Nota: T: temperatura, gl: grados de libertad, CM: cuadrado medio, F: valor F de Fisher.

Tabla 13. Significancia de la temperatura, aw, pH y sus interacciones sobre la fase de

latencia y velocidad de crecimiento radial de la cepa A. fumigatus RC2108.

Fase de latencia (h)

Velocidad de crecimiento (mm/h)

Tratamientos

gl CM F p-valor gl CM F p-valor
T 2 109555,3 223448 <0,0001 2 0,13 5393,1 <0,0001
aw 2 35026,7 7144 <0,0001 2 0,04 1737,21 <0,0001
pH 2 446,1 9.1 0,0004 2 3,80E-04 15,3 <0,0001
T*aw 4 102138,77 2083,21 <0,0001 4 4,90E-03 195,57 <0,0001
T*pH 4 510,67 10,42 <0,0001 4 5,20E-04 20,77 <0,0001
aw*pH 4 261,85 534 00011 4 7,70E-04 30,8 <0,0001
T*aw*pH 8 328,18 6,69 <0,0001 8 3,00E-04 11,87 <0,0001

Nota: T: temperatura, gl: grados de libertad, CM: cuadrado medio, F: valor F de Fisher.
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Tabla 14. Efecto de la interaccién de la temperatura, aw y pH sobre la fase de latencia de

las cepas A. fumigatus sensu stricto en estudio.

Fase de latencia (h)
T (°C) ay pH Cepa Af16 Cepa RC2108
Media + DS Media £ DS
9 12,45+ 0,74 a 575+169 a
0,98 7 13,35+ 0,56 ab 525+1,14 a
5 950+£248 a 7571295 a
9 41,63+£216 cd 2877+x073 b
37 0,95 7 36,58+ 0,76 ¢ 2195+1,18 b
5 3449+1,19 ¢ 2227+106 b
9 81,89+£3,05 f 65,65 £ 3,64 of
0,93 7 78,27 £ 2,45 eof 60,36 £ 0,76 de
5 58,47 £2,79 de 53,77 £ 1,23 cd
9 51,73+ 0,44 cd 46,62+ 0,96 ¢
0,98 7 5442 + 3,17 cd 49,56 + 1,44 cd
5 33,95+ 18,79 bc 49,38+ 4,19 cd
9 104,02+ 1,68 g 84891195 g
25 0,95 7 108,51+ 9,58 g 81,01+£0,28 g
5 96,33+ 5,52 fg 74131024 fg
9 200,60 £ 6,65 i 149,06 £ 0 h
0,93 7 182,09 +£8,89 i 1414510 h
5 190,13+ 4,27 i 170,46 + 11,08 i
9 138,65+ 0,67 h 144,01 £ 0,076 h
0,98 7 139,71+ 1,01 h 170,86 + 2,99 i
5 181,06 £ 1,93 i 197,06 £ 3,61 j
9 366,02 + 54,24 j 294 31+ 11,03 k
18 0,95 7 44366 + 19,51 k 299,28 + 31,61 k
5 509,59 + 2,37 | 312,42 £ 1,42 |
9 5500 m 336+t0 m
0,93 7 550+0 m 3360 m
5 550+ 0 m 336+t0 m

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al Test LSD de Fisher (p<0,05).

T: temperatura. DS: desvio estandar.
independientemente para cada cepa.

El analisis estadistico debe leerse por columna
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Durante la evaluacién de la velocidad de crecimiento de las cepas, se observé que a
medida que la temperatura y la aw disminuyeron, la velocidad de crecimiento también lo
hizo significativamente (p<0,05). Las condiciones que ejercieron mayor influencia sobre la
velocidad de crecimiento, fueron 37 °C, aw 0,98 y pH 7, siendo éstas condiciones las
optimas para el crecimiento de ambas cepas estudiadas (Fig. 20). A esta misma
temperatura y a aw 0,98 y 0,95, todos los niveles de pH fueron significativamente
diferentes, resultando pH 7 el 6ptimo para el crecimiento de las dos cepas a estas aw,
mientras que a las demas temperaturas evaluadas, el pH no fue un factor influyente para
el crecimiento (p<0,05) (Fig. 20 y Tabla 3, Anexo Estadistica).

Velocidad de crecimiento (mm/h)

Figura 20. Efecto de diferentes aw y pH sobre la velocidad de crecimiento (mm/h) de las
cepas Af16 (izquierda) y A. fumigatus RC2108 (derecha) en medio de cultivo ARC al 3% a
37 °C.
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Al igual que lo observado a 37 °C de incubacion, a 25 °C la velocidad de crecimiento de
las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108 se redujo significativamente a medida que la aw
disminuy6. A aw 0,93 indiferentemente del factor pH, la velocidad de crecimiento fue
significativamente menor con respecto a las demas condiciones ensayadas (p<0,05) (Fig.
21 y Tabla 3, Anexo Estadistica). EI mismo comportamiento fue observado a la menor
temperatura evaluada, siendo 18 °C y aw 0,93 las condiciones que inhibieron
completamente el crecimiento de ambas cepas, independientemente del nivel de pH
considerado (p<0,05) (Fig. 22 y Tabla 3, Anexo Estadistica).

Velocidad de crecimiento (mm/h)

Figura 21. Efecto de diferentes aw y pH sobre la velocidad de crecimiento (mm/h) de las
cepas Af16 (izquierda) y A. fumigatus RC2108 (derecha) en medio de cultivo ARC al 3% a
25 °C.
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Velocidad de crecimiento (mm/h)

Figura 22. Efecto de diferentes aw Yy pH sobre la velocidad de crecimiento (mm/h) de las
cepas Af16 (izquierda) y A. fumigatus RC2108 (derecha) en medio de cultivo ARC al 3% a
18 °C.
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1.2- Influencia de la aw, tension de oxigeno, pH y sus interacciones sobre el
crecimiento de las cepas a 37 °C

Se evaluaron los parametros de crecimiento de las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108
sobre el medio de cultivo ARC al 3% y en condiciones de incubacién a tensién reducida
de oxigeno y 37 °C. Con el objetivo de determinar el efecto de la interaccion entre la aw,
pH y tensién de oxigeno sobre las fases de latencia y velocidades de crecimiento de
ambas cepas a 37 °C, los datos obtenidos del analisis de los parametros de crecimiento a
esta temperatura e incubacién bajo atmésfera normal de oxigeno fueron combinados con
los datos obtenidos durante este ensayo. El analisis de la varianza del efecto de los
factores individuales (aw, pH y tensién de oxigeno) y de las interacciones de dos y tres
vias, mostré que éstos en su mayoria ejercieron influencia estadisticamente significativa
sobre la fase de latencia y la velocidad de crecimiento de ambas cepas (p<0,0001).
Determinadas interacciones de factores no resultaron estadisticamente significativas con
respecto al valor de p seleccionado, como por ejemplo la interaccién de tres vias: aw x pH
x tensiéon de oxigeno sobre la fase de latencia de ambas cepas y sobre la velocidad de
crecimiento de la cepa A. fumigatus RC2108. Sin embargo, la influencia de estas
interacciones sobre los parametros de crecimiento de las cepas fue altamente significativa
(Tablas 15 y 16). El estudio de la influencia de los diferentes factores ambientales sobre
los parametros de crecimiento de las cepas se llevé a cabo por separado debido a que
existieron diferencias entre éstas (Tabla 1, Anexo Estadistica).

El test LSD de Fisher que determina la significancia de cada parametro de crecimiento
individual, mostré6 que todos los niveles de aw analizados tuvieron influencia
estadisticamente significativa sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento de
ambas cepas (ps0,05). Por otra parte, todos los valores de pH analizados mostraron
influencia significativa sobre la fase de latencia de ambas cepas, mientras que para la
velocidad de crecimiento de éstas, s6lo pH 9 fue estadisticamente diferente de los demas
(Tabla 4, Anexo Estadistica). La tension de oxigeno tuvo influencia significativa en todos
los casos excepto para la fase de latencia de la cepa A. fumigatus RC2108, la cual
demostr6 su capacidad de adaptacion para iniciar el crecimiento bajo las dos atmésferas
de oxigeno evaluadas.
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Tabla 15. Significancia estadistica de la aw, pH, tensién de oxigeno y sus interacciones
sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento radial de la cepa Af16, a 37°C.

Fase de latencia (h) Velocidad de crecimiento (mm/h)

Tratamientos gl

CM = p-valor CM F p-valor
aw 2 148131 3168,07  <0,0001 0,24 21111,74  <0,0001
pH 2 431,38 92,26 <0,0001 1,10E-03 99,89 <0,0001
T°O, 1 236,86 50,66 <0,0001 0,03 2676,85 <0,0001
aw"pH 4 174,77 37,38 <0,0001 7,80E-04 69,17 <0,0001
awT°0O; 2 18323 39,19 <0,0001 0,02 2007,2  <0,0001
pH*T°O, 2 20,09 43 0,0212 1,70E-04 15,05 <0,0001
aw"pH*T°O; 4 18,63 3,96 0,0091 3,10E-04 27,67 <0,0001

Nota: T: temperatura, gl: grados de libertad, CM: cuadrado medio, F: valor F de Fisher. T°Oy:
tension de oxigeno.

Tabla 16. Significancia estadistica de la aw, pH, tensiéon de oxigeno y sus interacciones
sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento radial de la cepa A. fumigatus
RC2108, a 37°C.

Fase de latencia (h) Velocidad de crecimiento (mm/h)
Tratamientos gl

CM F p-valor CM F p-valor
aw 2 1151646 384093 <0,0001 0,19 1041,14  <0,0001
pH 2 123,3 41,12 <0,0001 6,70E-04 37 0,0346
T°0; 1 3,52 1,17 0,2856 0,09 496,5 <0,0001
aw*pH 4 107,16 35,74 <0,0001 8,90E-04 4,91 0,0029
aw'T°0; 2 150 50,03 <0,0001 0,03 180,83  <0,0001
pH*T°O; 2 25,36 8,46 0,001 8,00E-04 441 0,0194
aw*pH*T°O, 4 18,86 6,29 0,0006 7,50E-04 4,14 0,0073

Nota: T: temperatura, gl grados de libertad, CM: cuadrado medio, F: valor F de Fisher. T°O,:
tension de oxigeno.
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Luego del analisis de los datos a 37 °C de incubacion, se observé al nivel mas elevado
de aw analizado (aw 0,98), que todas las interacciones aw x pH a tensioén reducida de
oxigeno fueron en general, significativamente diferentes con respecto a las mismas
interacciones a tensién normal de oxigeno, en relacion a la fase de latencia y velocidad de
crecimiento de ambas cepas (ps0,05). A 37 °C y tensién reducida de oxigeno, la aw fue el
factor que ejerci6 mayor influencia sobre los parametros de crecimiento de las cepas en
estudio. A medida que ésta disminuyd, las fases de latencia incrementaron y las
velocidades de crecimiento se redujeron significativamente (p<0,05). Velocidades de
crecimiento maximas y fases de latencia minimas fueron observadas a la mas elevada aw,
independientemente de la tensién de oxigeno considerada. Sin embargo, a 37 °C y aw
0,98 las fases de latencia fueron mas prolongadas a tensién reducida de oxigeno con
respecto a la condicion normal de oxigeno para ambas cepas; mientras que las
velocidades de crecimiento medias fueron mayores (p<0,05) (Tabla 17). No obstante, a
0,95 y 0,93 aw para todos los niveles de pH analizados, las fases de latencia de ambas
cepas fueron, en general, mas cortas que a tension normal de oxigeno. Por otra parte,
cuando las cepas crecieron a tensiéon de oxigeno reducida, se obtuvieron en general
velocidades de crecimiento mayores que bajo incubacion bajo atmésfera normal de
oxigeno, independientemente del nivel de aw considerado.

Las condiciones que ejercieron mayor influencia sobre la velocidad de
crecimiento de ambas cepas fueron ay 0,98 y tensién reducida de oxigeno, sin
diferencias significativas entre los niveles de pH evaluados. Por lo tanto, éstas
condiciones podrian considerarse las Optimas para el crecimiento de las cepas Af16 y A.
fumigatus RC2108 a 37 °C (p<0,05) (Tabla 17 y Fig. 23).
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Tabla 17. Fases de latencia y velocidades de crecimiento de las cepas A. fumigatus sensu stricto en medio de cuitivo ARC al
3%, en funcion de la aw, pH y tensiéon de oxigeno a 37 °C de incubacion.
Cepa Af16 Cepa A. fumigatus RC2108
a. pH T°0, Fase de latencia (h) cm;m:;h) Fase de latencia(h) m;::';‘:::: i
Media £ DS Media £ DS Media £ DS Media £ DS
9 reducida 1446+ 0,34 b 0,3563 £ 0,00172 | 13,27+042 b 0,389 £ 0,00079 i
normal 1245+ 0,75 ab  0,2293 1+ 0,00378 jk 575+169 a 0,214 £ 0,00916 gh
098 7 reducida 1534+0,11 b 0,3648 £ 0,001 m 13661042 b 0,3897 + 0,00078 i
' normal 13,35+ 0,56 b 0,243 £ 0,001 k 525+1,14 a 0,2333 £ 0,00451 h
- reducida 14,39+0,29 b 0,3541 £ 0,0032 | 13,115+0,19 b 0,3895 + 0,00051 i
normal 950+248 a 0,218 £ 0,001 j 757+29 a 0,194 £ 0,00435 fg
9 reducida 29,77+0,88 d 0,1591 £ 0,0024 ¢ 20,27+443 ¢ 0,2341 £ 0,0532 h
normal 41631216 f 0,121+ 0,002 e 28,77+0,73 d 0,136 £ 0,0131 d
0985 7 reducida 29,39+0,72 d 0,1655 + 0,00088 h 21681071 ¢ 0,2188 £ 0,0006 h
' normal 36,58 £ 0,77 e 0,1603 + 0,0025 gh 21,95+1,18 ¢ 0,1846 + 0,0061 ef
- reducida 25651072 ¢ 0,1649 £ 0,0013 h 21,95+0,72 ¢ 0,2175 £ 0,0009 h n
normal 34491120 e 0,1527 £ 0,0075 f 22,27+1,07 ¢ 0,1686 + 0,0050 e _r_"?,_
. reducida 76,77 £ 5,97 i 0,0528 + 0,0016 a 63,11+0,72 g 0,0861 £ 0,0011 ab S
normal 81,90 £ 3,05 j 0,0546 + 0,0011 a 65,65+ 3,65 h 0,0826 + 0,0051 a N
083 7 reducida 66,11 +2,45 h 0,0649 + 0,0007 b 61,90+0,83 g 0,0968 + 0,00045 ab g
' normal 78,23+£245 i 0,058 £ 0,0026 a 60,36+ 0,76 ¢ 0,0873 + 0,0030 ab =
reducida 57,04+190 ¢ 0,0728 £ 0,0021 ¢ 46,95+ 0,58 e 0,1212 £ 0,0024 cd s
normal 58471279 ¢ 0,092 £ 0,0088 d 53,79+1,23 § 0,1073 £ 0,0049 bc <
Valores correspondientes a la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo al Test LSD de Fisher (p<0,05). aw. actividad de g
agua. T°O,: tensién de oxigeno. DS: Desvio estandar. El anélisis estadistico debe leerse por columna independientemente para cada cepa. E
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pH 5

pH 7

pH 9

0,93 aw 0,95 aw 0,98 aw

Figura 23. Efecto de diferentes niveles de pH y aw sobre el crecimiento de la cepa Af16,
aislada de ensilaje de maiz, a los 5 dias de incubacién bajo atmésfera reducida de

oxigeno y 37 °C.
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Las cepas estudiadas fueron capaces de crecer bajo atmdsfera reducida de oxigeno y
37 °C, en general con velocidades de crecimiento mayores a las observadas a esta
misma temperatura y a tensién normal de oxigeno. Similar comportamiento fue observado
por Hall y Denning (1994) y Willger y col. (2009), quienes estudiaron el efecto de bajas
tensiones de oxigeno sobre el crecimiento de 24 cepas de Aspergillus spp. entre éstas 10
de A. fumigatus. Ellos probaron diferentes tensiones de oxigeno (0, 0,025, 0,1, 0,56 y
2,5%) y observaron que todos los aislados de A. fumigatus fueron capaces de crecer a
bajas tensiones parciales (minimo 0,1%) pero no en ausencia de oxigeno. En este trabajo,
independientemente de la tensidon de oxigeno considerada, las fases de latencia se
incrementaron y las velocidades de crecimiento se redujeron a medida que disminuyé la

aw.

Las condiciones de elevada temperatura y aw y condiciones de microaerofilia
prevalecen en alimentos fermentados destinados a animales tales como ensilaje de maiz
y residuo de la industria cervecera. Las cepas estudiadas aqui, fueron capaces de crecer
bajo estas condiciones, con fases de latencia mas extensas que a tension normal de
oxigeno pero a velocidades de crecimiento mayores, a los niveles mas elevados de
temperatura y aw ensayados. La velocidad de crecimiento de A. fumigatus parece ser
un importante parametro que ejerce influencia en su patogénesis, debido a que éste
es uno de los patégenos fungicos mas frecuentes. Paisley y col. (2005) propusieron
un método cinético de microcultivo en caldo para la determinacion del crecimiento de
cepas clinicas de A. fumigatus mediante espectrofotometria. Ellos compararon el
crecimiento y los valores de DL90 de los aislados y afirmaron que existié correlacion entre
estos dos parametros. Sin embargo, estos autores no determinaron fases de latencia y
velocidades de crecimiento que permitan establecer comparaciones, pero encontraron
que aquellas cepas que eran capaces de desarrollar mas rapidamente fueron las que
presentaron los valores de DL90 mas elevados. No obstante, la asociacién entre la
velocidad de crecimiento y la virulencia de las cepas requiere ain mayor investigacion.
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1.3- Efecto de la interaccion de los diferentes factores de crecimiento sobre la
produccion de gliotoxina

Se investigaron los niveles de gliotoxina producidos por las cepas Af16 y A. fumigatus
RC2108 a los 3, 7 y 14 dias de incubacion, bajo la influencia de la interaccién entre la
temperatura, awy pH a tension normal de oxigeno, y de la interaccién entre la awy pH a
tension reducida de oxigeno y 37 °C. El andlisis de la varianza del efecto de los factores
individuales (cepa, dias de incubacion, temperatura, aw y pH) y las interacciones de dos,
tres, cuatro y cinco vias a tensién normal de oxigeno, mostré que todos ellos ejercieron
influencia estadisticamente significativa sobre la produccién de gliotoxina (p<0,0001)
(Tabla 18). Nuevamente, con el objetivo de determinar el efecto de la interaccidon entre la
aw, pH y tensién de oxigeno sobre la produccion de gliotoxina por ambas cepas a 37 °C,
los datos obtenidos del analisis de la toxina a esta temperatura y a tension normal de
oxigeno fueron combinados con aquellos obtenidos a tension reducida de oxigeno. El
andlisis de la varianza de este conjunto de datos mostré6 que todos los factores
individuales (cepa, dias de incubacion, tension de oxigeno, awy pH) y las interacciones de
dos, tres, cuatro y cinco vias ejercieron influencia significativa sobre la produccion de
gliotoxina cuando las cepas crecieron a 37 °C (p<0,0001) (Tabla 19). El Test LSD de
Fisher de la significancia de cada factor individual a tensién de oxigeno normal y a 37 °C,
mostr6 que todos los parametros de crecimiento analizados ejercieron influencia
significativamente diferente sobre la produccién de gliotoxina por ambas cepas (p<0,05)
(Tablas 5 y 6, Anexo Estadistica).
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Tabla 18. Significancia estadistica de las cepas, dias de incubacion, temperatura, aw, pH
y sus interacciones sobre la produccion de gliotoxina, a tension de oxigeno normal.

Tratamientos gl F p-valor
Cepa 1 8377,44 <0,0001
Dias incubacién 2 121629,69 <0,0001
T 2 101336,68 <0,0001
aw 2 119231,80 <0,0001
pH 2 53895,02 <0,0001
Cepa*Dias Incubacién 2 3287,26 <0,0001
Cepa*T 2 19548,20 <0,0001
Cepa‘*aw 2 1046,79 <0,0001
Cepa*pH 2 18154,55 <0,0001
Dias Incubacién*T 4 27932,43 <0,0001
Dias Incubacion*aw 4 49525,88 <0,0001
Dias Incubacién*pH 4 13931,95 <0,0001
T*aw 4 95561,54 <0,0001
T*pH 4 4345275 <0,0001
aw*pH 4 44719,62 <0,0001
Cepa*Dias Incubacion*T 4 8131,24 <0,0001
Cepa*Dias Incubacion*ay 4 2436,23 <0,0001
Cepa*Dias Incubacién*pH 4 6070,96 <0,0001
Cepa*T*aw 4 712,47 <0,0001
Cepa*T*pH 4 13453,09 <0,0001
Cepa*aw*pH 4 10775,96 <0,0001
Dias Incubacion*T*aw 8 58411,81 <0,0001
Dias Incubacion*T*pH 8 12964,76 <0,0001
Dias Incubacién*aw*pH 8 20445 .41 <0,0001
T*aw*pH 8 20456,36 <0,0001
Cepa*Dias Incubacion*T*aw 8 3483,46 <0,0001
Cepa*Dias Incubacion*T*pH 8 6813,31 <0,0001
Cepa*Dias Incubacién*aw*pH 8 6789,88 <0,0001
Cepa*T*aw*pH 8 6127,56 <0,0001
Dias Incubacién*T*aw*pH 16 19783,26 <0,0001
Cepa*Dias
Incubacion*T*ay"pH 16 7145,36 <0,0001

Nota: gl: grados de libertad, F: valor F de Fisher. T: temperatura.
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Tabla 19. Significancia estadistica de las cepas, tensién de oxigeno, dias de incubacién,
aw, pH y sus interacciones sobre la produccion de gliotoxina, a 37 °C.

Tratamientos gl F p-valor

Cepa 1 49022,72 <0,0001

T°0, 1 9747,22 <0,0001

Dias Incubacién 2 68568,23 <0,0001

aw 2 473931,27 <0,0001

pH 2 51205,75 <0,0001

Cepa*T°0, 1 36417,20 <0,0001
Cepa*Dias Incubacion 2 2141,96 <0,0001
Cepa*aw 2 26507,20 <0,0001

Cepa*pH 2 4686,12 <0,0001
T°O,*Dias Incubacién 2 31681,77 <0,0001
T°O,*aw 2 27359,29 <0,0001

T°02*pH 2 41926,67 <0,0001

Dias incubacién*aw 4 85065,54 <0,0001
Dias Incubacién*pH 4 14503,30 <0,0001
aw'pH 4 64313,01 <0,0001
Cepa*T°0,*Dias Incubacion 2 4318,44 <0,0001
Cepa*T°O,*aw 2 17734,44 <0,0001
Cepa*T°0O,*pH 2 4749 84 <0,0001
Cepa*Dias Incubacion*ay 4 786,06 <0,0001
Cepa*Dias Incubacion*pH 4 7297,91 <0,0001
Cepa*aw*pH 4 10334,24 <0,0001
T°0,*Dias Incubacion*aw 4 26112,02 <0,0001
T°O2*Dias incubacion*pH 4 13129,15 <0,0001
T°Oz*aw*pH 4 32420,65 <0,0001

Dias Incubacion*aw*pH 8 11865,60 <0,0001
Cepa*T°0,*Dias Incubacion*aw 4 1612,23 <0,0001
Cepa*T°0,*Dias Incubacion*pH 4 6688,98 <0,0001
Cepa*T°Ox*aw*pH 4 10586,96 <0,0001
Cepa*Dias Incubacién*aw*pH 8 10356,13 <0,0001
T°0O,*Dias Incubacion*aw*pH 8 26296,85 <0,0001
Cepa*T°0,*Dias Incubacion*aw*pH 8 10218,77 <0,0001

Nota: gl: grados de libertad, F: valor F de Fisher. T°O,: tensién de oxigeno.

Las concentraciones de gliotoxina detectadas en los extractos fungicos de las cepas
Af16 y A. fumigatus RC2108 a las diferentes temperaturas, aw, pH y dias de incubacion
analizados a tension normal de oxigeno, se observan en la Tabla 20. En general, la

produccién de gliotoxina no mostré un patrén de comportamiento similar al encontrado al
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analizar el crecimiento de ambas cepas. El efecto de la interaccién de todos los factores
ambientales fue variable y la gliotoxina fue detectada en unas pocas condiciones, pero en
algunas de éstas, la toxina fue producida en niveles mayores a los detectados sobre el
medio sintético YES. A los 3 dias de incubacién no se detecto gliotoxina en ninguna de las
interacciones ensayadas a tension de oxigeno normal. Ninguna de las cepas fue capaz de
crecer durante dicho periodo de incubacion a 25 y 18 °C. El mismo comportamiento se
observé cuando se determind la interaccion de éstos factores a tensiéon reducida de
oxigeno y 37 °C de incubacion (datos no mostrados). No obstante, a los 7 y 14 dias de
incubacién la gliotoxina fue detectada principalmente a 37 y 25 °C y aw 0,93 cuando las
dos cepas crecieron bajo atmoésfera normal de oxigeno (p<0,05). Esta toxina fue
detectada también en otras condiciones aunque en niveles menores (Tabla 20). A 37 °C y
aw 0,93 para las dos cepas evaluadas, pH 7 fue el nivel de pH mas adecuado para la
produccién de gliotoxina.

La Tabla 21 muestra los niveles de esta toxina detectados en los extractos flingicos de
las dos cepas estudiadas a diferentes pH, tensién de oxigeno y dias de incubacion, a 37
°C y aw 0,93. Nuevamente, la producciéon de la toxina no mostré un patrén de
comportamiento similar al observado al analizar el crecimiento de ambas cepas y en
general, ocurrié al menor nivel de aw analizado (0,93 aw) y a los 7 y 14 dias de incubacion.
El nivel mas elevado de gliotoxina detectado en condiciones de atmoésfera reducida de
oxigeno, 37 °C y aw 0,93 fue producido por la cepa A. fumigatus RC2108, a los 7 dias de
incubacién a pH 7 (ps0,05). Las demas interacciones aw x pH x dias de incubacion a aw
0,98 y 0,95, no permitieron la produccion de esta toxina a 37 °C y tensién reducida de
oxigeno (datos no mostrados). Por otro lado, se encontré6 que el factor pH influy6
significativamente en las concentraciones de gliotoxina producidas bajo las dos
atmoésferas de oxigeno evaluadas. Si bien las cepas fueron capaces de producir
gliotoxina bajo atmésfera reducida de oxigeno en determinadas interacciones de factores,
los niveles detectédos en las mismas condiciones a tensién normal de oxigeno fueron
significativamente mayores (p<0,05) (Tabla 21).

El nivel mas elevado de gliotoxina, considerando todo el ensayo, fue detectado en los
extractos flingicos de la cepa Af16 luego de 14 dias de incubacién a tensiéon normal de
oxigeno, 25 °C, aw 0,93 y pH 9 (p=0,05).
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Tabla 20. Niveles de gliotoxina producidos por las cepas de A. fumigatus sensu stricto

bajo las diferentes condiciones de temperatura, aw, pH y dias de incubacion, a tension

normal de oxigeno.

Af16 A. fumigatus RC2108
TCC) aw  pH Gliotoxina (ng/g)
Dias de Incubacion
3 7 14 3 7 14

9 ND ND ND °® ND ° ND °® ND °®

098 7 ND ND ND °® ND *® ND °® ND °

5 ND ND ND °® ND ¢ ND °® ND °®

9 ND ND ND ® ND °® ND °® ND ®

37 095 7 ND ND ND °® ND °® ND °® ND °®
5 ND ND ND °® ND °© ND °® ND *®

9 ND 420,9 140,2 * ND * 14049" ¢ 2178 '

093 7 ND 1820,5" 958,4 ° ND ® 237777 ° 9442 °

5 ND ND ND °® ND °® D* ® ND *®

9 NC 513,5 45,1 ! NC °® ND °® ND °®

098 7 NC ND 137 P NC * ND °® ND °®

5 NC ND ND ° NC *® 6778 | ND *

9 NC 692,2" ND ° NC * 409 " ND °®

25 095 7 NC 23,6 ND ° NC ¢ ND °® ND °
5 NC ND 12 ¢ NC ® ND °® ND ®

9 NC NC 4583,4" ° NC ® NC ® 6881 '

093 7 NC NC 450,6 " NC * NC ® ND ®

5 NC NC ND °® NC *® NC *® 10,14

9 NC NC ND °® NC * NC °® ND °®

098 7 NC NC ND °® NC ° NC ® D* ®

5 NC NC ND *® NC °® NC °® 293 "

9 NC NC NC °® NC °® NC °® NC °®

18 095 7 NC NC NC °® NC ° NC °® NC *®
5 NC NC NC ® NC °® NC °® NC °®

9 NC NC NC °® NC * NC NC ®

093 7 NC NC NC ® NC °® NC ¢ NC °®

5 NC NC NC ¢ NC °® NC °® NC *®

Nota: ND: No detectado en base a las dos metodologias de deteccién. NC: no hubo crecimiento.
"Valores por debajo del LOQ determinado por la metodologia de HPLC-MS/MS, LOD: 4,3 ng/g y
LOQ: 9,9 ng/g. fConcentraciones detectadas mediante la metodologia de HPLC-UV, LOD: 234,2
ng/g, LOQ: 546,4 ng/g. Valores con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabla 21. Niveles de gliotoxina producidos por las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108
bajo diferentes pH y dias de incubacién, a aw 0,93 y 37 °C.

Af16 A. fumigatus RC2108
pH T°0, Gliotoxina (ng/g)
Dias de incubacion
3 7 14 3 7 14

reducida ND*® 253" ND 9 459" 117,6' ND 9
° normal ND 9 420,9'  1402" ND 9 1.404,9° 217,89

reducida  ND*® ND ¢ ND 9 39,6' 699,8° 317"
! normal ND ¢ 1820,5° 958,4° ND ¢ 2377,7° 944,2¢

reducida  ND?9 61,4/ ND ¢ ND? ND?®  220,3°
P normal ND ¢ ND ¢ ND 9 ND ¢ ND 9 ND 9

Nota: ND: No detectado en base a la metodologia de deteccion por HPLC-MS/MS, LOD: 4,3 ng/g y
LOQ: 9,9 ng/g. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

En este trabajo, las cepas de A. fumigatus sensu stricto evaluadas crecieron en general,
mas rapidamente a tensién reducida de oxigeno (0,4%) que bajo la condicion normal, sin
embargo el nivel mas elevado de gliotoxina fue detectado a tensién normal de oxigeno en
los extractos fungicos de la cepa Af16. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Watanabe y col. (2004), quienes al estudiar el efecto de la concentracién de oxigeno en el
medio de cultivo sobre la produccién de gliotoxina, encontraron que las cepas (clinicas) de
A. fumigatus la producian a concentraciébn normal de oxigeno en su atmésfera de
crecimiento. Sin embargo, los resultados contrastan con estos autores con respecto al
periodo de incubacion, ya que ellos encontraron niveles elevados de gliotoxina a las 15 y
24 h de incubacion. Estas diferencias probablemente sean debidas a que estos autores
utilizaron medios sintéticos y condiciones de cultivo diferentes. En el presente trabajo, la
produccion de gliotoxina bajo tensién normal de oxigeno y a 37 °C ocurrié principalmente
a la menor aw evaluada. Este comportamiento podria deberse a que el hongo se
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encuentra desarrollando bajo condiciones que no son las optimas para su crecimiento,
generandose por lo tanto, una situacion de estrés que desencadena una alta produccién
de la toxina.

Por otra parte, en general a los 37 °C de incubacién, se observd que cuando las cepas
produjeron fa toxina a los 7 dias, su concentracion se redujo significativamente a los 14
dias de incubacion (p<0,05). El mismo comportamiento se observé a 25 °C bajo aw 0,98 y
0,95 para las dos cepas estudiadas. Mientras que a esta temperatura y a la menor ayw
evaluada (0,93) las cepas que fueron capaces de producir gliotoxina, lo hicieron a los 14
dias de incubacién, sin haberse detectado la toxina a los 7 dias anteriores.
Probablemente las condiciones en las cuales el metabolismo flingico es mas activo
(elevadas temperaturas o ay) permiten la produccién mas rapida de gliotoxina por A.
fumigatus (sensu stricto), aunque no siempre en los niveles mas elevados. La disminucion
en las concentraciones de gliotoxina detectadas entre los 7 y 14 dias de incubacion,
podria ser explicada por el consumo de la misma por parte de! hongo, el cual
posiblemente utilice su molécula como fuente de carbono. A lo largo de los afios, varios
autores han informado comportamientos similares en otras especies de Aspergillus (Varga
y col., 2000c; Abrunhosa y col., 2002; Leong y col., 2006).

Desde un punto de vista epidemiolégico, la ubiquidad y adaptabilidad de A.
fumigatus sensu stricto para crecer en variadas condiciones es relevante, ya que
se encontrara siempre presente en el ambiente animal, aunque las condiciones de
almacenamiento de los alimentos sean diferentes. Por otra parte, la capacidad de
produccioén de gliotoxina reviste gran importancia ya que condiciones estresantes
en el organismo animal (similares a las reproducidas en este trabajo) podrian
desencadenar su producciéon en niveles elevados. Actualmente, existe poca
informacion acerca de los parametros de crecimiento de cepas de A. fumigatus sensu
stricto, especialmente de aquellas aisladas de alimentos para animales y no hay trabajos
disponibles que evalten la influencia de parametros ambientales interactuantes sobre la
fase de latencia, velocidad de crecimiento y produccion de gliotoxina por este importante
patégeno oportunista.
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2- Identificacion a nivel de especie de las cepas incluidas en los estudios
ecofisiologicos mediante el secuenciamiento del gen de la 8-tubulina

La caracterizacién molecular de las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108 (A89) realizada
mediante el secuenciamiento del gen de la B-tubulina (benA), permiti6 determinar el
estado taxonémico de dichas cepas y confirmar que pertenecen a la especie A. fumigatus
sensu stricto (Fig. 24, 25 y 26). El gen de la B-tubulina es una herramienta que ha sido
ampliamente utilizada para la identificacion de las especies de Aspergillus seccién
Fumigati (Hong y col., 2005, 2008, 2010; Varga y col., 2000a, 2000b).

Se obtuvieron secuencias parciales de 477 y 509 pb correspondientes a las cepas Af16
y A. fumigatus RC2108, respectivamente. Estas secuencias fueron comparadas con otras
disponibles en la base de datos del GenBank, mediante un BLAST. Los alineamientos
correspondientes a las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108 arrojaron un 98 y 99% de
similitud con otras secuencias B-tubulina de cepas A. fumigatus sensu stricto disponibles
en la base de datos, respectivamente (Fig. 24 y 25). En todos los casos, el valor del
estadistico e fue igual a 0, lo cual significa que la probabilidad de que ese alineamiento
haya ocurrido al azar es despreciable.

EF669845.1  Aspergillus fumigatus isolate NRRL 5109 beta-tubuiin gene, par 881 881 100% 0.0 98%
HO285593.1  Aspergillus fumigatus strain KCCM60331 beta-tubulin gene, pa 876 876 100% 0.0 98%
HO285510.1  Aspergilius fumigatus strain SN-A4 beta-tubulin gene, partial s a76 876 100% 0.0 98%
FR775354.1  Aspergitius fumigatus partial benA gene for beta-1 and beta-2 876 876 100% 6.0 98%
§Q21161.1  Aspergilus fumigatus strain FSU6264 beta-tubulin gene, parba 876 876 100% 0.0 98%
£1436789.4 Aspergillus fumigatus isolate AF8 beta-tubulin gene, partial cd: 876 876 100% 0.0 98%
GO376141.1  Aspergilus fumigatus isolate UOA/HCPF 8375 beta- tubulin (tut 876 876 100% 0.0 98%
GO376140.1  Aspergilus fumigatus isolate UOA/HCPF 7510 beta- tubulin (tuk 876 876 100% a0 98%
£609200.1 Aspergilius fumigatus strain IHEM 9945 beta-tubulin gene, part 876 876 100% a.0 96%
DOS34076.1  Aspergilus fumigatus strain CBS 121.53 beta-tubulin gene, pat 876 876 100% 0.0 98%
DQ534077.1  Aspergifius fumigatus strain CBS 315.60 beta-tubulin gene, par 876 876 100% 0.0 98%
AY048754.1  Aspergilius fumigatus beta- tubulin (TUB1) gene, partial cds 876 876 100% 0.0 98%
FR775352.1  Aspergillus fumigatus partial benA gene for beta-1 and beta-2 870 870 9% 0.0 98%
HO285501.1  Aspergithus fumigatus strain N.-A2 beta-tubulin gene, partial se 867 867 100% 0.0 98%
DO534078.1  Aspergillus fumigatus strain CBS 520.62 beta-tubulin gene, pat 843 848 93% 0.0 99%
HQS88163.1  Aspergiius furegatus var. elipticus isolate FC049 beta- tubulin 826 826 93% 0.0 98%
HOS588162.1  Aspergitlus fumigatus var. elipticus isolate FC045 beta- tubulin 826 826 93% 0.0 98%
DOS34079.1  Aspergillus fumigatus strain CBS 511.64 beta-tubuiin gene, par 824 824 94% 0.0 98%
HQ588166.1  Aspergiilus fumigatus isotate FC025 beta-tubulin (benA) gene, 821 821 93% 0.0 98%
HO388165.1  Aspergitlus fumigatus isolate FC020 beta-tubulin (benA) gene, s 821 93% 0.0 98%
HO127233.1  Aspergillus fumigatus isolate GM02/29 beta-tubulin (benA) gen 82 821 93% 0.0 98%

Figura 24. Resultado del BLAST correspondiente a la cepa Af16, aislada de ensilaje de
maiz para vacas lecheras.
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Thccawion | Descrigben |

929 100% a.0

HO285593.1  Aspergilus fumigatus stran KCCM60331 beta-tubulin gene, pal 22 9%
H0235510.1  Aspergillus fumigatus stram SN-A4 beta-tubulin gene, partial s 929 929 100% 0.0 99%
[R775354.1  Aspergilus fumigatus partial benA gene for beta-1 and beta-2 929 929 100% 0.0 9%
ER775352.1  Aspergilus fumigatus partial benA gene for beta-1 and beta-2 929 929 100% 0.0 99%
GO221161.1  Aspergilus fumigatus stram FSU6264 beta-tubulin gene, partia 929 929 100% 0.0 99%
£1436789.4 Aspergillus furmgatus isolate AF8 beta-tubulin gene, partial cd: 29 929 100% 0.0 9%
GO376141.1 | Aspergilius fumigatus isolate UOA/HCPF 8375 beta- tubulin (tuk 29 929 100% 0.0 9%
GQ376140.1  Aspergiius fumigatus isolate UOA/HCPF 7510 bata- tubulin (tut 929 929 100% 0.0 9%
AY049734.1  Aspergillus funigatus beta-tubulin (TUB1) gene, partial cds 229 929 100% c.0 9%
HO285501.1  Aspergillus funegatus stram JL-A2 beta-tubulin gene, partial s¢ 920 920 100% 0.0 99%
E1609209.1 Aspergillus fumigatus strain IHEM 9945 beta-tubulin gene, part 20 920 9% 0.0 99%
DO534076.1  Aspergilius fumigatus strain CBS 121.53 beta-tubulin gene, pal 920 920 99% 0.0 9%
DO534077.1  Aspergillus fumigatus strain CBS 315.60 beta-tubulin gene, pat 920 920 99% 0.0 99%
EF669645.1 Aspergilius fumigatus isolate NRRL 5109 beta-tubulin gene, par 915 915 99% 0.0 99%
HO388166.1  Aspergillus fumigatus isolate FC025 beta- tubulin (benA) gene, 889 839 95% 0.0 100%
HOS88165.1  Aspergilius fumigatus isolate FC020 beta-tubulin (benA) gene, 889 889 95% 0.0 100%
HQ127245.1 | Aspergilus fumigatus isolate GM01/31 beta-tubulin (benA) gen 889 889 95% 0.0 100%
H0127246.1 | Aspergilius fumigatus tsolate GM01/36 beta-tubulin (benA) gen 889 889 95% 0.0 100%
DO438524.1  Aspergillus funegatus isolate FH34 beta-tubulin gene, partial s¢ 889 889 95% 0.0 100%
DO438522.1  Aspergillus fumigatus isolate FH32 beta-tubuiin gene, partial s 889 839 95% 0.0 100%

Figura 25. Resultado del BLAST correspondiente a la cepa A. fumigatus RC2108, aislada
de residuo de la industria cervecera para cerdos.

Por ultimo, para observar el agrupamiento de estas dos cepas, identificadas finalmente
como A. fumigatus sensu stricto, con especies de la secciébn Fumigati disponibles en la
base de datos se aplicé el método de agrupamiento Neighbor-Joining (las secuencias
utilizadas en este analisis se muestran en la Tabla 11, apartado “Materiales y Métodos”).
Las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108 (A89) fueron agrupadas con cepas de A.
fumigatus sensu stricto (DQ534076, DQ534077, DQ534078, DQ534079, Hong y col.,
2005) con valores de bootstrap de 100% (Fig. 26).

La cepa Af16 fue incorporada a la Coleccion Micolégica de la UNRC y registrada como
A. fumigatus RC2063. Finaimente, las secuencias parciales g-tubulina de las dos cepas A.
fumigatus sensu stricto evaluadas durante estos ensayos fueron depositadas en ia base
de datos de GenBank (A. fumigatus RC2063:. nimero de acceso: JX277549 y A.
fumigatus RC2108: nimero de acceso: JX277548).
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Figura 26. Agrupamiento de las cepas en estudio inferido por el andlisis de Neighbor-Joining de
secuencias parciales del gen de la B-tubulina. Los nimeros encima de los nodos representan
valores de bootstrap mayores al 60% (1000 replicaciones de bootstrap). El nimero de cambios
nucleotidicos es representado por la longitud de las ramas.
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Seccion Ill: Materiales y Métodos

1- Caracterizacion fenotipica de Aspergillus seccion Fumigati

1.1- Analisis estadistico multivariado

Los datos recopilados durante la caracterizacion de las cepas a través de caracteres
morfolégicos segun la clave taxonémica de Samson y col. (2007) fueron sometidos a un
analisis estadistico multivariado. Previamente, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
(p<0,0001) para detectar diferencias significativas entre las variables, utilizando el
software InfoStat version 2008. Se consideraron las variables morfométricas diametro
de las colonias (medidos en mm) en las condiciones de cultivo: CYA25°C, CYA37°C,
MEA25°C, CZA25°C, OA25°C, YES25°C y CREA25°C (variables macromorfométricas),
y largo y ancho del estipe y ancho de la vesicula (en upm) (variables
micromorfométricas). Mientras que el color de las colonias en CYA37°C a los 3 dias de
incubacién, la conidiacién en MEA, produccion de acidos en CREA y la produccién de
gliotoxina conformaron variables de clasificacion. Los resultados obtenidos de todas las
variables medidas (morfométricas y de clasificacion) fueron organizados en forma de
matriz con n filas (casos o individuos) conteniendo las p caracteristicas (variables)
registradas sobre un mismo individuo (cepa). Con dichos datos, se realizaron diferentes
analisis de componentes principales (ACP) los cuales facilitaron la deteccion de
asociaciones mas complejas entre los individuos en un escenario multidimensional y
andlisis de conglomerados, en los cuales se utilizé la distancia Euclidea para estimar
las diferencias entre estos individuos. Como resultado del andlisis de conglomerados se
construyeron dendrogramas para la apropiada visualizacién de los “clusters” o grupos.
Finalmente, se realiz6 un anélisis de correlacion de Pearson para demostrar las
correlaciones presentes entre las variables estudiadas. Todos estos analisis fueron
llevados a cabo utilizando el software estadistico InfoStat version 2008 (Argentina).
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2- Marcadores moleculares para la caracterizacion de cepas de Aspergillus seccién

Fumigati

2.1- Materiales

2.1.1- Medio de cultivo

Medio liquido Wickerham: glucosa 40 g, peptona 5 g, extracto de levadura (Britania) 3
g, extracto de malta (Britania) 3 g, agua destilada 1000 ml (Mulé y col., 2006).

2.1.2- Soluciones y reactivos

2.1.2.1- Soluciones y reactivos utilizados para la extraccién del ADN

Buffer CTAB al 2%: 2% CTAB, 100 mM Tris-CiH (pH 8), 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl.
Buffer TE 1X: 10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8

Cloroformo- alcohol isoamilico (24:1, v/v)

Etanot al 70%

2- mercaptoetanol

Isopropanol (2-propanol)

Acetato de amonio 7,5 M (pH 8).

2.1.2.2- Soluciones y reactivos utilizados para la visualizacion del ADN por

electroforesis en gel de agarosa

Buffer TAE (50X): 242 g Tris base; 57,1 ml acido acético glacial; 0,5 M EDTA (pH 8).
Bromuro de Etidio: se agrega 1 pl de una solucién stock (10 mg/ml) cada 20 mi de

agarosa fundida y templada a 45 °C.

= Marcador de peso molecular: ADN del bacteriéfago A digerido con Hind/// (rango de los

fragmentos: 125 bp - 23.1 kb) (Life technologies, USA).
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2.1.2.3- Soluciones y reactivos utilizados para la obtencién de los marcadores
moleculares PCR-RFLP

2.1.2.3.1- Reactivos utilizados para la amplificacion del gen de la B-tubulina

= Buffer PCR 10X: 200 mM Tris-HCI pH 84; 500 mM KCIL (10X Taq DNA
Polymerase (Brasil)® Reaction Buffer, Invitrogen by Life Technologies.

=  MgCl.: 50 mM (invitrogen by Life Technologies).

= dNTPs: Stock 2 mM (100 ul): se prepara mezclando 2 pl de cada dNTP (GTP,
CTP, ATP y TTP, 100 mM, Invitrogen) en 92 ul de agua bidestilada estéril calidad
biologia molecular.

= Tag DNA polimerasa: (5 U/ul Invitrogen by Life Technologies).

= Cebadores Bt2a/Bt2b: stock 10 pM: se prepara por disoluciéon del cebador seco
(Invitrogen) en el volumen apropiado de agua bidestilada estéril calidad biologia
molecular.

2.1.2.3.2- Reactivos utilizados para la digestion del amplicon B-tubulina con la
enzima de restriccion Becel

= Enzima de restriccion Becl; 10 U/ul (BioLabs inc. New England, numero de
catalogo: R0704S).
= Buffer de la enzima Becl: 10X NEBuffer 1 (BioLabs Inc. New England).

= Albdamina sérica bovina (BSA): 100 mg/ml (New England BioLabs inc.).

2.1.2.3.3- Soluciones y reactivos utilizados para la visualizacion del ADN por
electroforesis en gel de agarosa

= Buffer TAE (50X): 242 g Tris base; 57,1 ml acido acético glacial; 0,5 M EDTA (pH
8).

= Bromuro de etidio: se agrega 1 ul de una solucién stock (10 mg/ml) cada 20 ml de
agarosa fundida y templada a 45 °C.

= Marcador de peso molecular de 100 pb (100-bp Ladder, Invitrogen).
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2.1.2.4- Soluciones y reactivos utilizados para la obtencion de los marcadores
moleculares RAPD

2.1.2.4.1- Reactivos utilizados para la reaccion de PCR

= Buffer PCR (10X), MgCi, (60 mM), dNTPs y Taq DNA polimerasa: mencionados en
el punto 2.1.2.3.1.

= Cebadores: Se llevaron a cabo reacciones de PCR utilizando los cebadores: PELF
o0 URP1F (Kang y col., 2002).

2.1.2.4.2- Soluciones y reactivos utilizados para la visualizacion del ADN por
electroforesis en gel de agarosa

Se utilizaron las soluciones y reactivos descriptos en el punto 2.7.2.3.3.

2.2- Métodos

2.2.1- Caracterizacion de cepas de Asperygillus seccion Fumigati mediante marcadores
moleculares generados por el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) del producto de amplificacién de B-tubulina.

Para la caracterizacion de las cepas seleccionadas de Aspergillus seccién Fumigati
utilizando los marcadores moleculares PCR-RFLP, se sigui6é el esquema de identificacién
descripto por Staab y col. (2009) que permite la rapida identificaciéon (“screening”) de
morfotipos similares en la seccién Fumigati.

2.2.1.1- Cepas

Se utilizaron para el andlisis las 35 cepas que fueron caracterizadas fenotipicamente y
cuyos caracteres morfométricos y de clasificacion fueron evaluados y comparados
mediante los andlisis estadisticos multivariados descriptos en el punto 1. (Tabla 22).
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Ademas, se incluyeron en el analisis los controles positivos de A. fumigatus sensu
stricto: A. fumigatus RC2063 (Af16, N° de acceso GenBank: JX277549) y A. fumigatus
RC2108 (A89, N° de acceso GenBank: JX277548).

2.2.1.2- Produccion de la biomasa fangica

A partir de cada cepa desarrollada en MEA a 28 °C durante 7 dias se realizdé una
suspension de esporas en agar semisélido que se transfirié a frascos Erlenmeyer de 250
mi conteniendo 50 ml de medio Wickerham. Los medios asi inoculados se incubaron a 28
°C durante 2 a 3 dias en un agitador rotatorio (150 rpm). El micelio se coseché por
filtracion bajo presion negativa creada por vacio, se lavé con agua destilada esteéril y se
secoO entre papel absorbente. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta el momento
de realizar la extracciéon del ADN.

Tabla 22. Cepas analizadas mediante la aplicacién de los marcadores PCR-RFLP.

Cepas Cantidad’ Origen de aislamiento
E1-E3, E5-E6, Af1 6 alimento para cabalios
Af2, A21 2 alimento para pollos
Af3, Af6, Af7, Af11
8 alimento para perros
MA3, MA159, MA199, Af42
AS32, AS19, Ach2
5 alimento para chinchillas
FA15, AS43
Af13, Af14, Af25, Af16, B61 5 ensilaje para vacas
A105, A109, A118, A152
g9 alimento para cerdos!

A193, A198, A114, A70, A89

" Numero de cepas analizadas por origen de aislamiento. T Residuo de laindustria cervecera.
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2.2.1.3- Extraccion, purificacion y cuantificacion del ADN genémico

Se pulverizé el micelio congelado en morteros utilizando nitrégeno liquido para lograr la
ruptura mecanica de las células y se distribuyé en microtubos Eppendorf de 1,5 mi
estériles que fueron almacenados -20 °C. Para extraer el ADN, se utiliz6 el buffer CTAB
siguiendo la metodologia propuesta por Leslie y Summerell (2006), con algunas
modificaciones. Al micelio congelado (aproximadamente 1,5 a 2 g) se le adicioné 700 pi
de buffer CTAB al 2% (previamente calentado a 65 °C) y 15 ul de 2-mercaptoetanol, se
agité la mezcla durante 2 min en agitador Vértex y se incubé a 65 °C durante 15 min.
Luego del tiempo de incubacién los tubos fueron nuevamente agitados por 2 min e
incubados a 65 °C durante 15 min. Se agregé 500 ul de una solucién de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1, v/v), se agité la mezcla durante 1 min y se centrifugé a 12000
rpm durante 10 min. Se tomé aproximadamente 600 pl de la fase acuosa y se la trasfirié a
un microtubo Eppendorf estéril. Se agregé igual volumen de isopropanol para precipitar
los acidos nucleicos y mitad del volumen de acetato de amonio 7,5 M, mezclando por
inversion. Luego se centrifugd la mezcla a 10000 rpm durante 10 min y se descart6 el
sobrenadante. El “pellet’ fue lavado 2 veces con 500 ul de etanol frio al 70% (v/v) y se
secdé a temperatura ambiente durante 2 a 3 min invirtiendo los tubos sobre papel
absorbente. Por ultimo, los “pellets” fueron resuspendidos en 100 ul de buffer TE 1X para
conservarios hasta su posterior analisis.

El ADN genémico se cuantificd por comparacién visual usando ADN del bacteriéfago A
digerido con Hind/ll como ADN testigo, tefiidos con bromuro de Etidio (0,5 pg/mi). Las
muestras se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en buffer TAE 1X. El
voltaje y tiempo de la separacion electroforética fue dependiente de la cuba de
electroforesis utilizada. Se realizaron las diluciones correspondientes de cada muestra de
ADN en buffer TE 1X hasta obtener una concentracién aproximada de 5 - 20 ng/ul.

2.2.1.4- Obtencion de los marcadores moleculares PCR-RFLP
2.2.1.4.1- In silico PCR-RFLP

Previo a la obtencién de los marcadores moleculares RFLP, se realizaron anélisis in
silico para la obtencién de mapas de restriccion teéricos con diferentes enzimas utilizando
la herramienta on-line NEBcutter V2.0 (http:/tools.neb.com/NEBcutter2/). Durante este
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analisis, se investigaron los fragmentos producidos por enzimas de restricciéon disponibles
en NEBcutter, sobre secuencias parciales de B-tubulina obtenidas de GenBank de A.
fumigatus sensu stricto, A. lentulus, A. fumigatiaffinis, A. novofumigatus, A.
fumisynnematus, A. viridinutans y Neosartorya udagawae. Estas secuencias se alinearon
aplicando el algoritmo ClustalW en BioEdit v7.0.9.0 software (Thompson y col. 1994)
(http://www.mbio.ncsu. edu/RNasaP/info/programs/BIOEDIT/bioedit.html) y luego fueron
evaluadas con cada enzima de restriccion. Este analisis se realizé para seleccionar una
enzima para ser utilizada en el ensayo de PCR-RFLP in situ.

2.2.1.4.2- In situ PCR-RFLP
2.2.1.4.2.1- Amplificacion de gen de la B-tubulina (benA)

Para la amplificaciéon del gen (parcial) de la B-tubulina (benA), se utilizaron los
cebadores Bt2a/Bt2b (Glass y Donaidson, 1995) (Tabla 23), siguiendo la metodologia
propuesta por Samson y col. (2004b), con algunas modificaciones.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador MJ Research PTC-
200 (MJ Research Inc., Watertown, MA) en las condiciones que se muestran en la Tabla
24. L a mezcla de reaccion para el par de cebadores, consistié en un cebador direccionado
en “forward” (Bt2a) y otro direccionado en “reverse” (Bt2b). Un control negativo que no
contenia ADN templado se incluyé en el experimento a fin de corroborar posibles
contaminaciones de los reactivos. Se utilizé el siguiente programa de PCR: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5§ min, seguido por 35 ciclos de amplificacién a 94 °C
por 1 min, 58 °C por 1 min y 72 °C por 1 min. Se realiz6 ademas, una extension final a 72
°C durante 7 min. Finalmente, la reacciéon se mantuvo a 4 °C durante 10 min.

Se examinaron los productos de amplificacién (5 pl) a través de electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) utilizando como buffer de
corrida al buffer Tris-acido acético-EDTA (TAE) 1X, pH 8. El gel se visualizé por medio de
un transiluminador UV a 302 nm y el tamadfo del fragmento obtenido (aproximadamente
550 pb) se estimdé por comparacién visual con ADN testigo (Invitrogen, 100-bp Ladder)
con bandas de referencia que oscilan entre 100 - 2072 pb.
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Tabla 23. Secuencias y temperaturas de melting (Tm) de los cebadores B-tubulina

utilizados.
Cebador Secuencia 5'- 3’ Tm (°C)}
Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 72
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 76

¥ Calculadas segun la ecuacion: Tm= 2(AT) + 4(CG).

2.2.1.4.2.2- Digestion de los amplicones de g-tubulina con Bcc/

Para la digestion enzimatica del amplicon B-tubulina con Bccl, se preparé la mezcla de
reaccion que se describe en la Tabla 25. Esta se llevé a incubar a 37 °C durante 2 h en
bafio de agua, segun recomendaciones del fabricante. Finalmente, se transfirié a estufa a
65 °C durante 20 min para inhibir la reaccién enzimatica. Los fragmentos obtenidos por el
clivaje de Bccl (10 ul) se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiidos
con bromuro de etidio (0,5 ug/mi) utilizando como buffer de corrida al buffer Tris-acido
acético-EDTA (TAE) 1X pH 8, y fueron fotografiados utilizando un digitalizador de
imagenes (MiniBIS Pro, DNR). El tamafio de los fragmentos obtenidos se estimé por
comparaciéon visual con las bandas de referencia (100 - 2072 pb) del ADN testigo
(Invitrogen, 100-bp Ladder).

2.2.1.4.2.3- Analisis de los resuitados

Se comparo el patron de bandas obtenido de las cepas estudiadas con aquel resultante
de los RFLP de la regién benA de los controles positivos. Ademas, se corroboré que el
tamano de las bandas obtenidas fuera concordante con el tamafio de los fragmentos
generados en los mapas teéricos de restriccion.
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Tabla 24. Mezcla de reaccion para la amplificacién del gen de la B-tubulina.

Componentes 1 reaccion
ADN molde (aprox. 5 ng/pl) 2 Ml
Buffer de reacciéon 10X 5 ul
MgCl; 50 mM 2l
dNTPs (2 mM) 5ul
Cebador “forward” 10 uyM 2 ul
Cebador “reverse” 10 uyM 2yl

Taq DNA polimerasa (5 U/ul) 0,25 ul

H,0 bidestilada esteéril 31,75 ul
Volumen final: 50 pl

Tabla 25. Mezcla de reaccion para la digestion de los amplicones B-tubulina con Becl.

Componentes 1 reaccién
ADN (amplicén B-tubulina) 10 pl
NEBuffer 1, 10X 1,5 pl
BSA 10 mg/mi 0,15 pl
Enzima Bec/ (10 U/pl) 0,1 ul
H,0 bidestilada estéril 3,25 ul
Volumen final: 15 ul
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2.2.2- Caracterizacion de cepas de Aspergillus seccion Fumigati mediante amplificacién
al azar de ADN polimérfico (RAPD).

Para la identificaciéon a nivel de especie y estimacion de la variabilidad genética de un
grupo de cepas seleccionadas de Asperygillus seccién Fumigati mediante el uso de los
marcadores genéticos RAPD, se tomé como referencia la metodologia propuesta por
Hong y col. (2005).

2.2.2.1- Determinacion de la repetitividad y reproducibilidad de la técnica utilizando
los cebadores PELF y URP1F

2.2.2.1.1- Cepas

Se utilizaron 7 cepas anteriormente identificadas por caracteres morfolégicos y las
cepas A. fumigatus RC2063 (Af16, N° de acceso GenBank: JX277549) y A. fumigatus
RC2108 (A89, N° de acceso GenBank: JX277548) identificadas por secuenciacion del gen
parcial de la B-tubulina para evaluar la repetitividad y reproducibilidad de los marcadores
genéticos generados por RAPD en el protocolo descripto por Hong y col. (2005). En la
seleccioén de las cepas se tuvo en cuenta la presencia de al menos una por sustrato y su
produccion de gliotoxina (elevada: determinada por HPLC-UV y nd (no detectable):
determinada por HPLC-MS/MS).

Ademas, se evalud la reproducibilidad del protocolo con las cepas de referencia A.
fumigatus CBS 127801, A. fumigatus CBS 127278, A. lentulus CBS 117267, A.
novofumigatus CBS 117519 y A. novofumigatus DTO 249-H5; A. udagawae CBS 114217
y A. udagawae CBS 114218 (gentiimente cedidas por el Prof. Dr. Robert A. Samson, del
CBS-KNAW FUNGAL BIODIVERSITY CENTRE, Holanda).

2.2.21.2- Produccién de la biomasa flingica, extraccién, purificacion y
cuantificacion del ADN genémico

Para la obtencion de la biomasa flungica y para la extraccion, purificacion y
cuantificacion del ADN genomico de las cepas incluidas en este analisis se siguieron las
metodologias previamente descriptas en los puntos 2.2.1.2 y 2.2.1.3, respectivamente.
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2.2.2.1.3- Reaccion de amplificacion

Se utilizaron los cebadores PELF y URP1F (Tabla 26) previamente seleccionados por
Hong y col. (2005) por su habilidad de producir numerosas bandas polimérficas. La
concentracion de ADN templado fue de 25 ng en un volumen final de 25 pl y las cepas se
analizaron por duplicado a fin de corroborar la reproducibilidad de las bandas. Un control
negativo que no contenia ADN templado se incluyé en cada experimento y cada reaccion
se realizé al menos dos veces. Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en
un termociclador MJ Research PTC-200 (MJ Research Inc., Watertown, MA) en las
condiciones que se muestran en la Tabla 27.

El programa de PCR consistié de un ciclo de desnaturalizacién inicial a 94 °C por 4
min, seguido por 35 ciclos de ampilificacion a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 miny 72 °C por
2 min. Se realizdé ademas, una extension final a 72 °C durante 8 min. Finalmente, la
reaccion se mantuvo a 4 °C durante 10 min.

Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en geles de agarosa al
1,56% tediidos con bromuro de etidio y fueron fotografiados usando un digitalizador de
imagenes (MiniBIS Pro, DNR). El tamafio de los fragmentos obtenidos se estimé por
comparacion visual con ADN testigo (Invitrogen, 100-bp Ladder) con bandas de referencia
que oscilan entre 100 - 2072 pb. De acuerdo a los resultados obtenidos, se evalud el
nimero e intensidad de las bandas y la habilidad de cada cebador en amplificar
consistentemente los mismos fragmentos dado el mismo aislado. Se comparé el perfil de
bandas obtenido y su tamafio molecular con los patrones informados en el protocolo de
referencia (Hong y col., 2005).

Tabla 26. Secuenciay Tm (°C) de los cebadores utilizados.

Cebador Secuencia 5’- 3’ Tm (°C)}
PELF ATATCATCGAAGCCGC 48
URP1F ATCCAAGGTCCGAGACAACC 62

T Calculadas segun la ecuacion: Tm= 2(AT) + 4(CG).
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Tabla 27. Mezcla de reaccién optimizada para la generacion de los RAPDs.

Volumen finatl: 25 pl.

Componente 1 reaccién
ADN molde 2,5l
Buffer de reaccién 10X 2,5 ul
MgCl,; 50 mM 1,25 pl
dNTPs (2 mM) 2,5yl
Cebador 10 pM’ 2 ul
Taqg DNA polimerasa (5 U/uL) 0,3 pl
H.O bidestilada estéril 13,95 pl

"Reaccién para un unico cebador, ya sea PELF o URP1F.

2.2.2.1.4- Analisis de los resultados

Para analizar los perfiles RAPD obtenidos, se determiné la presencia o ausencia de las
bandas por comparacién visual en cada una de las cepas evaluadas. Se consideré que
las bandas del mismo tamafio molecular en las diferentes cepas representan el mismo
alelo y cada banda se trat6 como un Unico locus independiente con dos alelos. Cada
fragmento amplificado fue considerado como un caracter y cada caracter con dos posibles
estados, presencia (1) y ausencia (0). Asi, se construyé una matriz binaria para cada
cebador y luego una matriz conjunta para ambos cebadores. La distancia genética entre
los individuos se calculdé teniendo en cuenta todos los pares de las cepas ensayadas de
acuerdo al coeficiente de similitud (Sq) = 2 Nxy / (Nx + Ny) donde, Nx y Ny representan los
nimeros de fragmentos amplificados en la cepa X e Y, respectivamente y, Nxy representa
el numero de fragmentos amplificados compartidos por ambas cepas (Dice, 1945). La
distancia genética (D) se deriv6 del coeficiente de similitud de la siguiente manera:

D=1-8

Los dendogramas de similitud genética resultantes fueron realizados utilizando el
algoritmo UPGMA (funcién SAHN) del programa NTSYS 2.01e (Numerical Taxonomy
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System; Applied Biostatistics Inc., New York, USA) (Rohlf, 1990). Los valores de
bootstraps se determinaron usando el programa PAUP versién 4.0 (Swofford 2001).

2.2.2.2- Generacion de los marcadores RAPD para la caracterizacién genética de
cepas de Aspergillus seccion Fumigati

Una vez evaluada la repetitividad y reproducibilidad de la técnica para cada cebador
con cepas de referencia de Aspergillus seccidn Fumigati y con aquellas seleccionadas de
los diferentes sustratos (punto 2.2.2.1.1), se aplicd esta metodologia de un conjunto
mayor de cepas para su identificacion a nivel de especie y estimacién de variabilidad
genética.

2.2.2.2.1- Cepas

Se seleccionaron 70 cepas pertenecientes a Aspergillus seccién Fumigati obtenidas de
los diferentes sustratos para su caracterizacion mediante el uso de marcadores
moleculares RAPD. Este grupo incluyé las 35 cepas caracterizadas fenotipicamente y a
través de PCR-RFLP (punto 1.2.1.3), 18 cepas seleccionadas aleatoriamente de cada
sustrato y 17 cepas clinicas (humanas y animales) y aisladas de alimentos para animales
y procedentes de Brasil (Tabla 28). Se incluyeron en el analisis las cepas de referencia A.
fumigatus CBS 127801, A. fumigatus CBS 127278, A. lentulus CBS 117267, A.
novofumigatus CBS 117519 y A. novofumigatus DTO 249-H5; A. udagawae CBS 114217
y A. udagawae CBS 114218.

La obtencién de la biomasa fungica, extraccién, purificacién y cuantificacion del ADN
gendmico, las reacciones de amplificacion y el analisis de los resultados obtenidos se
llevaron a cabo siguiendo las metodologias detalladas en los puntos anteriores (2.2.2.1.2,
2.2.2.1.3y 2.2.2.1.4, respectivamente).
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Tabla 28. Cepas caracterizadas a través de los marcadores genéticos RAPD.

Copas Cantidad Origen de Regién
aislamiento geografica
cepas descriptas en la Tabla 22 alimentos para animales
(punto 2.2.1.1) = (punto 2.2.1.1)
MA1, MNI59, AF43, MA196 alimento para perros
A99, A185, A241, A26 alimento para cerdos Argentina
B63, AF18, Af21, B76 18 ensilaje para vacas
Af55, Af57, Af59 alimento para pollos
Af49, Af53, A7 alimento para chinchillas
AF89c, AF92c, AF122¢ mastitis vacuna
AF10c,AF17c, AF23c, AF32c, AF94c alimento para pollos
AFO01c, AFO4c alimento para cerdos
AF108c, AF123c 17 ensilaje de maiz para Brasil
vacas
AF105¢c, AF120c, AF133c ERSIRISE SRR
vacas
AF166¢, AF117c aspergilosis humana
TOTAL 70

" Residuo de la industria cervecera para cerdos.
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3- Identificacion a nivel de especie de las cepas de Aspergillus seccion Fumigati
mediante el secuenciamiento del gen de la B-tubulina

3.1- Materiales
3.1.1. Soluciones y reactivos

Se utilizaron las soluciones y reactivos listadas en los puntos 2.71.2.7, 2.1.22y 2.1.2.3.1
para la extraccion del ADN, su visualizacion por electroforesis en gel de agarosa y para la
amplificacién del gen de la B-tubulina.

3.2- Métodos
3.2.1- Cepas

Se llevdo a cabo el secuenciamiento del gen (parcial) de fa B-tubulina de cepas
caracterizadas mediante los marcadores moleculares PCR-RFLP y RAPD, con el objetivo
de confirmar su identificacion a nivel de especie. Para ello, se eligié un total de 14 cepas.
Este grupo incluyé 9 cepas que fueron seleccionadas en base a la diversidad encontrada
durante la aplicacion de los marcadores genéticos RAPD (cepas obtenidas en el presente
trabajo originarias de Argentina) y 5 cepas procedentes de Brasil, seleccionadas
representativamente de cada origen de aislamiento (véase apartado °‘Resultados y
discusion”, seccion IlI).

3.2.2- Produccion de la biomasa fungica, extraccién, purificacion y cuantificacion
del ADN genémico

Para la obtencion de la biomasa fungica y para la extraccion, purificacion y
cuantificacién del ADN genémico de las cepas incluidas en este analisis se siguieron las
metodologias previamente descriptas en los puntos 2.2.1.2 'y 2.2.1.3, respectivamente.
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3.2.3- Amplificacion de gen de la B-tubulina (benA)

Las condiciones de reaccion, cebadores utilizados y demas procedimientos para la
amplificacién por PCR del gen de la 8-tubulina corresponden a las descriptas en el punto
2.21.3.2.1.

Luego de la reaccién de amplificacién, se examinaron los productos de PCR (5 pul)
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefidos con bromuro de etidio (0,5
pg/ml). El gel se visualizé por medio de un transiluminador UV a 302 nm y el tamaiio del
fragmento obtenido (aproximadamente 550 pb) se estimé por comparacién visual con
ADN testigo (Invitrogen, 100-bp Ladder) con bandas de referencia que oscilan entre 100 -
2072 pb. Los fragmentos amplificados se purificaron utilizando columnas de purificacion
de ADN (DNA Wizard DNA Clean-Up Kit, Promega, Madison, WI) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, se secuenciaron ambas cadenas de ADN en un
secuenciador Applied Biosystem ABI 3730 sequencer (Applied Biosystem) mediante el
método enzimatico de terminacion de cadena de Sanger (1977) utilizando el par de
cebadores Bt2a/Bt2b.

3.2.4- Anélisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas

Las secuencias parciales B-tubulina de ambas cadenas de ADN se alinearon usando el
programa informatico BioEdit version 7.0.9.0 (Thompson y col. 1994)
(http://www.mbio.ncsu.edu/RNasaP/info/programs/BIOEDIT/bioedit.html), y en caso de ser
necesario se realizaron algunos ajustes manuales. Las secuencias obtenidas (490-550
pb) se compararon con otras disponibles en la base de datos del GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) para determinar su homologia. Para ello, se realiz6 un
alineamiento basico local entre las secuencias (BLAST, Basic Local Alignment Search
Tool, hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), lo cual permiti6 determinar el porcentaje de
maxima identidad de las secuencias estudiadas con aquellas publicadas en la base de
datos. Ademas, con el objetivo de observar el agrupamiento de las cepas secuenciadas
con otras especies de la seccién Fumigati, se aplicd el método de analisis de maxima
parsimonia utilizando el programa on-ine TNT (Goloboff y col, 2008,
http://iwww.phylogeny.fr/iversion2cgi/lone_task.cgi?task_type=tnt). Se consideré6 un
bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985) para corroborar la certeza estadistica
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de las ramas generadas. Previo a este analisis, el set de secuencias se alineé a través del
algoritmo CRUSTALW usando el programa on-line MAFFT version 7 (Katoh y Standley,
2013, http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Las secuencias de las especies de la seccién
Fumigati que se usaron para estos analisis fueron seleccionadas de la base de datos
GenBank y se muestran en la Tabla 29. Aspergillus clavatus (n° de acceso: AF057312.1)
se utilizé6 como grupo externo.

4- Mantenimiento de las cepas

Las cepas fueron mantenidas en glicerol al 15% a -80 °C, a fin de evitar mutaciones o
cambios en las caracteristicas fisiolégicas de las mismas.
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Tabla 29. Secuencias y cepas usadas en el analisis preliminar de parsimonia.

CM N° de
Especie Origen acceso al Autor
B-tubulina GenBank
KACC 42090 Asperyillus sp. desconocido DQ534142
KACC 42091 Aspergillus sp. desconocido DQ534143  Hongy col- (2008)
CBS 153.89 Asperillus sp. desconocido AY685175 Hong y col. (2004)*
AS24 A. fumigatus Costa marina, Malasia JX545087  Teh y Latiffah (2012)*
CBS 121.53 A. fumigatus Desconocido, Holanda DQ534076
] Secrecion pulmonar
CBS 315.60 A. fumigatus humana, Holanda DQ534077 Hong y col. (2005)
CBS 520.62 A. fumigatus esputo humano, Holanda DQ534078
CBS 511.64 A. fumigatus Suelo, Holanda DQ534079
NRRL 5109 A. fumigatus desconocido EF669845 Peterson (2008)
HCPF 8375 A. fumigatus desconocido GQ376141 A'aba‘?'zso‘é;”f'eg'ak'
HCPF 7510 A. fumigatus Aspergillosis humana, Grecia  GQ376140  Arabatzis y col. (2011)
CBS 612.97 A. lentulus desconocido DQ534081 q
FH 5 A. lentulus Clinico, USA Av73gsi3  Dawjeey col. (2005b)
IBT13131 A. fumigatiaffinis Mejilla de raton,USA DQ094884
IBT12703 A. fumigatiaffinis Suelo, USA DQ094885
IBT16806  A. novofumigatus Suelo, Ecuador DQog4gss  Hongy col (2005)
IBT16755 A. novofumigatus Suelo, Ecuador DQ094887
90-BP-70 A. fumisynnematus Clinico, Japén AB248077
IFM 42277 A. fumisynnematus Suelo, China AB248076  Yaguchiy col. (2007)
90-BP-177 A. fumisynnematus Clinico, Japén AB248078
CBS 458.75 A. vinidinutans Suelo, India AY685178 Hong y col. (2005)
IMI367415 A. vindinutans Desconocido DQ534153  Hong y col. (2008b)*
IMI280490 A. vinidinutans | Suelo_, Zambi_a AF134780
IMI182127 A. viridinutans &t )(P'“° do  AFqa4777  Vargaycol (1989)
CBS 154.89 N. udagawae Suelo de citricos, USA DQ534080 Hong y col. (2005)
IBT 23363 N. udagawae desconocido DQ534161 .
KACC F3759 ___N. udagawae Suelo, Korea DQ534103 _Hongy col. (2006b)
IBT16763 N. galapensis Suelo, Ecuador DQ534146
KACC41675 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534082  Hong y col. (2006a)*
KACC 41677 N. fennelliae Suelo cultivado, Corea DQ534084
KACC 41659 N.coreana desconocido AY870758
IBT 22051 N.coreana desconocido AY870757
KACC 41647 N.spinosa desconocido AY870760
CBM-FA 0690 N.spinosa desconocido AY870764 5
KACC 41668 N. fischeri desconocido Avg7o730  Hongy col (2004)
KACC 41664 N. fischeri desconocido AY870733
IBT 6472 N. pseudofischeri desconocido AY870745
KACC 41661 N. pseudofischeri desconocido AY870741
KACC 41689 N. hiratsukae Suelo cultivado, Corea DQ534096
KACC F3749 N. quadricincta Suelo cultivado, Corea DQ534098 N
KACC 41181 N. aureola Desconocido DQ534157  Hongy col. (2006a)
KACC 41666 N. tatenoi Desconocido DQ534160

* Secuencias no publicadas en trabajos cientificos.
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1- Caracterizacion fenotipica de cepas de Aspergillus seccion Fumigati

El resultado de los andlisis estadisticos univariados realizados en funcién de variables
macromorfometricas, micromorfométricas, fisiolégicas y de clasificacion determinadas al
conjunto de cepas de Asperygillus seccion Fumigati estudiadas, se muestran en las Tablas
30,31y 32.

Al evaluar la macromorfologia de las cepas de Aspergillus secciébn Fumigati, se observé
que si bien existieron diferencias significativas entre los distintos origenes de aislamiento
cuando las cepas crecieron en los diferentes medios de cultivo evaluados (p<0,05) (Tabla
30), no se observd un patrén de comportamiento semejante para todas las variables
estudiadas, por lo tanto la diferenciacién por origenes es dependiente de la variable
considerada. En la Tabla 31 se muestran las variables micromorfométricas y fisiologicas
determinadas a las cepas en estudio. Se observo que la variable “largo de estipe” fue la
tinica para la cual los origenes de las cepas no presentaron diferencias significativas
(ps0,05). En general, se observd el mismo comportamiento que para las variables
macromorfométricas estudiadas. Cuando se analizaron las variables de clasificacion
“producciéon de acidos en CREA”, “color de la colonia en CYA37°C a los 3 dias de
incubaciéon” y “conidiacion” segun los diferentes origenes, se observé que si bien
existieron diferencias significativas entre éstos, no fue posible evidenciar un patrén de
comportamiento que asociara uno 0 mas origenes determinados a una o mas variables
analizadas (p<0,05) (Tabla 32).
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Tabla 30. Macromorfologia de las cepas de Aspergillus seccién Fumigati en diferentes medios de cultivo, segin el origen de

aislamiento.
Variables macromorfométricas
Origen en diferentes medios de cultivo (mm) (media + EE)
MEA CYA 25°C CYA 37°C OA CZA CREA YES
1 493+02* 428:05*® 511+06° 398107° 341+0,7* 311+10° 481+092°
2 528+02° 48,1+05% 478:05° 439106 409+07° 318+09° 530%0,86%
3 499+03° 417:06°* 491106° 395+08° 362+09* 288+1,1° 452+1,09°
4 539+04° 468111 503%1,1° 426113°° 437+14° 326+18" 566%£172°
5 524+02° 458:06° 508106° 453108° 386+08° 253:11° 494+1,00"
6 523+02° 444:05" 506+07% 422+07°® 381+07° 289+11° 51,3:0,92%

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al Test LSD de Fisher (p<0,05). Origen:
residuo de cerveceria para cerdos, 3: ensilaje de maiz para vacas, 4: alimento terminado para pollos, 5:

creatinina sacarosa, YES: agar extracto de levadura sacarosa.

1: alimento terminado para perros, 2:

alimento terminado para caballos, 6:
alimento terminado para chinchillas. MEA: agar extracto de malta, CYA: agar Czapek extracto de levadura, OA: agar harina de avena, CREA: agar
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Tabla 31. Micromorfologia y fisiologia (produccion de gliotoxina) de las cepas de
Aspergillus seccion Fumigati en diferentes medios de cultivo, segin el origen de

aislamiento.
Variables micromorfométricas
Origen medidas (mm) y fisiologia (ng/g) (media + EE)
Largo estipe Ancho estipe  Diametro vesicula Gliotoxina

1 253677 6,8+0,24" 177+0,4° 302,2+91,97*
2 2415+72* 6,3+ 023" 16,0+ 0,4 " 289,9 + 86,03 *
3 2399+92° 6,1+0,29° 179+0,5° 883,0 + 108,83 "
4 2551+ 145° 6,7+045% 16,8+ 09%® 10,3+ 172,07 *
5 2506+84° 58+026* 176+0,5° 221+99,34"

6 2502+77"* 6,7+024%® 182+0,4° 88,5+9197"°

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al Test LSD de Fisher (p<0,05).
Origen: 1: alimento terminado para perros, 2: residuo de cerveceria para cerdos, 3: ensilaje de maiz
para vacas, 4. alimento terminado para pollos, 5: alimento terminado para caballos, 6: alimento
terminado para chinchillas. MEA: agar extracto de malta, CYA: agar Czapek extracto de levadura, OA:
agar harina de avena, CREA: agar creatinina sacarosa, YES: agar extracto de levadura sacarosa.
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Tabla 32. Variables de clasificacién determinadas a las cepas de Aspergillus seccion
Fumigati en funcién del origen de aislamiento.

Variables de clasificacion
Origen Test LSD

Acidos en CREA Color de la colonia Conidiacién

1 a bc
2 b bc b
3 ab ab c
4 b bec a
5 c b
6 a a

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al Test LSD de Fisher (p<0,05).
Origen: 1: alimento terminado para perros, 2: residuo de cerveceria para cerdos, 3: ensilaje de maiz
para vacas, 4: alimento termminado para pollos, 5: alimento terminado para caballos, 6: alimento
terminado para chinchillas. CREA: agar creatinina sacarosa.

De acuerdo a los resuitados obtenidos, se decidié realizar un estudio multivariado que
permitiera evidenciar las relaciones entre las cepas de Aspergillus seccion Fumigati en
estudio, sus origenes y las diferentes variables en conjunto.

Se realizé, en primer lugar un analisis de componentes principales (ACP) y graficos
Biplot, los cuales son técnicas de reduccion de dimensién, es decir técnicas que permiten
examinar todos los datos en un espacio de menor dimensién que el espacio original de las
variables. Se logr6é asi, analizarlas como componentes para la explicacion de un todo,
donde pudo expresarse la variabilidad existente en el conjunto de los datos. La Fig. 27
muestra el grafico Biplot obtenido del ACP de variables macromorfométricas segun el
origen de aislamiento de las cepas de Asperygillus seccidn Fumigati en estudio. Gran parte
de la variabilidad total fue explicada por las dos componentes principales, de las cuales la
componente principal 1 representé el 61,5% de la variabilidad total y la componente
principal 2 el 21,6%. Conjuntamente ambas componentes explicaron el 83,1% de
variabilidad observada, lo cual se considera un porcentaje adecuado para la
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representacion de la variabilidad de los datos. Los diferentes medios de cultivo estan
marcadamente asociados entre si y de éstos YES y CZA podrian estar explicando la
variabilidad observada en las cepas aisladas de residuo de la industria cervecera para
cerdos y las de alimentos terminados para pollos.

En el ACP de variables micromorfométricas y el origen de aislamiento de las cepas, las
dos componentes principales explicaron el 77,9% de la variabilidad total (Fig. 28). Como
se observa en el Biplot, las variables “conidiacion” y “gliotoxina” estuvieron mas asociadas
al origen de aislamiento “ensilaje”’, 1a variable “diametro de vesicula” al origen de
aislamiento “perros” (origen de aislamiento: alimento terminado para perros), mientras que
las cepas aisladas de alimentos terminados para caballos (“equinos”) estuvieron mas
asociadas a las variables “produccién de acidos en CREA” y “color de la colonia en
CYA37°C a los 3 dias de incubacion”. Las cepas aisladas de alimentos terminados para
pollos y de residuo de la industria cervecera no presentaron asociacion con ninguna de

las variables analizadas.

5,00
CREA
2,504
Residuo de cervecerfa
o [ YES
= Ensilaje ° Pollos
£ nart czA
& 000
~ CYA25
[« %
3]
NEA
Chinchillas
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6,&' r L4 T T L]
-5,00 2,50 0,00 2,50 5,00

CP 1(81,5%)

Figura 27. Biplot resultado del ACP de las variables macromorfométricas segun el origen
de aislamiento de las cepas de Asperygillus seccidon Fumigati.
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Figura 28. Biplot resultado del ACP de las variables micromorfométricas, fisiolégicas y de

clasificacion segun el origen de aislamiento de las cepas.

El resultado del ACP de las variables macromorfométricas en funcién de las diferentes
cepas de Aspergillus seccion Fumigati estudiadas se muestra en la Fig. 29. Se observd
un comportamiento similar a cuando se realiz6é el ACP de variables macromorfométricas
segun el origen de aislamiento. La mayoria de las cepas estuvieron asociadas a todos los
medios de cultivo, sin observarse una asociacibn marcada con ninguno de ellos en

particular.
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Figura 29. Biplot resultado del ACP de las variables macromorfométricas analizadas
segun las diferentes cepas de Aspergillus seccidon Fumigati estudiadas.

En el Biplot obtenido mediante el ACP de las variables micromorfométricas, fisiolégicas
y de clasificacion en relacién a las diferentes cepas de Asperyillus seccién Fumigati, se
encontré que las cepas MA199 y Ach2 (que pertenecen a origenes diferentes, véase
Anexo Cepas), estuvieron mas asociadas a la variable “ancho de estipe”, mientras que las
cepas A2, Af3, Af11, Af13 y Af14, lo estuvieron a las variables “gliotoxina” y “conidiacién”.
El resto de las cepas no mostré una asociacion evidente con ninguna variable en estudio
(Fig. 30).
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Figura 30. Biplot resuftado dei ACP de las variables micromorfométricas, fisioldgicas y de
clasificacion, segun las cepas en estudio.

El analisis de conglomerados se aplic6 para determinar asociaciones por similitud entre
las cepas de Aspergillus seccion Fumigati y sus origenes de aislamiento (Fig. 31). El
dendrograma obtenido permiti6 la diferenciacion de cuatro grupos formados por cepas de
diferentes origenes, al considerar una distancia Euclidea de 5,41 aproximadamente. El
primer conglomerado, incluyé a la cepa Af13 (aislada de ensilaje de maiz para vacas), el
segundo a cepas aisladas de alimentos terminados para perros, chinchillas y ensilaje de
maiz, el tercero a cepas aisiadas de residuc de la industria cervecera para cerdos y de
alimentos terminados para pollos, mientras que el cuarto conglomerado agrupd a cepas
de los seis origenes de aislamiento.
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La Fig. 32 muestra el analisis de conglomerados de las variables en estudio analizadas
en forma conjunta. Como se aprecia en el dendrograma, se formaron cuatro grupos o
conglomerados. El primero incluyé a la variable “gliotoxina”, el segundo a “largo de
estipe”, el tercero a todos los medios de cultivo excepto el medio CREA y el cuarto grupo
quedd conformado por este ultimo, las variables de clasificacion, el origen de aislamiento
y las variables micromorfométricas “ancho de vesicula” y “ancho de estipe”.

Estos resultados sustentan lo observado en los graficos Biplot del ACP anteriormente
presentados, en los cuales no se observé asociacion por origenes de aislamiento de las
cepas; sin embargo analizandolas de forma individual, algunas de ellas mostraron
asociacién a ciertas variables y algunas de estas variables también estuvieron
relacionadas entre si. Es decir que el analisis de conglomerados fue capaz de
evidenciar de manera mas clara que si bien no existié asociacion entre las cepas en
estudio y su origen de aislamiento, existié6 variabilidad entre las mismas. Esto fue
observado debido a la formacién de clusters que agruparon cepas de diferentes origenes.
Por otra parte, el andlisis de conglomerados de las variables permiti6 determinar
que, al igual que en el ACP, ciertas variables como “gliotoxina” y “largo de estipe”
podrian ser utilizadas para discriminar entre cepas de Aspergillus seccién Fumigati.
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Figura 31. Dendrograma obtenido del analisis de conglomerados de las diferentes cepas
de Aspergillus seccion Fumigati y sus origenes de aislamiento.

1: alimento terminado para perros, 2. residuo de cerveceria para cerdos, 3: ensilaje de maiz para
vacas, 4. alimento terminado para polios, 5. alimento terminado para caballos, 6: alimento

teminado para chinchillas. Analisis de clusters UPGMA, distancia: Euclidea, Correlacion
cofenética= 0,861. Variables estandarizadas.
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Promedio (Average inkage)
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Figura 32. Dendrograma obtenido del andlisis de conglomerados de las diferentes
variables morfométricas, fisiolégicas y de clasificacion estudiadas en conjunto. Promedio

(Average linkage), andlisis de clusters UPGMA, distancia: Euclidea, Correlacion cofenética= 0,999.
Variables estandarizadas.
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La Tabla 33 muestra los coeficientes de correlacion de Pearson entre variables
macromorfomeétricas, micromorfométricas, fisiolégicas y de clasificacién de las cepas
estudiadas. Las variables macromorfométricas (medios de cultivo) presentaron en general
una elevada correlacién positiva entre ellas excepto para los medios de cultivo CREA y
CYA37. En general, las variables micromorfométricas no presentaron correlaciéon entre
ellas, mientras que la produccién de gliotoxina presentdé una correlacion altamente
significativa con los medios OA, CZA y MEA. Este estudio de correlaciones entre las
variables, permitié determinar la importancia de cada una de ellas en la caracterizacion
fenotipica de las cepas en estudio. Las variables “medios de cultivo”, excepto CREA y
CYA37, correlacionaron positivamente entre ellas y tuvieron una influencia semejante en
la caracterizacion de las cepas. Este mismo comportamiento se pudo observar en el ACP
y en el analisis de conglomerados, donde las variables “medios de cultivo® estuvieron
estrechamente relacionadas y permitieron caracterizar un conjunto determinado de cepas.
Las variables micromorfométricas (largo de estipe, didmetro de vesicula, ancho de estipe)
ademas de la produccién de gliotoxina y las variables de clasificacion (conidiacion,
produccion de acidos y color) generaimente no correlacionaron con las demas variables
en estudio y permitieron caracterizar otros conjuntos de cepas semejantes.
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Tabla 33. Analisis de correlacion entre las variables estudiadas.

Produccién
Variables CYA CYA37 OA CZA CREA YES
de acidos
SE 0,44682 -0,07118 0,50683 0,60192 -0,15048 0,41024 0,30776
0,0001 0,5124 0,0001 0,0001 0,1642 0,0001 0,0037
= 1,00000 -0,10660 0,44249 0,54791 0,16739 0,60108 0,01666
0,0 0,3257 0,0001 0,0001 0,1212 0,0001 0,8783
v 1,00000 008826 0,01385 -0,17173 -0,17692 0,01983
0,0 0,4162 0,8987 0,117 0,1011 0,8554
- 1,00000 0,41150 0,19201 0,56476 0,50946
0,0 0,0001 0,0748 0,0001 0,0001
- 1,00000 0,13316 0,33356 0,06422
0,0 0,2189 0,0016 0,5546
1,00000 0,19934 0,22980
CREA
0,0 0,0642 0,0323
1,00000 0,07180
YES
0,0 0,5087
Produccion 1,00000
de acidos 0,0
S5 -0,1318 -0,02020 -0,41172 -0,52417 -0,17019 -0,43409 -0,22799
olor
0,2234 0,8526 0,0001 0,0001 0,1150 0,0001 0,0337
0,13211 -0,02150 0,29525 0,13008 -0,19773 0,23264 0,10921
Conidiacién
0,2225 0,8433 0,0055 0,2298 0,0664 0,0301 0,3140
0,03101 -0,04702 -0,17507 0,09818 -0,10140 -0,02992  -0,30836
Largo estipe
0,7756 0,6654 0,1048 0,3656 0,3500 0,7832 0,0037
-0,0922 0,22646 0,08597 -0,02854 -0,07663 0,01676 0,03808
Ancho estipe
0,3954 0,0349 0,4285 0,7930 0,4805 0,8776 0,7262
Diametro de -0,1389 -0,2778 -0,2118 -0,2962 -0,1371 -0,1027 -0,1880
vesicula 0,1994 0,0092 0,0488 0,0053 0,2053 0,3436 0,0812
Produccionde 0,39958 0,07100 0,50472 0,63866 -0,0548 0,33640 0,29742
gliotoxina 0,0001 00,6135 0,0001 0,0001 0,6141 0,0014 0,0051
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Diametro

Variables ~ CREA  Color Conidiacion -2rde  Ancho de ratcpion
estipe estipe de gliotoxina
vesicula
1,00000
CREA
0,0
ol 1,00000 -0,15191 -0,08883 -0,06383 0,36669 -0,46083
olor
0,0 0,1601 0,4132 0,5570 0,0005 0,0001
1,00000 0,02990 0,09478 0,09738 0,32899
Conidiacién
0,0 0,7834 0,3826 0,3696 0,0019
1,00000 -0,08256  -0,13480 -0,03367
Largo estipe
0,0 0,4471 0,2132 0,7569
1,00000 -0,06717 0,00350
Ancho estipe
0,0 0,5365 0,9743
Diametro de 1,00000 -0,19604
vesicula 0,0 0,0688
Produccién 1,00000
0,0

de gliotoxina

Nota: Se muestra el valor de la correlacion obtenida para cada interaccién de variables (arriba) con
su valor de p (debajo).

Los andlisis estadisticos multivariados realizados evidenciaron claramente la
existencia de variabilidad entre las cepas pertenecientes al mismo origen, por lo
tanto no hay asociacion entre las cepas de Aspergillus seccién Fumigati segun su

origen de aislamiento.

La caracterizacion fenotipica de las cepas en estudio no fue diferente a lo informado en
las claves taxonémicas para la especie A. fumigatus; sin embargo, pequeias variaciones
pudieron ser observadas entre las mismas, lo cual fue puesto en evidencia mediante los
analisis multivariados realizados. Frias-De Leén y col. (2011), demostraron que las cepas
estudiadas fueron asociadas significativamente a su origen geografico de aislamiento,
mientras que todas las cepas analizadas en este estudio fueron aisladas en Argentina y
se consider6 origen de aislamiento al alimento del cual provenian. Probablemente esta
sea la razén por la que dichos autores encontraron diferenciacién de las cepas por su
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origen de aislamiento (geografico). Es importante destacar que a pesar de que las
caracteristicas fenotipicas por si solas no permiten diferenciar especies estrechamente
relacionadas en la secciéon Fumigati, éstas pueden contribuir a la identificacion de nuevas
especies tal como fue el caso de A. lentulus, quien mostraba diferencias en el grado de
esporulacién y el tamaro de las cabezas conidiales (Balajee y col., 2005b). En el presente
trabajo, las variables estudiadas demostraron que no existié asociacién entre las cepas de
Aspergillus seccién Fumigati analizadas y su origen de aislamiento, sin embargo es
importante destacar que el color de la colonia y la conidiacion estuvieron estrechamente
relacionados a éste. La variable conidiacion permitié la asociaciéon entre los
alimentos destinados a animales y su estrategia de almacenamiento; aquellas
cepas que se aislaron a partir de alimentos expuestos al medio ambiente,
presentaron mayor conidiacién que aquellas aisladas a partir de alimentos mejor
conservados. En este sentido, la conidiacion esta relacionada con la presencia de
micotoxinas en los conidios, lo cual aumenta el riesgo de exposicién a micotoxinas
tanto para los animales como para los trabajadores rurales que manipulan estos
alimentos.

138



Seccion II: Resultados y Discusion

2- Caracterizacion de cepas de Aspergillus seccion Fumigati mediante la aplicacién
de marcadores moleculares neutros

2.1- PCR-RFLPs
2.1.1- In silico PCR-RFLP

Los perfiles de restriccion tedricos de A. fumigatus sensu stricto y especies
relacionadas en la seccién Fumigati generados por diferentes enzimas, fueron estudiados
mediante un analisis in silico utilizando la herramienta NEBcutter. Como resultado del
mismo, se selecciond la enzima de restriccion Becl debido a su capacidad para diferenciar
morfotipos similares en esta seccién. En la Tabla 34, se muestra el tamariio esperado de
los fragmentos obtenidos por la restriccion teérica del gen de la B-tubulina (benA) de
secuencias de 492, 493 y 494 pb de A. fumigatus FC025, N. udagawae GM02/58 y A.
lentulus GM02/57con Bccel, Msp! y Sau3 Al, respectivamente. Las enzimas evaluadas en
este analisis fueron seleccionadas al azar entre aquellas disponibles en NEBcutter.

Tabla 34. Ejemplos de los patrones de restriccién teéricos resultantes del analisis in silico.

Tamaiio de los fragmentos

N° acceso
Especies de restriccién(pb)
GenBank
Becel Mspl Sau3 Al
HQ588166.1 Aspergillus fumigatus 99, 144, 249 35, 457 57,70, 86, 222

HQ127276.1 Neosartorya udagawae 39,46,60,346 24,35432 57,70, 85, 279

HQ127275.1 Aspergillus lentulus 39, 105, 348 24,35433 70,144,278

La digestion de los amplicones benA con Bccl permitio llevar a cabo un “screening’,
logrando la rapida separacion de A. fumigatus sensu stricto, A. lentulus y N. udagawae.
No se obtuvieron bandas polimérficas que resultaran en un patron distintivo entre las
demas especies relacionadas a A. fumigatus sensu stricto (A. fumigattiafinis, A.
novofumigatus, A. viridinutans y A. fumisynnematus). La enzima Bcc/ fue seleccionada
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ademas por la existencia del protocolo de Staab y col. (2009) que se utilizd como
referencia para el analisis. Estos autores, desarrollaron y validaron un esquema de
identificacion de especies de la seccién Fumigati mediante PCR-RFLP utilizando esta
enzima.

2.1.2- In situ PCR-RFLP

Los productos de amplificacion del gen benA se observan en la Fig. 33. Los cebadores
utilizados (Bt2a y Bt2b) fueron capaces de amplificar un fragmento de aproximadamente
550 pb, que fue luego utilizado como ADN molde en la reaccion de restriccion. La
digestion de los amplicones benA con Bccl del conjunto de cepas incluidas en el analisis,
mostré un 100% de concordancia con los resultados obtenidos del clivaje teérico durante
el analisis in silico realizado previamente. Los perfiles RFLP de algunas de las cepas de
Aspergillus seccion Fumigati aisladas de alimentos para caballos, polios, cerdos, chichillas
y perros se muestran en la Fig. 34. Todas las cepas analizadas (35), mostraron el mismo
perfil de bandas. Se originaron tres fragmentos de aproximadamente 100, 150 y 250 pb
en todas las cepas ensayadas, siendo el patron genético obtenido, el caracteristico de A.
fumigatus (sensu stricto) FC025 (analisis in silico). Ademas, no hubo diferencias entre los
RFLP de las cepas analizadas y los de las cepas A. fumigatus sensu stricto utilizadas
como controles positivos (A. fumigatus RC2108 -A89- y A. fumigatus RC2063 -Af16-),
cuya estado taxonémico a nivel de especie fue confirmado mediante el secuenciamiento
del gen benA (véase seccion II).

Por lo tanto, todas estas cepas identificadas por criterios morfolégicos y
fisiologicos (capacidad de producciéon de gliotoxina) como A. fumigatus, fueron
confirmadas por PCR-RFLP, obteniéndose el mismo patrén genético que aquellos
correspondientes a A. fumigatus sensu stricto (controles positivos y perfil teérico).
Estas cepas fueron denominadas durante todo el desarrollo de la tesis como Aspergillus
seccion Fumigati ya que no habian sido caracterizadas a nivel genético hasta este
momento.
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10 11 12 13 14 15 16

Figura 33. Gel de agarosa del producto de amplificacion de la B-tubulina (lineas 1-8 y 10-14).
Lineas 9 y 16: marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder Invitrogen). Linea 15: control
negativo sin ADN.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 34. Gel de agarosa de los RFLP obtenidos luego de la digestién de los amplicones benA
con Bccl. Notese los fragmentos de aproximadamente 100, 150 y 250 pb, con respecto al marcador de
peso molecular (Marcador 100pb DNA Ladder Invitrogen) (linea 11). Lineas 1-4: cepas aisladas de
alimentos para caballos, 5-8: de alimentos para pollos, 9-10 y 12-13: de alimentos para cerdos, 14-16:
de alimentos para chinchillas, 17-18: alimentos para perros. Las lineas 19 y 20, corresponden a los
controles positivos A. fumigatus sensu stricto: A89 (residuo de cerveceria para cerdos) y Af16 (ensilaje
de maiz para vacas).
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Staab y col. (2009) afirmaron que este esquema de identificacion PCR-(benA)-RFLP
constituye una herramienta de utilidad para distinguir los miembros mas importantes de la
seccion Fumigati incluyendo a A. fumigatus, A. lentulus y N. udagawae. La discriminacion
de estas especies resulta de gran importancia a nivel clinico, ya que poseen diferentes
perfiles de susceptibilidad a antiflingicos. Por otra parte, variantes de la técnica de RFLP
han sido ampliamente utilizadas para la tipificacion de cepas de A. fumigatus clinicas
(asiladas de patologias) y ambientales (ambiente clinico) (Denning y col., 1990, 1991; Lin
y col., 1995; Verweij y col., 1996; Semighini y col., 2001; Staab y col., 2009), pero no se
habian tipificado por esta metodologia cepas obtenidas del ambiente animal hasta el
desarrollo de esta tesis.

2.2- RAPDs

2.2.1- Determinacién de la repetitividad y reproducibilidad de la técnica utilizando
los cebadores PELF y URP1F

Los cebadores PELF y URP1F fueron evaluados por su capacidad de producir patrones
de bandas polimérficas y reproducibles entre los aislados de Aspergillus seccion Fumigati.
La reproducibilidad de las bandas amplificadas fue confirmada al menos dos veces
obteniéndose idénticos resultados en todas las experiencias. En las Fig. 35 y 36 se
observan los resultados obtenidos con los cebadores PELF y URP1F, respectivamente,
cuando se ensayd la reproducibilidad de las bandas con 7 cepas seleccionadas del
conjunto en estudio. Dichos ensayos también fueron llevados a cabo con las cepas de
referencia mencionadas en el punto 2.2.2.1.1, apartado “Materiales y Métodos™.

Los marcadores RAPD han sido ampliamente utilizados para la caracterizacion de
cepas de A. fumigatus y en estudios de variabilidad genética y estructura de poblacion
(Rinyu y col., 1995; Latgé y col., 2000; Varga y Téht, 2003). A pesar de ello, en los Ultimos
afios han comenzado a reemplazarse por otros, debido a su calificacion de marcadores
de baja reproducibilidad. Sin embargo, Hong y col. (2005, 2010) afirmaron que la
utilizacion de la técnica de RAPD con los cebadores PELF y URP1F puede considerarse
un método rapido y confiable para la identificacién de A. fumigatus (sensu stricto) y A.
lentulus. Con estos cebadores arbitrarios que permiten trabajar a temperaturas de
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annealing de 58 °C (lo cual aumenta la especificidad de la reaccion) y la utilizaciéon de una
mezcla de reaccién optimizada, se obtienen bandas reproducibles y constantes,

independientemente de la cantidad de veces que se repita el proceso.

9 10 11 12 13 14 15

Figura 35. Perfiles RAPD con primer PELF de 7 cepas de Aspergillus seccion Fumigati analizadas.
Lineas 1-2: cepa Af13 (ensilaje de maiz, 3430,5 ppb gliotoxina), 3-4: cepa Ach1 (alimento para
chinchillas, 344,73 ppb gliotoxina), 5-6: cepa Af1 (alimento para caballos, gliotoxina ND), 7-8: cepa Af44
(alimento para perros, 1156,1 ppb gliotoxina), 9- Marcador de PM (Marcador 100pb DNA Ladder
Invitrogen), 10-11: cepa AS32 (alimento para chinchillas, gliotoxina ND), 12-13: cepa Af61 (alimento
para pollos, gliotoxina ND), 14-15: cepa Af16, A. fumigatus sensu stricto, control positivo (722,8 ppb
gliotoxina). Las fechas indicadas en rojo sefalan bandas polimérficas, y la fecha blanca bandas
monomoérficas.

Nota: ppb: partes por billén. ND: no detectado en base a la metodologia de HPLC-MS/MS.
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Figura 36. Perfles RAPD con primer URP1F de 7 cepas de Aspergillus seccion Fumigati
analizadas. Lineas 1-2: cepa Af13 (ensilaje de maiz, 3430,5 ppb gliotoxina), 3-4: cepa Ach1 (alimento
para chinchillas, 344,73 ppb gliotoxina), 5-6: cepa Af1 (alimento para caballos, gliotoxina ND), 7-8: cepa
Af44 (alimento para perros, 1156,1 ppb gliotoxina), 9- Marcador de PM (Marcador 100pb DNA Ladder
Invitrogen), 10-11: cepa AS32 (alimento para chinchillas, gliotoxina ND), 12-13: cepa Af61 (alimento
para pollos, gliotoxina ND), 14-15: cepa Af16, A. fumigatus sensu stricto, control positivo (722,8 ppb
gliotoxina).

Nota: ppb: partes por billon. ND: no detectado en base a la metodologia de HPLC-MS/MS.

Como se observa en las Fig. 36 y 37, se obtuvo muy buena reproducibilidad de las
bandas lo cual hizo posible que esta técnica fuese utilizada para confirmar la
caracterizacion de cepas de Aspergillus seccion Fumigati aisladas de los diferentes
alimentos para animales. El polimorfismo generado por el cebador PELF fue mayor al
generado por URP1F. No obstante, cuando se analizaron las cepas referencia, se
evidencié un mayor nimero de bandas polimérficas con ambos. Con el objetivo de
determinar si estos cebadores tenian la capacidad de delimitar especies relacionadas en
la seccién Fumigati, se construy6 el dendrograma (a partir de las matrices combinadas de
cada cebador) que se observa en la Fig. 37.
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Figura 37. Dendrograma de las cepas de referencia de Aspergillus seccibn Fumigati generados
por el software NTSYS utilizando el andlisis de cluster UPGMA con el indice de similitud Dice. Los
valores de bootstrap mayores al 60% se muestran en la parte superior de las ramas.

En general, los cebadores PELF y URP1F fueron capaces de separar las cuatro
especies de referencia, que se agruparon en dos grupos o clusters principales (I y ) (Fig.
38). El cluster I incluyd A. lentulus CBS 117.267 y A. novofumigatus (cepas CBS 117.519
y DTO 249-H5) y el Il A. udagawae (cepas CBS 114.217 y CBS 114.218) y A. fumigatus
sensu stricto (cepas CBS 127.801 y 127.278). El cluster I, se subdividié en dos grupos (Ia
y Ib) (55% de soporte) que estuvieron formados por A. lentulus CBS 117.267 (I1a) y las
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dos cepas de A. novofumigatus (Ib). El cluster II fue resuelto en dos subgrupos (IIa y IIb)
(61% de soporte) separando a A. fumigatus sensu stricto de A. udagawae. Las dos cepas
de cada una de estas especies fueron agrupadas con altos valores de soporte (bootstrap
de 100 y 98%, respectivamente) presentando una elevada similitud genética entre ellas
(100% para A. fumigatus y 75% para A. udagawae). (Fig. 38).

Los subgrupos Ia y Ib presentaron un 48% de similitud genética entre ellos y un 41% de
similitud con el cluster II. Mientras que las especies agrupadas en el cluster II presentaron
un 46% de similitud entre ellas.

2.2.2- Generacion de los marcadores RAPD para la caracterizacion genética de
cepas de Aspergillus seccion Fumigati

Una vez evaluada la repetitividad y reproducibilidad de la técnica, se aplicé la
metodologia para la estimacion de la identidad a nivel de especie y de la variabilidad
genética de un conjunto mayor de cepas (70). De este conjunto, 35 cepas fueron
caracterizadas mediante la técnica de PCR-RFLP (punto 2.1.2) y previamente mediante
caracteres morfologicos y fisiolégicos. Del analisis de los resultados con ambos
cebadores, se observd por lo general, un patron de bandas similar entre todos los
aislados de Asperygillus seccién Fumigati de diferentes origenes de aislamiento. En la Fig.
38 se muestran los RAPD generados con el cebador PELF de cepas aisladas de
diferentes alimentos para animales (Argentina).

En cuanto a los perfiles RAPD de las cepas procedentes de Brasil clinicas (humanas y
animales) y de alimentos para animales obtenidos con ambos cebadores, se observo el
mismo comportamiento que el anterior; estas cepas presentaron patrones de bandas
similares independientemente de su origen de aislamiento (Fig. 39). Ademas, al comparar
estos perfiles con aquellos obtenidos de las cepas de los diferentes alimentos para
animales del presente estudio (Argentina) se observéd, por lo general, que patrén genético
fue similar.
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Figura 38. Perfiles RAPD con el cebador PELF de 34 cepas de Aspergillus seccidn Fumigati
analizadas. Lineas 1-5: cepas aisladas de alimentos para caballos, 6-7: de alimentos para pollos, 8
y 35: Marcador de PM (Marcador 100pb DNA Ladder Invitrogen), 9-16: cepas aisladas de
alimentos para perros, 17-20: de alimentos para chinchillas, 21-24: de ensilaje de maiz para vacas,
25-32: de residuo de la industria cervecera para cerdos, 33: cepa A89 A. fumigatus sensu stricto,
control positivo, 34: cepa Af16 A. fumigatus sensu stricto, control positivo, 36: control negativo sin
ADN.
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Figura 39. Perfiles RAPD con los cebadores PELF (A) y URP1F (B) de las 17 cepas de Aspergillus
seccién Fumigati procedentes de Brasil (lineas 1-9 y 11-18) y de una cepa (AS19) aislada de
alimento para chinchillas (Argentina). En A y B: Lineas 1,7 y 15: cepas asociadas a mastitis, 2 y
14: cepas aisladas de alimentos para cerdos, 3, 9, 13 y 17-18: de alimentos para pollos, 4 y 11: de
ensilaje de maiz, 5, 12 y 16: de ensilaje de sorgo, 6 y 8: cepas asociadas a aspergillosis humana.
Linea 10: Marcador de PM (Marcador 100pb DNA Ladder Invitrogen), 19: cepa AS19, 20: control
negativo sin ADN.
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En la Fig. 40, se muestra el dendrograma obtenido luego del analisis de los 47
caracteres (bandas) que se obtuvieron cuando se combinaron los resultados de ambos
cebadores para las 70 cepas analizadas. Al igual que lo observado durante los ensayos
de repetitividad y reproducibilidad de la metodologia, los cebadores PELF y URP1F fueron
capaces de separar las cuatro especies, que se agruparon en dos grupos o clusters
principales (I y II) (Fig. 40). El cluster I incluyé a A. lentulus CBS 117.267 y el 1l incluy6 a
todas las demas cepas, pero se subdivididé en dos grupos (Ila y IIb) (soporte de 55%). El
cluster Ila incluyé a A. novofumigatus DTO 249-H5 y el IIb a A. udagawae CBS 114.218,
a todas las cepas incluidas en el analisis y A. fumigatus sensu stricto (cepas CBS 127.801
y 127.278) (soporte de 70%). Este cluster a su vez se subdividié en dos grupos mas (11b1
y 1Ib2). El cluster IIb1 incluy6 a la cepa de referencia A. udagawae CBS 114.218 y el 11b2
a A. fumigatus (cepas CBS 127.801 y 127.278) y todas las cepas analizadas en este
estudio, anteriormente denominadas Asperygillus seccién Fumigati (soporte del 99%) (Fig.
40). Por lo tanto, todas las cepas analizadas por esta metodologia (70) fueron agrupadas
con elevado valor de soporte estadistico (99%) con las cepas de referencia A. fumigatus
CBS 127.801 y A. fumigatus CBS 127.278, independientemente de su origen de
aislamiento y region geografica (Argentina o Brasil). Las cepas incluidas en este ultimo
cluster (I1Ib2) presentaron una similitud genética entre ellas del 78%, evidenciando que si
bien fue posible detectar variabilidad genética entre ellas a través de los marcadores
RAPD con PELF y URP1F como cebadores, ésta fue baja, sugiriendo que el conjunto de
cepas analizadas (A. fumigatus sensu stricto, segin los perfiles RAPD) constituiria un
grupo homogéneo. Resultados similares, fueron encontrados por Hong y col. (2010)
quienes re-identificaron un conjunto de 146 cepas de A. fumigatus sensu lato (es decir,
identificadas unicamente en base a marcadores morfoldgicos), de las cuales el 96% pudo
ser confirmado como A. fumigatus sensu stricto, mientras que el 4% restante resultaron
ser A. lentulus, A. viridinutans, Neosartorya udagawae y N. cf. nishimurae. Estos autores,
no lograron discriminar cepas de A. fumigatus sensu stricto en base su origen sapréfito
(cepas ambientales) o patogénico (cepas clinicas). Por lo tanto, el nicho ecolégico
natural de las cepas de Aspergillus secciéon Fumigati, en especial de A. fumigatus
sensu stricto, que causan aspergillosis en humanos y animales es el ambiente. Sus
esporas se encuentran continuamente dispersas en el aire y pueden tornarse
patégenas si encuentran el huésped apropiado.

149



Iib2

Seccion [T Resultados y Discusién

A. fumigatus CBS 127.801

—E 3: Af18

A. fumigatus CBS 127.278

5. E3

5: Af1

4: Af2

6: FA15

2: A114

2: A89 (C+)

2: A26

5. E6

1: Af7

Br: AF89c

Br: AF117c

Br: AF120c

: Af43

AS19
A152
A105

+ 10 cepas de
Brasil (Br)

e S e T—e—

ANNNU2 002 UN@ AR 2 AWNND 2
H
-t

—

[ B
-!-|>
> >3
ik
B8

3: Af14

3: Af16 (C+)
2: A105

5: E5

2: A118

2: A70

1: MNI59

1: MA196
Br: AF105¢
Br: AF01c
ag 4: A21

60

4]

1k

1Ib1

63 3: 861

2: A193

4: Af55

A. udagawae CBS 114.218

A. novofumigatus DTO 249-H5

A. lentulus CBS 177.267

0,00 0,25 0,50

Coeficiente de Similitud

—
-4

0,75 1,00

Figura 40. Dendrograma de 70 cepas de Asperyillus seccién Fumigati y de las cepas de referencia (color
azul) generados por el software NTSYS utilizando andlisis de clusters UPGMA con el indice de similitud
Dice. Los vaiores de bootstrap mayores al 60% se muestran en la parte superior de las ramas
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3- Confirmacién del estado taxonémico a nivel de especie de cepas de Aspergillus
seccion Fumigati mediante el secuenciamiento del gen parcial de la B-tubulina

Para la confirmacién definitiva de los resultados obtenidos mediante los marcadores
moleculares RFLP y RAPD, se llevé a cabo el secuenciamiento del gen de la B-tubulina
de cepas seleccionadas de acuerdo a su posiciéon en el dendrograma mostrado en la Fig.
40, es decir, en base a la diversidad genética encontrada durante su aplicaciéon. Los
alineamientos basicos locales de estas cepas mostraron un 99-100% de maxima
identidad con aquellas cepas de A. fumigatus sensu stricto publicadas en la base datos de
GenBank (Tabla 35). En todos los casos se obtuvo un valor del estadistico e= 0, lo cual
significa que la probabilidad de que ese alineamiento haya ocurrido al azar es
despreciable.

Finalmente, estos resultados fueron confirmados por medio de un andlisis preliminar de
méaxima parsimonia a fin de evaluar las relaciones evolutivas de dichas cepas con
respecto a los diferentes miembros de la seccion Fumigati (Fig. 41). Aspergillus clavatus,
una especie de la seccion Clavati fue seleccionado como grupo externo debido a sus
diferencias con los miembros de la seccidon Fumigati, confirmadas por analisis
morfolégicos y filogenéticos (Geiser y col., 1998). Estos resultados corroboran
definitivamente el estado taxonémico de estas cepas y confirman, por lo tanto, los
resultados obtenidos con los marcadores moleculares RFLP y RAPD. En consecuencia,
de acuerdo a la ubicacion de las cepas secuenciadas en el dendrograma RAPD
(resaltadas en negrita) en la Fig. 40, se podrian inferir casi inequivocamente que el grupo
de cepas evaluadas pertenece a la especie A. fumigatus sensu stricto.

En este estudio, se obtuvo que todas las cepas analizadas independientemente de su
origen de aislamiento o regién geografica fueron agrupadas con las cepas de referencia
A. fumigatus CBS 127.801 y A. fumigatus CBS 127.278. Ademas, cepas representativas
fueron secuenciadas y evaluadas por andlisis preliminar de maxima parsimonia para
determinar su agrupamiento con especies de la seccion Fumigati, y se obtuvo que éstas
fueron agrupadas con A. fumigatus sensu stricto (de la base de datos) con un soporte
estadistico del 100% (Fig. 42). Los resultados obtenidos, constituyen un aporte importante
para la caracterizacion de A. fumigatus, en especial de aquellas cepas obtenidas del
ambiente animal, donde tanto los animales que consumen los alimentos contaminados
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como el hombre que los manipula, estan expuestos a este hongo. Esta especie, como fue
mencionado anteriormente, es el principal miembro de la seccidn Fumigati responsable de
enfermedades respiratorias en humanos y animales, entre ellas la Al. Ademas, la mayoria
de las cepas de A. fumigatus producen gliotoxina, su principal y mas potente micotoxina
de importancia toxicolégica en los animales (Dos Santos y col., 2002; Kwon-Chung y
Surgui, 2009). Los resultados encontrados en el presente trabajo coinciden con aquellos
obtenidos por Hong y col. (2005, 2010) y Debeaupuis y col. (1997) quienes sugieren que
A. fumigatus (sensu stricto) es una especie genéticamente homogénea,
independientemente de su origen de aislamiento y que la discriminacién genética en base
al origen saprofitico o patogénico de los aislados no es posible en esta especie por los
métodos utilizados.

El conjunto de cepas estudiadas constituyé un grupo homogéneo a nivel genético, no
obstante se observod variabilidad fenotipica cuando se aplicaron los analisis estadisticos
multivariados. Es posible afirmar entonces, al igual que lo sugieren otros investigadores
como Hong y col. (2005), que los miembros de la seccién Fumigati deben ser siempre
clasificados en analisis con enfoque polifasico combinando meétodos morfolégicos,
fisiolégicos y genotipicos para obtener una descripcion acertada de las especies.
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Tabla 35. Resultados obtenidos mediante BLAST.

Origen de Regioén Identificacion 3
Cepa Resultado BLAST
aislamiento geografica morfoldgica
A21 Alimento para Argentina Aspergillus A. fumigatus
polios seccion A284 D49
Fumigati GenBank: JX545087
A105 Residuo de Argentina Aspergillus A. fumigatus
cerveceria para seccion KCCM60331
cerdos Fumigati GenBank: HQ285593
Af1 Alimento para Argentina Asperygillus A. fumigatus
caballos seccion A2S4 D49
Fumigati GenBank: JX545087
Af2 Alimento para Argentina Aspergillus A. fumigatus
polios seccion A2S3
Fumigati GenBank: JX501424
Af13 Ensilaje de Argentina Aspergillus A. fumigatus
maiz para seccion KCCM60331
vacas Fumigati GenBank: HQ285593
AS32 Alimento para Argentina Aspergillus A. fumigatus
chinchillas seccién A2S4 D49
Fumigati GenBank: JX545087
ES Alimento para Argentina Aspergillus A. fumigatus
caballos seccion CBS 121.53
Fumigati GenBank: DQ534076
MA159 Alimento para Argentina Aspergillus A. fumigatus
perros seccion CBS 315.60
Fumigati GenBank: DQ534077
Af42 Alimento para Argentina Aspergillus A. fumigatus
perros seccion KCCM60331
Fumigati GenBank: HQ285593
AF117c Asociada a Brasil Asperygillus A. fumigatus
aspergillosis seccion A2S4 D49
=y humana Fumigati GenBank: JX545087
AF105c Ensilaje de Brasil Aspergillus A. fumigatus
sorgo para seccion KCCM60331
vacas Fumigati GenBank; HQ285593
AF01c Alimento para Brasil Aspergillus A. fumigatus
cerdos seccion A284 D54
= oon Fumigati GenBank: JX501423
AF89c mastitis Brasil Aspergillus A. fumigatus
seccién A254 D49
Fumigati GenBank: JX545087
AF123c Ensilaje de Brasil Asperygillus A. fumigatus
maiz para seccién A2S4 D49
vacas Fumigati GenBank: JX545087

“Cepas con las que se obtuvieron las mayores puntuaciones (scores) en los alineamientos.
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Figura 41. Uno de los arboles mas parsimoniosos generados a partir de los datos combinados de
secuencias benA de las 14 cepas secuenciadas en este estudio (subrayadas) y de 42 secuencias benA
disponibles en GenBank. Aspergillus clavatus (GenBanK: AF057312) se us6 como grupo externo. Los
valores de bootstrap mayores al 70% se muestran en la parte superior de las ramas.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se obtuvieron las siguientes
conclusiones:

+ La mayoria de las muestras de alimentos destinados a la alimentacién animal
(ensilaje de maiz y alimentos terminados) mostraron inadecuada calidad higiénica
y presentaron contaminacién con los principales géneros toxicogénicos
Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Ademas, las levaduras se aislaron en elevada
frecuencia; no se ha determinado con certeza su rol en los mismos.

4 En todos los tipos de alimentos analizados, excepto de las muestras de alimento
terminado para cerdos se aislaron cepas de Aspergillus seccidon Fumigati.

4+ El estudio de la capacidad gliotoxicogénica de las cepas de Aspergillus de la
seccion Fumigati mostré que el 61% de éstas fueron capaces de producir la toxina

en amplios rangos de valores.

« Los factores ecofisiolégicos que ejercieron mayor influencia en la fase de latencia y
velocidad de crecimiento fueron la temperatura y la aw, bajo condiciones de
incubacién a tension normal de oxigeno. Mientras que a tensidén reducida de
oxigeno y 37 °C, el parametro ambiental mas influyente fue la aw,

< La produccion de gliotoxina no mostré un patron de comportamiento similar al
encontrado al analizar el crecimiento de las cepas. El efecto de la interaccion de
todos los factores fue variable y la concentracion mas elevada la toxina se obtuvo
bajo condiciones de incubacién a tensién normal de oxigeno por una cepa aislada
de ensilaje de maiz.

« EI secuenciamiento del gen benA de las cepas Af16 y A. fumigatus RC2108
permitié corroborar su estado taxonémico y concluir que pertenecen a la especie
A. fumigatus sensu stricto. Ademas estas cepas fueron agrupadas, con elevados
valores de bootstrap, con cepas de A. fumigatus sensu stricto procedentes de la
base de datos del GenBank.
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4 Los andlisis de PCR-RFLP in silico de obtencién de mapas de restriccién teéricos,
permitieron evaluar diferentes enzimas de restriccion en base a su capacidad de
distinguir especies estrechamente relacionadas en la seccion Fumigati. Se
seleccioné la enzima Bccl ya que permiti6 la rapida identificacion de A. fumigatus
sensu stricto, A. lentulus y N. udagawae.

« La aplicacion del marcador molecular PCR-RFLP, basado en la restriccion con la
enzima Bccl del producto de amplificacion del gen de la B-tubulina, permitié un
rapido “screening” del conjunto de cepas de Aspermgillus seccidbn Fumigati
analizadas. Todas presentaron perfiles RFLP concordantes con los resultados del
analisis in silico y correspondientes a A. fumigatus sensu stricto, y el mismo patrén
de bandas que los controles positivos.

4+ Los ensayos de repetitividad y reproducibilidad de las bandas RAPD con los
cebadores PELF y URP1F permitieron obtener bandas reproducibles y
polimorficas en todas las experiencias. La aplicacion del marcador RAPD para la
caracterizacion de cepas de Aspergillus seccién Fumigati procedentes de Brasil
(casos clinicos y de alimentos para animales), permiti6 su agrupaciéon con las
cepas de referencia A. fumigatus CBS 127.801 y A. fumigatus CBS 127.278 (A.
fumigatus sensu stricto) sugiriendo que pertenecen a esta especie.

< Los marcadores RAPD evidenciaron variabilidad genética intra-especifica entre las
cepas estudiadas. El conjunto de cepas caracterizadas como A. fumigatus sensu
stricto, en base a los resultados de los RAPD, constituyé un grupo genéticamente
homogéneo ya que éstas presentaron una similitud genética del 78%.

< El secuenciamiento del gen de la B-tubulina de las cepas seleccionadas en base a
los resultados obtenidos de los RAPD, pemiti6 la confirmacion de estos

resultados.
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<4 Los estudios estadisticos multivariados si bien evidenciaron variabilidad fenotipica
entre las cepas estudiadas, no demostraron asociacién de las cepas segun su
origen de aislamiento. Mientras que la aplicacién de los marcadores moleculares
PCR-RFLP y RAPD demostraron baja variabilidad genética y evidenciaron que el
conjunto de cepas estudiadas fue genéticamente homogéneo, sin mostrar
nuevamente la separacion en base al origen de aislamiento o geografico de las
mismas.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan datos
tutiles respecto a la caracterizaciéon genética y fisiologica de especies
epidemiolégicamente importantes como A. fumigatus y especies
relacionadas que colonizan los alimentos para animales en
Argentina. La identificacién de A. fumigatus sensu stricto en los
diferentes alimentos para animales es relevante debido a que esta
especie es el principal patégeno oportunista de la seccion Fumigati.
Los trabajadores rurales y los animales estarian constantemente

expuestos, ya que su nicho ecolégico natural es el ambiente.
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Perspectivas Futuras

Las perspectivas futuras que se desprenden del presente trabajo de tesis estaran
orientadas al:

- Estudio de la sucesion ecoldégica de cepas de A. fumigatus sensu stricto y especies
relacionadas en el ambiente animal y estimacién de su invasividad a través de la
evaluacién de la actividad in vitro de la enzima elastasa de cepas de Asperygillus seccién
Fumigati obtenidas del ambiente animal.

- Estudio de cepas de otras fuentes del ambiente animal (alimentos, agua de bebederos,
aire y camas) para profundizar los estudios sobre la variabilidad genética y diversidad de
especies de Aspergillus seccion Fumigati procedentes del ambiente animal en Argentina.

- Estudios toxicoldgicos relacionados con la concentracion de gliotoxina minima presente
en un alimento contaminado para provocar efectos indeseados en animales de
produccion, y evaluacién de la capacidad de adsorcién de gliotoxina por levaduras que se
encuentren también presentes en estos alimentos.

Los resultados de estas experiencias permitiran obtener mas informacién acerca de la
peligrosidad de este patégeno oportunista para animales domeésticos y mascotas con la
finalidad de la elaboracion de estrategias para su control.
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Anexo Estadistica

Tabla 1. Andlisis de la varianza de la variable cepa.

Variable Cepa Significancia estadistica
Ensayo tensién de O, normal Fase de latencia LA
Ensayo tensién de O, normal Velocidad de crecimiento *
37°C Fase de latencia L
37°C Velocidad de crecimiento **

*Valor p<0,05. **valor p<0,01. ***valor p<0,0001.

Tabla 2. Test LSD de Fisher de los significancia individual de los diferentes parametros de
crecimiento sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento radial de las cepas Af16 y
A. fumigatus RC2108.

Af16 A. fumigatus RC2108
Tratamientos  Fase de latencia Velocidad de Fase de latencia  Velocidad de
(h) crecimiento (mm/h) (h) crecimiento (mm/h)

37 a c a c

T 25 b b b b
18 c a c a

0,98 a c b c

aw 0,95 b b c b
0,93 c a a a

9 a a a a

pH 7 b b a b
5 c b b a

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). T: temperatura.
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Anexo Estadistica

Tabla 3. Efecto de la interaccién entre la temperatura, aw y pH sobre la velocidad de

crecimiento radial de las cepas A. fumigatus sensu stricto en estudio.

Af16

A. fumigatus RC2108

T (°C) aw pH Velocidad de crecimiento (mm/h)
Media £ DS Media £+ DS
9 0,23+0,003 n 0,21 £ 0,009 p
0,98 7 0,24 + 0,001 o 0,23+0,004 q
5 0,22+ 0,001 m 0,19+ 0,004 o
9 0,12 £ 0,002 j 0,136 £ 0,01 |
37 0,95 7 0,16 £ 0,002 | 0,18+ 0,006 n
5 0,15+ 0,007 k 0,17 £ 0,005 m
9 0,05+£0,001 g 0,08 £ 0,005 hi
0,93 7 0,06 £ 0,002 g 0,09+ 0,003 i
5 0,09 £ 0,008 h 0,11 £ 0,005 j
9 0,12+ 0,003 j 0,13+ 0,006 |
0,98 7 0,12 £ 0,006 } 0,12+ 0,004 k
5 0,11 £ 0,007 i 0,11+£0,01 j
9 0,05+0,002 f 0,06 £ 0,002 f
25 0,95 7 0,05+ 0,004 ef 0,070 fg
5 0,06+£0,002 g 0,08 £ 0,001 gh
9 0,03+0,001 ¢ 0,03+0 de
0,93 7 0,030,001 ¢ 004+0 e
5 0,03 £ 0,0005 ¢ 0,03 + 0,002 cde
9 004+0 d 00410 e
0,98 7 0,04+0 de 0,03 + 0,0006 cd
5 0,03 £ 0,0005 ¢ 0,02 £ 0,0006 ¢
9 0,01+0,002 b 0,02+ 0,0006 b
18 0,95 7 0,01 £0,0005 b 0,02+0,002 b
5 0,01+0 b 001+0 b
9 0 a 0 a
0,93 7 0 a 0 a
5 0 a 0 a

Nota: lLetras distintas indican diferencias significativas

(p<0,05). T: temperatura.
estandar. El anélisis estadistico debe leerse por columna independientemente para cada cepa.

DS: desvio
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Anexo Estadistica

Tabla 4. Test LSD de Fisher de los significancia individuali de los parametros de
crecimiento sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento radial de las cepas de A.
fumigatus sensu stricto, a 37°C.

Af16 A. fumigatus RC2108
TratamientoS  Fage de latencia  Velocidad de Fase de Velocidad de
(h) crecimiento (mm/h) latencia (h) crecimiento (mm/h)
0,98 a c a c
aw 0,95 b b b b
0,93 c a c a
9 c a c a
pH 7 b b b b
5 a b a b
reducida b b a b
T°0,
normal a ‘a a a

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). T°O,: tension de oxigeno.
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Tabla 5. Test LSD de Fisher de los significancia individual de las cepas y los diferentes
parametros de crecimiento sobre la produccién de gliotoxina, a tension de oxigeno
normal.

Tratamientos Gliotoxina

A. fumigatus RC2108

Af16
3
Dias de incubacion 7
14
18
T(°C) 25
37

0,93

aw 0,95

0,98
5
pH 7
9

o

Cepa

2 T Ol0T O 9T O O T O

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). T: temperatura.
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Tabla 6. Test LSD de Fisher de los significancia individual de las cepas y los diferentes
parametros de crecimiento sobre la produccién de gliotoxina a 37°C.

Tratamientos Gliotoxina

A. fumigatus RC2108
Af16
reducida

Cepa

T°0,
normal

3
Dias de incubacion 7
14
0,93
aw 0,95
0,98
5
pH 7
9

o 0o Ol O v T » O T|OT 9

Nota: Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). T°O,: tensién de oxigeno.
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Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento evaluados sobre la fase de latencia de la
cepa Af16 durante su desarrollo a tension normal de oxigeno.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SE gl CM F p-valor
Modelo 1239678,52 23 53899, 07 332,15 <0, 0001
Temperatura 720876, 58 2 360438,29 2221,20 <0,0001
Actividad de agua 284893, 15 2 142446,58 877,83 <0, 0001
pH 2547,46 2 1273,73 7,85 0,0011
Temperatura*Actividad de a.. 196867,02 3 65622, 34 404,40 <0,0001
Temperatura*pH 24888,15 4 6222,04 38,34 <0,0001
Actividad de agua*pH 3276,50 4 819,13 5,05 0,0018
Temperatura*Actividad de a.. 6329, 66 6 1054,94 6,50 <0, 0001
Error 7789,05 48 162,27
Total 1247467,57 71

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=6,97088

Error: 162,2718 gl: 48

Temperatura Medias n E.E.

37 40,74 27 2,45 A

25 113,53 27 2,45 B

18 457,75 27 8,84 €

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=6,97088

Error: 162,2718 gl: 48

Ay Medias n E.E.

0,98 70,53 27 2,45 A

0,95 193,43 217 2,45 B

0,93 348,05 27 8,84 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=6,97088

Error: 162,2718 gl: 48
pH

9
7
5

5,48 A

B
©

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,08).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=20,91265

Error: 162,2718 gl: 48

Temperatura Ay pH Medias n E.E.

37 0,98 5 9,50 3} 7,35 A

37 0,98 9 12,45 3 7,35 A

37 0,98 7 13,35 3 7,35 A B

25 0,98 5 33,95 3 7,35 B ©

37 0,95 5 34,49 3 7035 @

37 0,95 7 36,58 3 7,35 ©

37 0,95 9 41,63 3 ¥/ C D

25 0,98 9 51,73 3 7,35 © D

25 0,98 7 54,42 3 7035 © D

37 0,93 5 58,47 3 7,35 D

37 0,93 7 78,27 3 U 35

37 0,93 9 81,90 3 7,35

25 0,95 5 96,33 3 7,35 G

25 0,95 9 104,02 3 7,35 G

25 0,95 7 108,51 3 REs G

18 0,98 9 138,65 3 7,35

18 0,98 7 139,71 3 7,35

18 0,98 5 181,06 3 7,35 I
25 0,93 7 182,09 3 7,35 I
25 0,93 5 190,13 3 7,35 I
25 0,93 9 200, 60 3 7,35 I
18 0,95 9 366,02 3 7,35 J
18 0,95 7 443, 66 3 7 35 K
18 0,95 5 509,59 3 7,35 L
18 0,93 9 670,90 3 43,51 M
18 0,93 7 768,16 3 43,51 N
18 0,93 5 901, 97 3 43,51 0

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

182



Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento evaluados sobre la velocidad de

crecimiento de la cepa Af16 durante su desarrollo a tensién normal de oxigeno.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM 17 p-valor
Modelo 0,41 26 0,02 1376,87 <0,0001
Temperatura 0,24 2 0,12 10525, 07 <0,0001
Ay 0,12 2 0,06 5460, 31 <0, 0001
pH 4,6E-04 2 2,3E-04 19,98 <0, 0001
Temperatura*iy 0,04 4 0,01 805,63 <0, 0001
Temperatura*pH 1,9E-03 4 4,7E-04 41,07 <0,0001
Ax*pH 2,4E-03 4 6, 0E-04 52,82 <0, 0001
Temperatura* Ay 2,2E-03 8 2,7E-04 23,72 <0,0001
Error 6,2E-04 54 1,1E-05
Total 0,41 80
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00184
Error: 0,0000 gl: 54
Temperatura Medias n E.E.
18 0,02 27 6,5E-04 A
25 0,06 27 6, 5E-04 B
37 0,15 27 6, 5E-04 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00184

Error: 0,0000 gl: 54

Ay Medias n E.E.

0,93 0,03 27 6,5E-04 A

0,95 0,07 27 6, 5E-04 B

0,98 0,13 27 6,5E-04 ©

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00184
Error: 0,0000 gl: 54

pH Medias n E.E.

9 0,07 27 6, 5E-04 A

5 0,08 27 6,5E-04 B
7 0,08 27 6,5E-04 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00553
Error: 0,0000 gl: 54

Temperatura Ay pH Medias n E.E.

18 0,93 9 0,00 3 2,0E-03 A

18 0,93 7 0,00 3 2,0E-03 A

18 0,93 5 0,00 3 2,0E-03 A

18 0,95 5 0,01 3 2,0E-03 B

18 0,95 7 0,01 3 2,0E-03 B

18 0,95 9 0,01 3 2,0E-03 B

25 0,93 9 0,03 3 2,0E-03 (&

25 0,93 5 0,03 3 2,0E-03 €

18 0,98 5 0,03 3 2,0E-03 ©

25 0,93 7 0,03 3 2,0E-03 ©

18 0,98 9 0,04 3 2,0E-03 D

18 0,98 7 0,04 3 2,0E-03 D E

25 0,95 7 0,05 3 2,0E-03 E F

25 0,95 9 0,05 3 2,0E-03 F

37 0,93 9 0,05 3 2,0E-03 G

25 0,95 5 0,06 3 2,0E-03 G

37 0,93 7 0,06 3 2,0E-03 G

37 0,93 5 0,09 3 2,0E-03 H
25 0,98 5 0,11 3 2,0E-03 I
25 0,98 7 0,12 3 2,0E-03 J
37 0,95 g 0,12 3 2,0E-03 J
25 0,98 9 0,12 3 2,0E-03 J
37 0,95 5 0,15 3 2,0E-03 K
37 0,95 7 0,16 3 2,0E-03 L
37 0,98 5 0,22 3 2,0E-03 M
37 0,98 9 0,23 3 2,0E-03 N
37 0, 98 7 0,24 3 2,0E-03 o
Letras distintas indican diferencias significativas( p<= 0,05).

184



Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento evaluados sobre la fase de latencia de la
cepa A. fumigatus RC2108 durante su desarrollo a tensién normal de oxigeno

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 704326,75 26 27089,49 S22 ol <0, 0001
Temperatura 219110, 60 2 109555, 30 2234,48 <0,0001
Ay 70053, 40 2 35026,70 714,40 <0, 0001
pH 892,19 2 446,10 9,10 0,0004
Temperatura* Ay 408555, 08 4 102138,77 2083,21 <0, 0001
Temperatura*pH 2042, 66 4 510,67 10,42 <0, 0001
Ay*pH 1047, 38 4 261,85 5,34 0,0011
Temperatura* Ay 2625,42 8 328,18 6,69 <0, 0001
Error 2647,59 54 49,03
Total 706974, 34 80

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,82076
Error: 49,0294 gl: 54

Temperatura Medias n E.E.

37 30,15 27 1,35 A

25 94,06 27 1,35 B

18 157,55 27 1,35 ©

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,82076
Error: 49,0294 gl: 54

Ay Medias n E.E.

0,93 71,20 27 1,35 A

0,98 75,12 27 1,35 B

0,95 135,45 27 e85 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Test:1L.SD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,82076

Error: 49,0294 gl: 54
pH

9
il
5

1,35 A
1,35 A

B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=11,46228

Error: 49,0294 gl: 54

Temperatura Ay H Medias n E.E

18 0,93 9 0,00 3 4,04 A

18 0,93 7 0,00 3 4,04 A

18 0,93 5 0,00 3 4,04 A

37 0,98 7 5,25 3 4,04 A

37 0,98 9 575 g 4,04 A

37 0,98 5 7,57 3 4,04 A

37 0,95 7 21,95 3 4,04

37 0,95 5 22520 3 4,04

37 0,95 9 28,717 3 4,04

25 0,98 9 46,63 3 4,04 C

25 0,98 5) 49, 38 3 4,04 [ D

25 0,98 7 49,56 3 4,04 C D

37 0,93 5 53,79 3 4,04 C D

37 0,93 7 60, 36 3 4,04 D

37 0,93 9 65,65 3 4,04

25 0,95 5 74,13 3 4,04 G

25 0,95 7 81,01 3 4,04 G

25 0,95 9 84,89 3 4,04 G

25 0,93 7 141,45 3 4,04 H

18 0,98 9 144,01 3 4,04 H

25 0,93 9 149,06 3 4,04 H

25 0,93 5 170,46 3 4,04 I
18 0,98 7 170,86 3 4,04 I
18 0,98 5 197,05 3 4,04 J
18 0,95 9 294,31 3 4,04 K
18 0,95 7 299,29 3 4,04 K
18 0,95 5 312,42 3 4,04 L

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento evaluados sobre la velocidad de
crecimiento de la cepa A. fumigatus RC2108 durante su desarrolio a tensién normal de oxigeno

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl CM F p-valor
Modelo 0,38 26 0,01 591, 34 <0, 0001
Temperatura 0,27 2 0,13 5393,10 <0, 0001
Ay 0,09 2 0,04 1737,21 <0, 0001
pH 7, 6E-04 2 3,8E-04 15,30 <0, 0001
Temperatura*Ay 0,02 4 4,9E-03 195,57 <0,0001
Temperatura*pH 2,1E-G3 4 5,2E-04 20,77 <0, 0001
Ay*pH 3,1E-03 4 7,7E-04 30,80 <0, 0001
Temperatura* By 2,4E-03 8 3,0E-04 11,87 <0,0001
Error 1,3E-03 54 2,5E~05
Total 0,38 80

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00273

Error: 0,0000 gl: 54

Temperatura Medias n E.E.

18 0,02 27 9, 6E-04 A

25 0,08 27 9, 6E-04 B

37 0,16 27 9, 6E-04 ©

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=(0,05 DMS=0,00273

Error: 0,0000 gl: 54

Ay Medias n E.E.

0,93 0,04 27 9, 6E-04 A

0,95 0,08 27 9, 6E-04 B

0,98 0,12 27 9, 6E-04 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)}.
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Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00273
Error: 0,0000 gl: 54

pH Medias n E.E.

9 0,08 27 9, 6E-04 A

5 0,08 27 9, 6E-04 A

7 0,09 27 9, 6E-04 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00818
Error: 0,0000 gl: 54

Temperatura Ay pH Medias n E.E.

18 0,93 5 0,00 3 2,9E-03 A

18 0,93 9 0,00 3 2,9E-03 A

18 0,93 i 0,00 3 2,9E-03 A

18 0,95 5 0,02 3 2,9E-03

18 0,95 7 0,02 3 2,9E-03

18 0,95 9 0,02 3 2,9E-03

18 0,98 5 0,03 3 2,9E-03 Cc

18 0,98 7 0,03 8 2,9E-03 © D

25 0,93 5 0,03 8 2,9E-03 @ D E

25 0,93 9 0,04 3 2,9E-03 D E

18 0,98 9 0,04 3 2,9E-03 E

25 0,93 7 0,04 3 2,9E-03 E

25 0,95 9 0,07 3 2,9E-03

25 0,95 7 0,07 3 2,9E-03

25 0,985 5 0,08 3 2,9

37 0,93 9 0,08 3 2,9E-03 I
37 0,93 i 0,09 3 2,9E-03 I
37 0,93 5 0,11 3 2,9E-03

25 0,98 5 0,11 3 2,9E-03

25 0,98 7 0,12 3 2,9E-03

25 0,98 9 0,13 3 2,9E-03 L
27 0,95 9 0,14 3 2,9E-03 L
37 0,95 5 0,17 3 2,9E-03 M
37 0,95 7 0,18 3 2,9E-03 N
37 0,98 5 0,19 3 2,9E-03 0
37 0,98 9 0,21 3 2,9E-03 P
37 0,98 7 0. 23} 3 2,9E-03 Q

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Anexo Estadistica

Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento
evaluados sobre |a fase de latencia de la cepa Af16 a 37 °C de incubacién

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 31905, 66 17 1876,80 401, 39 <0,0001
ay 29626, 20 2 14813,10 3168,07 <0,0001
pH 862,75 2 431,38 92,26 <0,0001
tensién 02 236,86 1 236,86 50, 66 <0,0001
aw*pH 699,08 4 174,77 37,38 <0, 0001
ay *tensién 02 366,45 2 183,23 39,19 <0,0001
pH*tensién 02 40,18 2 20,09 4,30 0,0212
ag*pH*tensién 02 74,13 4 18,53 3,96 0,0091
Error 168,33 36 4,68
Total 32073, 99 53

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,46181
Error: 4,6757 gl: 36

ay Medias n E.E.

1 13,25 18 0,51 A

2 32,92 18 0,51 B

3 69,76 18 0,51 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,46181
Error: 4,6757 gl: 36

pH Medias n E.E.

3 33,26 18 0,51 A

2 39,84 18 0,51 B

1 42,83 18 0,51 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,19357
Error: 4,6757 gl: 36

Tensidén 02 Medias n E.E.
1 36,55 27 0,42 A
2 40,74 27 0,42 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,53194
Error: 4,6757 gl: 36

Anexo Estadistica

aw pH Medias n ERER

1 3 11,95 6 0,88 A

1 1 13,46 6 0,88 A

1 2 14,34 6 0,88 A

2 3 30,07 6 0,88 B

2 2 32,99 6 0,88 ©

2 1 35,70 6 0,88 D

3 3 57,76 6 0,88 E

3 2 72,19 6 0,88 F
3 1 7988 6 0,88 G
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,06732

Error: 4,6757 gl: 36

aw tensibébn 02 Medias n E.E.

1 2 11,77 9 0,72 A

1 1 14,73 9 0,72 B

2 1 28,27 9 0,72 ©

2 2 37,57 9 0,72 D

3 1 66, 64 9 0,72 E
8 2 72,88 9 0,72 F
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,06732

Error: 4,6757 gl: 36

pH tensidén 02 Medias n E.E.

3 1 32,36 9 0,72 A

3 2 34,16 9 0,72 A

2 1 36,95 9 0,72 B

1 1 40,34 9 0,72 ©

2 2 42,73 9 0,72 D

1 2 45,32 9 0,72 E
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,58070
Error: 4,6757 gl: 36

aw pH tensibén 02 Medias n E.E.

1 3 2 9,50 3} 1,25 A
1 1 2 12,45 3 1,25 A B
1 2 2 13,35 3 1,25 B
1 3 1 14,39 8 1,25 B
1 1 1 14,46 3 1,25 B
1 2 il 15, 34 3 1,25 B
2 8 1 25,66 3 1,25 C
2 2 1 29,39 3 1,25 D
2 1 oL 29,77 3 1,25 D
2 3 2 34,49 3 1,25 E
2 2 2 36,58 3 1,25 E
2 1 2 41,63 3 1,25 F
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Anexo Estadistica

3 3 1 57,05 3 1,25 G
3 3 2 58,47 3 1,25 G
3 2 1 66,11 3 1,25 H
3 1 1 76,77 3 1,25 1
3 2 2 78,27 3 1,25 1
3 1 2 81,90 3 1,25 J
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento
evaluados sobre la velocidad de crecimiento de la cepa Af16 a 37 °C de incubacién

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,56 17 0,03 2913, 65 <0, 0001
Ay 0,48 2 0,24 21111,74 <0,0001
pH 2,3E-03 2 1,1E-03 99,89 <0, 0001
tensién 02 0,03 1 0,03 2676,85 <0, 0001
Agz*pH 3,1E-03 4 7,8E-04 69,17 <0,0001
Ag*tensidén 02 0,05 2 0,02 2007, 20 <0, 0001
pH*tensidén 02 3,4E-04 2 1,7E-04 15,05 <0,0001
Agz*pH*tensién 02 1,3E-03 4 3,1E-04 27,67 <0, 0001
Error 4,1E-04 36 1,1E-05
Total 0,56 53

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00227
Error: 0,0000 gl: 36

Au Medias n E.E.

3 0,07 18 7,9E~-04 A

2 0,15 18 7,9E~04 B

1 0,29 18 7,9E~-04 G

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00227
Error: 0,0000 gl: 36

pH Medias n E.E.

1 0,16 18 7,9E-04 A

3 0,18 18 7,9E-04 B
2 0,18 18 7,9E-04 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Anexo Estadistica

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00186
Error: 0,0000 gl: 36

Tensibén 02 Medias n E.E.
2 0,15 27 6,5E~04 A
1 0,20 27 6, 5E-04 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00394
Error: 0,0000 gl: 36

Ay pH Medias n 13,8,

3 1 0,05 6 1,4E-03 A

3 2 0,06 6 1,4E-03 B

3 3 0,08 6 1,4E-03 C

2 1 0,14 6 1,4E-03 D

2 3 0,16 6 1,4E-03 E

2 2 0,16 6 1,4E-03 F
1 3 0,29 6 1,4E-03 G
1 1 0,29 6 1,4E-03 H
il 2 0,30 () 1,4E-03 I
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00322

Error: 0,0000 gl: 36

Ay tensién 02 Medias n EHEEIE

3 1 0,06 9 1,1E-03 A

3 2 0,07 9 1,1E-03 B

2 2 0,14 9 1,1E-03 C

2 1 0,16 9 1,1E-03 D

1 2 0,23 9 1,1E-03 E
1 1 0,36 9 1,1E-03 F

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00322
Error: 0,0000 gl: 36

pH tensidén 02 Medias n E.E.

1 2 0,14 9 1,1E-03 A

2 2 0,15 9 1,1E-03 B

3 2 0,15 9 1,1E-03 B

1 1 0,19 9 1,1E-03 C

3 1 0,20 9 1,1E-03 D
2 1 0,20 9 1,1E-03 D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00557
Error: 0,0000 gl: 36

Ay pH tensidén 02 Medias n E.E.

3 1 1 0,05 3 1,9E-03 A
3 1 2 0,05 3 1,9%E-03 A
3 2 2 0,06 3 1,9E-03 A
3 2 1 0,06 3 1,9E-03 B
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Anexo Estadistica

3 3 1 0,07 3 1,9E-03 ©
3 3 2 0,09 3 1,9E-03 D
2 L 2 0,12 3 1,9E-03 E
2 3 2 0,15 3 1,9E-03 F
2 1 1 0,16 3 1,9E-03 G
2 2 2 0,16 3 1,9E-03 GH
2 3 1 0,16 3 1,9E-03 H
2 2 1 0,17 3 1,9E-03 H
1 3 2 0,22 3 1,9E-03 J
1 2 2 0,24 3 1,9E-03 K
1 3 1 0,35 3 1,9E-03 L
1 1 1 0,36 3 1,9E-03 L
1 2 1 0,36 3 1,9E-03 M

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento
evaluados sobre la fase de latencia de la cepa A. fumigatus RC2108 a 37 °C de

incubacion

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 24137, 84 17 1419,87 473,55 <0, 0001
ay 23032,91 2 11516, 46 3840,93 <0,0001
pH 246,60 2 123,30 41,12 <0,0001
tensidén 02 3,52 1 3,52 1,17 0,2856
ag*pH 428,62 4 107,16 35,74 <0,0001
ag*tensién 02 300,00 2 150,00 50,03 <0,0001
pH*tensién 02 50,72 2 25, 36 8,46 0,0010
ag*pH*tensién 02 75,46 4 18,86 6,29 0,0006
Error 107,94 36 3,00
Total 24245,78 53

Test:LSD Fisher Alfa=(0,05 DMS=1,17060
Error: 2,9984 gl: 36

aw Medias n E.E.

1 9,78 18 0,41 A

2 22,81 18 0,41 B

3 58,63 18 0,41 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,17060
Error: 2,9984 gl: 36

pH Medias n E.E.

3 27,61 18 0,41 A

2 30,80 18 0,41 B

1 32,80 18 0,41 C
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Anexo Estadistica

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,95579
Error: 2,9984 gl: 36

Tensidén 02 Medias n E.E.
2 30,15 27 0,33 A
1 30,66 27 0,33 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,02754
Error: 2,9984 gl: 36

ay pH Medias n E.E.

1 2 9,46 6 0,71 A

1 1 9,51 6 0,71 A

1 3} 10, 36 6 0,71 A

2 2 21,81 6 0,71 B

2 3 22,11 6 0,71 B

2 1 24,52 6 0,71 C

3 3 50,37 6 0,71 D

3 2 61,13 6 0,71 E
3 i 64,38 6 0,71

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,65548
Error: 2,9984 gl: 36

aw tensidén 02 Medias n E.E.

1 2 6,19 9 0,58 A

1 1 13,36 9 0,58 B

2 1 21,30 9 0,58 C

2 2 24,33 9 0,58 D
3 1 57,32 9 0,58

3 2 59,93 9 0,58

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Tast:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,65548
Error: 2,9984 gl: 36

pH tensién 02 Medias n E.E.

3 1 27,35 9 0,58 A

3 2 27,88 9 0,58 A B

2 2 29,19 9 0,58 B

1 1 32,22 9 0,58 C
2 il 32,42 9 0,58 C
1 2 33,39 9 0,58 €

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).



Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,86737
Error: 2,9984 gl: 36

Anexo Estadistica

ay pH tensién 02 Medias n 18513

1 2 2 5,25 3 1,00 A
1 1 2 5,75 3 1,00 A
1 3 2 7,57 3 1,00 A
1 3 1 13,16 3 1,00 B
1 1 1 13,27 3 1,00 B
il 2 1 13,67 3 1,00 B
2 1 1 20,27 3 1,00 C
2 2 i 21,68 3 1,00 C
2 2 2 21,95 3 1,00 C
2 3 1 21,95 3 1,00 C
2 3 2 22,27 3 100FNE
2 1 2 28,77 3 1,00 D
3 3 1 46,95 3 1,00 E
3 S 2 53,79 8 1,00 F
3 2 2 60,36 3 1,00 G
3 2 1 61,90 3 1,00 G
3 1 1 63,11 3 1,00 GH
3 1 2 65,65 3 1,00 H

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Andlisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento

evaluados sobre la velocidad de crecimiento de la cepa A. fumigatus RC2108 a 37 °C

de incubacion

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

oW o SC gl CM F p-valor
Modelo 0,54 17 0,03 176,05 <0,0001
ay 0,38 2 0,19 1041, 14 <0,0001
pH 1,3E-03 2 6, 7E-04 3,70 0,0346
tensidén 02 0,09 1 0,09 496,50 <0,0001
aw*pH 3,6E-03 4 8, 9E~04 4,91 0,0029
ag*tensién 02 0,07 2 0,03 180,83 <0, 0001
pH*tensidén 02 1,6E-03 2 8, 0E-04 4,41 0,0194
ag*pH*tensidén 02 3,0E-03 4 7,5E-04 4,14 0,0073
Error 0,01 36 1,8E-04
Total LI5S 58

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00910
Error: 0,0002 gl: 36

aw Medias n E.E.

3 0,10 18 3,2E-03 A

2 0,19 18 3,2E-03 B
1 0,30 18 3,2E-03

@

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
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Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00910
Error: 0,0002 gl: 36

pH Medias n E.E.

1 0,19 18 3,2E-03 A

3 0,20 18 3,2E-03 B
2 0,20 18 3,2E-03 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:1.SD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00743
Error: 0,0002 gl: 36

Tensidén 02 Medias n E.E.
2 0,16 27 2,6E-03 A
1 0,24 27 2,6E-03 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,01576
Error: 0,0002 gl: 36

ay pH Medias n E.E.

3 1 0,08 6 0,01 A

3 2 0,09 6 0,01 »a

3 3 0, L 6 0,01 B

2 i 0,19 6 0,01 C

2 3 0,19 6 0,01 C D

2 2 0,20 6 0,01 D

1 3 0,29 6 0,01 E

i 1 0,30 6 0,01 E F
1 2 0,31 6 0,01 F
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,01287

Error: 0,0002 gl: 36

aw tensibdbn 02 Medias n E.E.

3 2 0,09 9 4,5E-03 A

3 1 0,10 9 4,5E-03 A

2 2 0,16 9 4,5E-03 B

il 2 0,21 9 4,5E-03 C

2 1 0,22 9 4,5E-03 c

1 i 0,39 9 4,5E-03 D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Test:LSD Fishaer Alfa=0,05 DMS=0,01287
Error: 0,0002 gl: 36

pH tensidén 02 Medias n E.E.

1 2 0,14 9 4,5E-03 A

3 2 0,16 9 4,5E-03 A B

2 2 0,17 9 4,5E-03 B

2 1 0,24 9 4,5E-03 C
1 1 0,24 9 4,5E-03 ©
3 1 0,24 9 4,5E-03 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

196



Anexo Estadistica

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,02229
Error: 0,0002 gl: 36

aw pH tensién 02 Medias n E.E.

3 1 2 0,08 3 0,01 A

3 1 1 0,09 3 0,01 A B
3 2 2 0,09 3 0,01 A B
3 2 1 0,10 3 0,01 A B
3 3 2 0,11 3 0,01 B C
3 3 1 0,12 3 0,01 CD
2 1 2 0,14 3 0,01 D

2 3 2 0,17 3 0,01 E

2 2 2 0,18 3 0,01 EF
1 3 2 0,19 3 0,01 F G
1 1 2 0,21 3 0,01 G H
2 3 1 0,22 3 0,01 H

2 2 1 0,22 3 0,01 H

1 2 2 0,23 3 0,01 H

2 1 1 0,23 8 0,01 H

1 1 il 0,39 3 0,01 I

1 3 1 0,39 8 0,01 1

1 2 1 0,39 3 0,01 T

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).

Analisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento
evaluados sobre la produccion de gliotoxina por ambas cepas a tensién normal de

oxigeno

Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo IIT)
numDF denDF F-value p-value

{(Intercept) 322 483480.77 <0.0001
Cepa 322 8377.44 <0.0001
Dias.incub 322 121629.69 <0.0001
T 322 101336.68 <0.0001
aw 322 119231.80 <0.0001
pH 322 53895.02 <0.0001
Cepa:Dias.incub 322 3287.26 <0.0001
Cepa:T 322 19548.20 <0.0001
Cepa:aW 322 1046.79 <0.0001
Cepa:pH 322 18154.55 <0.0001

322 27932.43 <0.0001
322 49525.88 <0.0001
322 13931.95 <0.0001

Dias.incub:T
Dias.incub:aW
Dias.incub:pH

T:aW 322 95561.54 <0.0001
T:pH 322 43452.75 <0.0001
aw:pH 322 44719.62 <0.0001

322 8131.24 <0.0001
322 2436.23 <0.0001
322 6070.96 <0.0001
322 712.47 <0.0001
322 13453.09 <0.0001

Cepa:Dias.incub:T
Cepa:Dias.incub:aW
Cepa:Dias.incub:pH
Cepa:T:aW
Cepa:T:pH

BB D BB BB R ENNNDNDNDNNNDNDDN e
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Cepa:aW:pH 4 322
Dias.incub:T:aW 8 322
Dias.incub:T:pH 8 322
Dias.incub:aW:pH 8 322
T:aW:pH 8 322
Cepa:Dias.incub:T:aW 8 322
Cepa:Dias.incub:T:pH 8 322
Cepa:Dias.incub:aW:pH 8 322
Cepa:T:aW:pH 8 322
Dias.incub:T:aW:pH 16 322
Cepa:Dias.incub:T:aW:pH 16 322

10775.96
58411.81
12964.76
20445.41
20456.36
3483.46
6813.31
6789.88
6127.56
19783.26
7145.36

Anexo Estadistica

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

Medias ajustadas y errores estdndares para Cepa
LSD Fisher (Alfa=0.05)

Procedimiento de correccién de p-valores: No
Cepa Medias E.E.

2 0.356.3E-04A

1 0.276.3E-04 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para Dias de incubacién

LSD Fisher (Alfa=0.05)

Procedimiento de correccion de p-valores: No
Dias.incub Medias E.E.

1 0.48 7.7E-04 A

2 0.447.7E-04 B

3 0.007.7E-04 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para T
LSD Fisher (Alfa=0.05}

Procedimiento de correccién de p-valores: No
T Medias E.E.

2 0477.7E-04 A

1 0.427.7E-04 B

3 0.037.7e-04 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para aw
LSD Fisher (Alfa=0.05)

Procedimiento de correccion de p-valores: No
aw Medias E.E.

3 0.617.7E-04A

1 0187.7e-04 B

2 0137.7E-04 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para pH
LSD Fisher (Alfa=0.05)
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Procedimiento de correccién de p-valores: No

pH Medias E.E.

1 0.47 7.7E-04 A

2 0337.7e-04 B
3 0127.7e-04

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

E

e e . e N N . N g N . N o T T e o . e e L N N e N N I I R e e R e e i e e e e B Y

BWRBN2AaANAWN_AN22WLNWA AW OWW=S 22NN ANWONLWWWWN2ANWNN

N2 aWNANaCWWWWNN2WWON_2ANN22WON2NNNWOW2 A WOWWWWN=2NDW2W-_a2Ww

NNNa2AGDBDNDNSaAN2N2ANR2aAaN2WANANWAW2222aN2WWWL2aAaNW_ANWNANNDW

NNWWL2Aa2WWaAaNW=a2WWNN2N2WANSGNNW2NOWWWWWa2WWNWLONAN=2 2

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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321121311121321..I1133233321313122111232133221323123231222
23223123133321223221221121221223331123233321311322333111
31332222223313222212212112311123133122123313233312231132

22222222222222222222222222222222222222222222222222222222
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2 1 3 3 3 0.00
2 2 1 2 2 0.00
2 3 3 3 2 0.00
2 3 2 2 1 0.00
Referencias:
as:
A. fumigatus RC2108 1
Af16 2
Dias de incubacion:
14 1
7 2
3 3
Temperatura °C)
37 1
25 2
18 3
aw:
0,98 1
0,95 2
0,93 3
RH:
9 1
7 2
5 3

(ONONGE

Anexo Estadistica

Andlisis de la varianza y Test LSD de Fischer de los diferentes parametros de crecimiento

evaluados sobre la produccion de gliotoxina por ambas cepas a 37 °C

Pruebas de hipdétesis secuenciales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 562720.92 <0.0001
Cepa 1 49022.72 <0.0001
tension.02 1 9747.22 <0.0001
Dias.incub 2 68568.23 <0.0001
aw 2 473931.27 <0.0001
pH 2 51205.75 <0.0001
Cepa:tension.02 1 36417.20 <0.0001
Cepa:Dias.incub 2 2141.96 <0.0001
Cepa:aW 2 26507.20 <0.0001
Cepa:pH 2 4686.12 <0.0001
tension.02:Dias.incub 2 31681.77 <0.0001
tension.02:awW 2 27359.29 <0.0001
tension.02:pH 2 41926.67 <0.0001
Dias.incub:aW 4 85065.54 <0.0001
Dias.incub:pH 4 14503.30 <0.0001
aW:pH 4 64313.01 <0.0001
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Cepa:tension.02:Dias.incub..
Cepa:tension.02:aW
Cepa:tension.02:pH
Cepa:Dias.incub:aW
Cepa:Dias.incub:pH
Cepa:aW:pH
tension.02:Dias.incub:aW
tension.02:Dias.incub:pH
tension.02:aW:pH
Dias.incub:aW:pH
Cepa:tension.02:Dias.incub..
Cepa:tension.02:Dias.incub..
Cepa:tension.02:aW:pH
Cepa:Dias.incub:aW:pH
tension.02:Dias.incub:aW:p..
Cepa:tension.02:Dias.incub..

QO QO QO & b d 0D b b B B RN NN

4318.44
17734.44
4749.84
786.06
7297.91
10334.24
26112.02
13129.15
32420.65
11865.60
1612.23
6688.98
10586.96
10356.13
26296.85
10218.77

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

Anexo Estadistica

Medias ajustadas y errores estandares para Cepa

DGC (Alfa=0.05)

Cepa Medias E.E.

1 0.48 7.1E-04 A

2 0.26 7.1E-04 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para tension.O2

DGC (Alfa=0.05)

tension.02 Medias E.E.

2 0.42 7.1E-04 A

1 0.32 7.1E-04 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para Dias de incubacién

DGC (Alfa=0.05)
Diasdeincub Medias E.E.

2 0.57 8.6E-04 A
1 0.42 8.6E-04 B
3 0.13 8.6E-04 ©

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Medias ajustadas y errores estandares para aw

DGC (Alfa=0.05)

ay Medias E.E.

3 1.06 8.6E-04 A

1 0.06 8.6E-04 B

2 0.00 8.6E-04 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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Medias ajustadas y errores estandares para pH
DGC (Alfa=0.05)
pH Medias

E.E.

2
1
3

0.52 8.6E-04 A
0.46 8.6E-04
0.15 8.6E-04

C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

B o A N = ed mh N) e ) ek N) wh wd N) oA N =

SNSASNIASSAANAAINANSAND AN
288888838888888888888888888

2. 00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
1.00
2.00
1.00
2.00
1.00
1.00
2.00
1.00
2.00
2.00
1.00
1.00

1.00

e P
88888888888888

1.00
2.00
2.00
3.00
3.00
1.00

3.00
3.00
3.00
3.00
3.00

2.00
1.00
1.00
3.00
3.00
2.00
2.00
1.00
3.00
3.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00

H

2.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
3.00
1.00
1.00
1.00
3.00
1.00
2.00
2.00
1.00
3.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
3.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
3.00
2.00
3.00
2.00
2.00
1.00
1.00
3.00
3.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00

lio

3.37
3.26
3.15
2.98
2.98
285
2.63
2.35

2.15
2.07
1.80
1.67
1.61
1.52
1.42
1.29
0.96
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

ina E.

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
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2.00
2.00
1.00
1.00

1.00
1.00
2.00
2.00
1.00
1.00

1.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00

1.00
2.00
2.00
1.00
2.00

1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00

1.00
2.00
1.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00

1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
2.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00

3.00
3.00
1.00
1.00
2.00
1.00
1.00
1.00
3.00
3.00
2.00

2.00
3.00
3.00
2.00
2.00
3.00
2.00
1.00
2.00

1.00
2.00
3.00
3.00

2.00
3.00

3.00

2.00
1.00
3.00
2.00
1.00
1.00
2.00
2.00
1.00
2.00
1.00
1.00
2.00

3.00
1.00
1.00
1.00
2.00
3.00
3.00
2.00
1.00
3.00
3.00
3.00
1.00
2.00
2.00
3.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
1.00
3.00
2.00
2.00
2.00
2.00
3.00
2.00
2.00
2.00
3.00
1.00
3.00
2.00
3.00
3.00
1.00
2.00
3.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00
3.00
2.00
2.00
3.00
3.00
3.00
3.00
1.00
3.00
1.00
3.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

POOODPLOLOLOOLOODLOOLLOLODOLOOLODOLOPLOLLOLOLOLOOODODOLOOLOOOLOLOOOOOLO

Anexo Estadistica

205



2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
2.00
2.00
1.00

Referencias:

Cepas:

A. fumigatus RC2108

Af16

2.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
2.00
2.00

3.00
2.00
1.00
3.00
3.00
3.00
2.00
3.00

Tensién de oxigeno:
Reducido

Normal

Dias de incubacion:

14

7

3
aw.
0.9
0,95

cnxuolb o
I ©
= o

1.00
1.00
1.00
2.00
1.00
3.00
3.00
2.00

WN - WN - LCICEN

W=

3.00
3.00
3.00
2.00
3.00
3.00
3.00
3.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
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Anexo Cepa

S

Cepa (nombre comiin)

Origen de aislamiento

Denominacién Coleccion
Micolégica UNRC

MA159
MA168
MA196
MA199

MA258(2)

MP50
MNI59
Af3°
Af9
Af5
Af11°
Af6”
Af7
Af8
Af10°
Af4°
Af12°
Af28 "
Af29 "
Af30”
Af31°
Af32
Af33
Af34
Af35

-

.

Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros
Alimento para perros

Alimento para perros

RC2073
RC2074
RC2075
RC2076
RC2077
RC2078
RC2079
RC2080
RC2081
RC2082
RC2167
RC2168
RC2169
RC2170
RC2171
RC2172
RC2173
RC2174
RC2175
RC2176
RC2177
RC2178
RC2179
RC2180
RC2083
RC2084
RC2085
RC2086
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Af36
Af37
Af38
Af39
Af40
Af41
Af42
Af43
Af44
Af45
Af46
Af47
Af48
CAS
A24
A26
A38
Ad4
AS53
A63
A70
A89
A93
A 97
A99
A100
A105
A109
A114

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros

Alimento para perros
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria

Residuo de cerveceria

RC2087
RC2088
RC2089
RC2090
RC2091
RC2092
RC2093
RC2094
RC2095
RC2096
RC2097
RC2098
RC2099
RC2100
RC2101
RC2102
RC2103
RC2104
RC2105
RC2106
RC2107
RC2108
RC2109
RC2110
RC2111
RC2112
RC2067
RC2113
RC2114
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A116
A118
A128
A144
A148
A152
A163
A183
A185
A187
A193
A198

A210
A231
A237
A239
A241
A252
A246

B63

B70
B74

Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
Residuo de cerveceria
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas

ensilaje de maiz para vacas

RC2115
RC2068
RC2116
RC2117
RC2118
RC2119
RC2120
RC2121
RC2122
RC2123
RC2124
RC2125
RC2126
RC2127
RC2128
RC2129
RC2130
RC2131
RC2132
RC2133
RC2134
RC2135
RC2136
RC2137
RC2138
RC2139
RC2140
RC2141
RC2142
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Anexo Cepas

B75
B76
B77
B78
B79

16)9007C

21)9507
Af13°
Af14°
Af15°
Af16 "
Af17 "
Af18~
Af19°
Af20 "
Af21°
Af22°
Af23°
Af24°
Af25°
Af26 °
A21
Af2
Af54
Af55
Af56
Af57
Af58
Af59

-

ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
ensilaje de maiz para vacas
Alimento para pollos
Alimento para pollos
Alimento para pollos
Alimento para pollos
Alimento para pollos
Alimento para pollos
Alimento para pollos

Alimento para pollos

RC2143
RC2144
RC2145
RC2146
RC2147
RC2148
RC2149
RC2181
RC2182
RC2183
RC2184
RC2185
RC2186
RC2187
RC2188
RC2189
RC2190
RC2191
RC2192
RC2193
RC2194
RC2150
RC2195
RC2196
RC2197
RC2198
RC2199
RC2200
RC2201
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Af60
Af61
E1
E2
E3
E5
E6
Af1°
Ach1
Ach2
Ach3
Ach4

A7
A15
AS2

AS19
AS32
AS33
AS43

IAS

IA67

FA15
Af49
Af50
Af51

Af52
Af53

Alimento para pollos
Alimento para pollos
Alimento para caballos
Alimento para caballos
Alimento para caballos
Alimento para caballos
Alimento para caballos
Alimento para caballos
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas
Alimento para chinchillas

RC2202
RC2203
RC2071
RC2072
RC2151
RC2152
RC2153
RC2204
RC2154
RC2069
RC2155
RC2156
RC2157
RC2158
RC2159
RC2160
RC2161
RC2162
RC2163
RC2070
RC2164
RC2165
RC2166
RC2205
RC2206
RC2207
RC2208
RC2208
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