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RESUMEN

Es bien conocido que la correcta identificacion de las especies de Aspergillus es un
requisito previo esencial para evaluar el potencial deterioro y contaminacién por micotoxinas en
alimentos destinado tanto a la alimentacion humana como animal. La taxonomia es una
disciplina dinamica y los cambios en la nomenclatura de las especies fungicas, a menudo son
dificiles de entender en el campo aplicado. La inadecuada taxonomia y/o incierta nomenclatura
en el género Aspergillus, especialmente en la seccidon Nigri, puede conducir a resuitados
erroneos, los que pueden deberse a: 1- cambios recientes en la nomenclatura, 2-nuevas
tendencias en el estudio taxondmico, incluyendo la descripcién de nuevas especies y/o 3-
identificacién incorrecta. Es por esto que en el presente trabajo se caracterizaron las
poblaciones de Aspergillus seccion Nigri aisladas de diferentes productos de interés agricola de
Argentina a través de un estudio polifasico, incluyendo datos morfolégicos, fisiol6gicos,
ecologicos y moleculares. Los resultados demostraron que el agregado A. niger es el grupo de
especies mas frecuentemente aislado como contaminante en todos los sustratos analizados,
siendo el Unico presente en soja. En pasas de uvas, el grupo taxonémico siguiente, en orden
de importancia, fue la Serie Carbonaria y Aspergillus Uniseriados, y en mani Aspergillus
Uniseriados. En cuanto a la produccién de micotoxinas, el 96% de las cepas identificadas
morfolégicamente como A. carbonarius fueron capaces de producir Ocratoxina A (OTA), en
cambio solo el 0,63% de las pertenecientes al agregado A. niger produjeron dicha micotoxina.
Por lo tanto, se infiere que A. carbonarius seria la principal especie responsable de la posibie
acumulacién de OTA en los sustratos analizados. Ademas, la producciéon de Fumonisina B, por
algunas cepas pertenecientes al agregado A. niger, alerta acerca de la posible presencia de
esta micotoxina en los sustratos analizados. También se desarrollé un marcador ISSR, el cual
permitié evaluar la diversidad de especies de Aspergillus seccién Nigri, cuyo analisis concordd
con la identidad de los aislados basada en morfologia clasica y uso de cebadores especificos.
A pesar de que este marcador no permitid la categorizacion taxonémica de todas las especies
en cuestion, resulté ser una herramienta de sumo valor cuando se debe identificar un gran
namero de aislados. El perfil de bandas generadas por el marcador ISSR revel6: -la presencia
de un grupo de cepas identificadas morfologicamente como Aspergillus Uniseriados que
mostraron una alta similitud genética con la cepa de referencia A. uvarum ITEM 4834, -la
presencia de un grupo de cepas identificadas morfolégicamente como pertenecientes al
agregado A. niger, que mostraron una alta similitud genética con la cepa de referencia A.
luchuensis ANRC 703; -la presencia de dos cepas, clasificadas morfologicamente como A.
carbonarius y no productoras de OTA, que mostraron alta similitud genética con la cepa de
referencia A. ibericus ITEM 4776. Posteriormente, la categorizaron taxondmica de dichas cepas
fue confirmada por andlisis de la secuencia de la calmodulina como A. uvarum, A. luchuensis y
A. ibericus, respectivamente. Ademas, este marcador reveld la presencia de un grupo muy
homogéneo conformado por cepas aisladas de mani que no habian amplificado con los
cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2. El analisis de secuencias de dicho grupo revel6 que las
mismas eran A. brasiliensis, siendo esta la primera vez que se confirma la presencia de la
especie en Argentina. Ademas, las especies de A. fubingensis, A. niger/A. welwistchiae, A.
luchuensis y A. brasiliensis fueron claramente separadas por ISSR en cuatro grupos diferentes
con altos valores de soporte. El andlisis filogenético sugiri6 que las 11 cepas categorizadas
como A. brasiliensis evolucionaron a partir de un ancestro comun hipotético no compartido con
la cepa de referencia evaluada. Esto podria deberse a variaciones intraespecificas o bien
podria tratarse de especies filogenéticas cripticas dentro del clado A. brasiliensis. El marcador
SCAR desarrollado, permitié distinguir claramente A. ibericus de la especie estrechamente
relacionada A. carbonarius de forma rapida, confiable y de bajo costo. Esta distincién es de
suma importancia para evitar una sobreestimacion de los riesgos de contaminacion y
toxicolégicos.



ABSTRACT

It is well known that accurate taxonomic identification of Aspergillus species is essential to
evaluate and identify the risks of mycotoxin contamination and prevention of entry into the
human and animal food chain. Taxonomy is a dynamic discipline and name changes of fungi
are often difficult to understand in the applied field. The inadequate taxonomy or uncertain
nomenclature of genera Aspergillus, especially in the section Nigri, can therefore lead to
tremendous confusion. Misidentification of strains can be traced back to 1- recent changes in
nomenclature, 2- new taxonomic insights, including description of new species, and/or 3-
incorrect identifications. In the present work Aspergillus section Nigri populations isolated from
different agricultural products from Argentina were characterized through a polyphasic study,
including morphological, physiological, molecular and ecological data. The results obtained
showed that A. niger “aggregate” is the species most frequently isolated as a contaminant in all
the substrates evaluated, and the unique group in soybean. Depending on the substrates, the
other taxonomic group isolated was, in order of importance, Serie Carbonaria and Aspergillus
“uniseriate” in raisins and, Aspergillus “uniseriate” in peanut. Related to mycotoxin production,
96% of the isolates, morphologically identified as A. carbonarnius, were able to produce
ochratoxin A (OTA), while only 0.63% of A niger “aggregate” strains produced the toxin.
Afterward, it was concluded that A. carbonarius is the main species responsible for the putative
OTA accumulation in these substrates. Moreover, the fumonisin B, production by some isolates
belonging to A. niger “aggregate’ alert us about the possible natural occurrence of this
mycotoxin. Also the development of an ISSR marker was carried out, which allowed the
diversity evaluation of Aspergillus section Nigri, with results in total agreement with the identity
of isolates based on classical morphology and specific primers. Despite of this marker did not
allow the taxonomic categorization of each species it is a useful tool when a high number of
isolates have to be identified. The use of this marker showed: - The presence of some strains
morphologically identified as Aspergillus uniseriate, that showed a high genetic similitude with A.
uvarum ITEM 4834; strains belonging to A. niger aggregate, with high genetic similitude with A.
fuchuensis ANRC 703, and strains morphologically identified as A. carbonarius but no-OTA
producers that showed high genetic similitude with A. ibericus ITEM 4776. Posterior DNA
sequence analysis confirmed strains as A. uvarum, A. luchuensis and A. ibericus, respectively.
Also the marker revealed the presence of a homogeneous group constituted by strains with
negative reaction with NIG1/NIG2 and TUB1/TUB2 primers. These strains were taxonomically
categorized with DNA sequence analysis as A. brasiliensis. This species was isolated only from
peanut, and is the first report of A. brasiliensis presence in Argentina, confirmed by molecular
analysis. It is noticeable that ISSR marker clearly separated A. tubingensis, A. niger/A.
welwistchiae, A. luchuensis and A. brasiliensis strains in four different groups with high support
values. The phylogenetic analysis suggested that 11 strains categorized as A. brasiliensis
evolved from a hypothetic common ancestor not shared by the reference strain. This resuit
could be due to intraspecific variability into the A. brasiliensis strains or the presence of cryptic
phylogenetic species into de A. brasiliensis clade. Based on ISSR patterns a SCAR marker was
developed, this marker allowed distinguishing clearly A. ibericus from their closely related
species A. carbonarius in a quick, low-cost and highly accurate test. This distinction is very
important to avoid the overestimation of contamination and toxicological risks with OTA.



iNDICE DE CONTENIDOS

I. INTRODUCCION
I.1. Género Aspergillus
1.1.1. Generalidades
1.1.2. Taxonomia
1.2. Aspergillus seccién Nigri
1.2.1. identificacion mediante criterios morfolégicos
1.2.2. Identificacion mediante producciéon de metabolitos secundarios
1.2.2.1. Produccion de ocratoxina A
1.2.2.2. Produccién de fumonisinas
1.1.3. Identificacion mediante criterios basados en el analisis del ADN
1.1.3.1. Especies uniseriadas
1.1.3.2. Especies biseriadas
1.1.3.2.a. Serie Carbonaria
1.1.3.2.b Agregado A. niger
1.1.4. Marcadores moleculares

Il. HIPOTESIS

Hl. OBJETIVOS

IV. MATERIALES y METODOS
IV.1. Cepas
IV.2. Identificacién mediante caracteres morfoldgico
IV.2.1. Medios de cultivo
IV.2.2. Metodologia
IV.3. Identificacion mediante métodos moleculares basados en PCR
IV.3.1. Cepas
IV.3.2. Produccion de la biomasa fungica
IV.3.3. Extraccion, purificacion y cuantificacion del ADN gendmico
1IV.3.3.1. Materiales
IV.3.3.2. Metodologia
IV.3.4. Reacciones de PCR
IV.3.4.1. Materiales y condiciones de reaccion
IV.3.4.2. Metodologia
IV.4. Producciéon de metabolitos secundarios
IV.4.1. Materiales

N N =2 o

13
17
19
20
22
22
23
30

32

32

33
33
33
33
34
35
35
35
35
35
36
36
36
37
38
38



IV.4.2. Produccion de ocratoxina A
IV.4.3. Analisis estadistico
1V.4.4, Produccion de fumonisinas
IV.4.4.1. Confirmacién de FB, por HPLC-MS/MS
IV.5. Evaluacion de la diversidad genética de Aspergillus seccion Nigri a través del
uso de marcadores neutros, Secuencias Intergénicas Simples Repetidas (ISSRs)
IV.5.1. Optimizacién de un protocolo para estudiar la diversidad de Aspergillus
seccidn Nigri utilizando el perfil ISSR
IV.5.1.1. Cepas
IV.56.1.2. Reacciones de PCR
1IV.5.1.2.1. Materiales y condiciones de reaccién
IV.56.1.2.2. Metodologia
1V.5.1.3. Analisis de los datos
IV.5.2. Andlisis de las cepas de Aspergillus seccion Nigri a través de ISSR
IV.5.2.1. Cepas
IV.6. Analisis de secuencias del gen calmodulina
IV.6.1. Cepas
1V.6.2. Reacciones de PCR
IV.6.2.1. Materiales y condiciones de reaccién
IV.6.2.2. Metodologia
IV.7. Disefio de cebadores especificos de especie
IV.7.1. Reacciones de PCR
IV.7.1.1. Materiales y condiciones de reaccién
IV.7.2. Metodologia
IV.7.3. Clonado de los fragmentos especificos
IV.7.3.1. Materiales
IV.7.3.2. Ligacién
IV.7.3.3. Transformacion bacteriana
IV.7 4. PCR directo de colonia
IV.7.5. Reacci6n de clivaje
IV.7.5.1. Metodologia
IV.7.6. Andlisis de secuencias de los fragmentos especificos
IV.8. Muitiple PCR utilizando los cebadores CARBO1/2 y Fibe/Ribe
IV.8.1. Reacciones de PCR
IV.8.1.1. Materiales y condiciones de reaccion
IV.8.2. Metodologia

V. RESULTADOS Y DISCUSION

39
40
40
41
42

42

42
42
42
43
44
44
45
46
46
46
46
46
50
50
50
50
51
51
51
52
52
52
52
53
54
54
54
54

55



V.1. Identificacién de las cepas mediante caracteres morfolégicos 55

V.2. identificacion de las cepas mediante métodos moleculares basados en PCR 77
V.3. Analisis de metabolitos secundarios 83
V.3.1. Determinacién del potencial ocratoxicogénico de las especies de 83

Aspergillus seccion Nigri
V.3.2. Determinacion de la produccion de fumonisina B, por los miembros de 90
Aspergillus seccion Nigri
V.4. Evaluacion de la diversidad genética de Aspergillus seccion Nigri a través del 92
uso de marcadores neutros, Secuencias intergénicas Simples Repetidas (ISSRs)
V.4.1. Evaluacién de la diversidad genética de las cepas aisladas de mani a 104
través del uso de marcadores ISSRs
V.4.2. Evaluacién de la diversidad genética de las cepas aisladas de soja a 108
través del uso de marcadores ISSRs
V.4.3. Evaluacion de la diversidad genética de las cepas aisladas de pasas de 112
uvas a través del uso de marcadores ISSRs

V.5. Analisis del gen calmodulina 117
V.6. Disefio de cebadores especificos de especie 133
V.6.1. PCR directo de colonia 134
V.6.2. Reaccion de clivaje 135
V.6.3. Andlisis de secuencias de los fragmentos especificos 137
V.6.4. Pruebas de sensibilidad y especificidad de los cebadores disefiados 140
V.6.5. Multiple PCR utilizando los cebadores CARBO1/2 y Fibe/Ribe 143
V.7. Resumen del estudio polifasico de 194 cepas de Aspergillus seccién Nigri 145
VI. CONCLUSIONES 149
VII. BIBLIOGRAFIA 162

VIil. ANEXOS 172



Figura I.1.

Figura 1.2.
Figura 1.3.
Figura L.4.

Figura V1.

Figura V.2.

Figura V.3.

Figura V.4.

Figura V.5.

Figura V.6.

Figura V.6.

iINDICE DE FIGURAS

Estudio polifasico para la delimitaciéon de especies, incluyendo datos
morfolégicos, fisiolégicos y moleculares (Samson y col. 2007)
Estructura del conidi6foro en las especies de Aspergillus.

Estructura quimica de las diferentes ocratoxinas.

Estructura quimica de las fumonisinas

Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus
seccion Nigri perteneciente al agregado A. niger (ANRC 703) en los
medios MEA (A), CYA (B), CY20S (C) a 25°C y CYA (D) a 37°C CZ
(E) durante 7 dias de incubacion.

Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus
secciéon Nigri uniseriada (ANRC 530) en los medios MEA (A), CYA
(B), CZ (D), CY20S (E) y CREA (F) a 25°C y CYA (C) a 37°C durante
7 dias de incubacion.

Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus
seccién Nigri uniseriada (ANRC 426) en los medios MEA (A), CYA
(B), CZ (D), CY20S (C) y CREA (E) a 26°C y CYA (F) a 37°C durante
7 dias de incubacién.

Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus
carbonarius (ANRC 502) en los medios MEA (A), CYA (B), CZ (D),
CY20S (E) a 25°C y CYA (C) a 37°C durante 7 dias de incubacion.
Morfologia de las colonias (anverso y reverso) de las cepas de
Aspergillus seccion Nigri pertenecientes al agregado A. niger en los
medios MEA (A-J) y CYA (K-T) a 25°C durante 7 dias de incubacion.
A. tubingensis ITEM 4845 (A, E, J, O); A. niger FRR 5722 (B, F, K,
P); A. welwitschiae FRR 5804(C, G, L, Q); A. tubingensis FRR 5720
(D, H, M, R); A. niger FRR 5695(E, |, N, S).

Morfologia de las colonias (anverso y reverso) de las cepas de
Aspergillus seccion Nigri pertenecientes al agregado A. niger en los
medios MEA (A-J) y CYA (K-T) a 25°C durante 7 dias de incubacion.
Cepa ANRC 517 (A, E, K, P); cepa ANRC 522 (B, G, L, Q); cepa
ANRC 603 (C, H, M, R); cepa ANRC 702 (D, |, N, S); cepa ANRC
602 (E, J, 0, T).

Continuacién. Morfologia de las colonias (anverso y reverso) de las
cepas de Aspergillus seccion Nigri pertenecientes al agregado A.
niger en los medios MEA (A-F) y CYA (I-P) a 25°C durante 7 dias de
incubaciéon. Cepa ANRC 415 (A, D, G, J); cepa ANRC 458 (B, E, H,

iv

15
18
56

57

58

59

60

61

62



Figura V.7.

Figura V.8.

Figura V.9.

Figura V.10.

Figura V.10.

Figura V.11.

Figura V.12.

Figura V.13.

Figura V.14.

Figura V.15.

K); cepa ANRC 446 (C, F, |, L).

Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus
seccion Nigri perteneciente al agregado A. niger (ANRC 704) en los
medios MEA (A), CYA (B), CZ (D) Y CY20S (E) a 25°Cy CYA (C) a
37°C durante 7 dias de incubacién.

Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de A. lacticoffeatus
ITEM 7559, en los medios MEA (A), CYA (B), CZ (D), CY20S (E) a
25°C y CYA (C) a 37°C durante 7 dias de incubacion.

Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus
sclerotioniger ITEM 7560, en los medios MEA (A), CYA (B), CY20S
(C), CZ (D) a 25°C durante 7 dias de incubacion.

Morfologia de las colonias (anverso, reverso) de las cepas de
Aspergillus seccidon Nigri uniseriadas de referencia; Aspergillus
aculeatus ITEM 7046 (A, B) CYA2S5; (C, D) MEA, (E, F) CY20S; (G,
H) CYA37; (I, J) CZ; (K, L) CREA,; Aspergillus japonicus ITEM 7034
(M, N) CYA25; (O, P) MEA; (Q, R) CY20S; (S, T) CYA37; (U, V) CZ;
(W, X) CREA durante 7 dias de incubacion.

Continuacién. Morfologia de las colonias (anverso, reverso) de las
cepas de Aspergillus secciébn Nigri uniseriadas de referencia;
Aspergillus uvarum ITEM 4834 (A, B) CYA25; (C, D) MEA; (E, F)
CY20S; (G, H) CYA37; (I, J) CZ; (K, L) CREA durante 7 dias de
incubacion.

Morfologia de los conidios de las cepas de Aspergillus seccion Nigri
desarrollados en el medio MEA a 25° C durante 7 dias de incubacién
observados con un aumento de 400X. (A) agregado A. niger (ANRC
415), (B) agregado A. niger (ANRC 447), (C) agregado A. niger
(ANRC 458), (D) A. Uniseriado (ANRC 429) y (E) Aspergillus
carbonarius (ANRC 514).

Identificacion rapida de Aspergillus niger y Aspergillus tubingensis
usando los cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2 (Mdltiple PCR).
ldentificacién rapida de Aspergillus japonicus/A. aculeatus vy
Aspergillus carbonarius usando los cebadores JAPO1/JAPO2 y
CARBO1/CARBO2.

Produccion de OTA (ug/ml) de dos cepas de Aspergillus carbonarius
(ANRC 601; ANRC 600) en la relacién Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4
y 1/5, incubado a 30° C por 7 y 10 dias.

Niveles de produccién de OTA (ng/mi) a diferentes temperaturas y
tiempos en la relacién Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4.

63

65

65

66

67

76

78

81

84

85



Figura V.16.

Figura V.17.

Figura v.18.

Figura V.19.

Figura V.20.

Figura V.21.

Figura V.22,

Figura V.23.

Figura V.24,

Figura V.25,

Figura V.26.

Figura V.27a.

Niveles de produccién de OTA (ng/ml) a diferentes temperaturas y
tiempos en la relacién Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4.

Perfiles ISSR de las 9 cepas de Aspergillus seccion Nigri analizadas
usando el ISSR9.

Dendrograma de 9 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados por
el software NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el
indice de similitud Dice. Los valores de soporte mayores al 50% se
muestran en la parte superior de las ramas.

Dendrograma de 32 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados
por el software NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el
indice de similitud Dice. Los valores de soporte mayores al 50% se
muestran en la parte superior de las ramas.

Anadlisis de coordenadas principales del conjunto de datos ISSR
derivados de las 31 cepas de Aspergillus seccion Nigri analizadas.
Se muestra las tres primeras coordenadas principales y la proporcion
de varianza que lo explican (Dim 1, Dim 2 and Dim 3) (3-D piot).
Perfiles ISSR de cepas de Asperygillus seccion Nigri aisladas de mani
usando el cebador ISSR6.

Dendrograma de 62 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados
por el software NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el
indice de similitud genética Dice. Los valores de soporte mayores al
50% se muestran en la parte superior de las ramas.

Perfiles ISSR de cepas de Asperygillus seccion Nigri aisladas de soja
usando el cebador ISSR6.

Dendrograma de 37 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados
por el software NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el
indice de similitud genética Dice. Los valores de soporte mayores al
50% se muestran en la parte superior de las ramas.

Perfiles ISSR de cepas de Aspergillus seccidn Nigri aisladas de
pasas de uvas usando el cebador ISSR7

Dendrograma de 72 cepas de Aspergillus seccién Nigri generados
por el software NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el
indice de similitud genética Dice. Los valores de soporte mayores al
50% se muestran en la parte superior de las ramas.

Uno de los arboles mas parsimoniosos generados a partir de los
datos combinados de las secuencias del calmodulina de las 111
cepas de Aspergillus seccion Nigri del presente estudio y de las 31

87

93

95

99

101

105

106

109

110

113

114

118



Figura V.27b

Figura V.27c.

Figura V.28.

Figura V.29.

Figura V.30.

Figura V.31.

Figura V.32.

Figura V.33.

Figura V.34.

Figura V.35.

Figura V.36.

Figura V.37.

Figura v.38.

Figura V.39.

cepas de las secuencias disponibles en el GenBank.

Uno de los arboles mas parsimoniosos generados a partir de los
datos combinados de las secuencias del calmodulina de las 111
cepas de Aspergillus seccion Nigri del presente estudio y de las 31
cepas de las secuencias disponibles en el GenBank.

Uno de los arboles mas parsimoniosos generados a partir de los
datos combinados de las secuencias del calmodulina de las 111
cepas de Aspergillus seccion Nigri del presente estudio y de las 31
cepas de las secuencias disponibles en el GenBank.

Arbol
encontrados a partir de los datos combinados de las secuencias de

consenso de los 6 arboles igualmente parsimoniosos
calmodulina de las 111 cepas de Aspergillus seccion Nigri del
presente estudio y de las 31 cepas de las secuencias disponibles en
el GenBank.

Mapa de sinapomorfias comunes de los 6 arboles igualmente
parsimoniosos encontrados. En la parte superior de las ramas se
muestra los caracteres sinapomorficos.

Bandas polimérficas tnicas de especies de Aspergillus seccion Nigri
utilizando diferentes cebadores ISSR

PCR directo de colonia utilizando los cebadores M13F y M13R de 4
clones conteniendo fragmentos especificos de especie en el vector p-
GEM T easy.

Extraccion de plasmido y reaccion de clivaje utilizando la enzima
EcoRl.

Secuencia del fragmento especifico de las cepas de A. acidus
obtenida por ISSR.

Secuencia del fragmento especifico de las cepas de A. japonicus
obtenida por ISSR.

Secuencia del fragmento especifico de las cepas de A. ibericus
obtenida por ISSR.

Productos de amplificacion para evaluar la especificidad del método
Fibe/Ribe (189 pb).

Productos de amplificacion utilizando distintas concentraciones de
ADN para evaluar la sensibilidad del método Fibe/Ribe.

Productos de amplificacién para evaluar la especificidad del método
multiple PCR para la deteccién especifica de A. ibericus (189pb) y A.
carbonarius (375pb).

Especies y porcentajes de aislamiento en pasas de uvas.

| vii

119

120

122

123

134

135

136

139

139

140

142

143

144

147



Figura V.40.
Figura V.41,
Figura V.42,

Especies y porcentajes de aislamiento en mani.

Especies y porcentajes de aislamiento en soja.

Especies y porcentajes de aislamiento en almendra, pimienta, uvas,
residuos de cerveceria y suelo.

{ viii

147
148
148



Tabla 1.1.

Tabla L.2.

Tabla 1.3.

Tabla 1.4.

Tabla IV.1.

Tabla IV.2.

Tabla IV.3.

Tabla IV.4.

Tabla V.1

Tabla V.2.

Tabla V.3.

Tabla V.4.

Tabla V.5.

Tabla V.6.

Tabla V.7.

Tabla V.8

iNDICE DE TABLAS

Especies de Aspergillus seccion Nigri, fuente de aislamiento y origen
geografico.

Criterios morfolégicos para la distincion de especies pertenecientes a
Aspergillus seccion Nigri.

Especies propuestas en Aspergillus seccion Nigri segln diferentes
autores.

Herramientas moleculares aplicadas para la identificacion de las
especies de Aspergillus seccion Nigri.

Secuencia de los cebadores y tamafio de los productos de
amplificacion utilizados para distinguir las especies de Aspergillus
seccioén Nigri.

Secuencias y temperaturas de apareamiento de los cebadores ISSR
usados como técnica fingerprint en Aspergillus seccion Nigri.

Cepas de Aspergillus seccion Nigri seleccionadas al azar,
provenientes de diferentes sustratos y diferentes regiones
geograficas evaluadas a través del marcador ISSR.

Secuencias y cepas usadas en el analisis de parsimonia.

Numero de cepas identificadas como Aspergillus seccion Nigri en los
diferentes sustratos.

Caracteristicas morfologicas de diferentes especies de Aspergillus
seccion Nigri observadas en el presente estudio.

Numero de cepas de Aspergillus seccién Nigri aisladas de diferentes
sustratos que fueron identificadas mediante cebadores especificos
de especie.

Produccion de FB2 de cepas pertenecientes al agregado A. niger
aisladas de diferentes sustratos.

Caracteristicas principales de los cebadores de ISSR seleccionados
para analizar la diversidad genética en aislados de Aspergillus
seccidn Nigri.

Similitud genética entre las especies de Aspergillus seccion Nigri
obtenidas usando los 12 cebadores de ISSR seleccionados.
Cebadores de ISSR seleccionados para analizar la diversidad
genética en aislados de Aspergillus secciobn Nigri y sus
caracteristicas principales.

Nodos del consenso que permiten la monofilia de las especies

11

28

38

43

45

48

55

70

79

91

94

96

98

127



Tabla V.9.

Tabla V.10.

Tabla V.11.
Tabla V.12.

criticas A. nigerlA. welwitschiae.

Nodos del consenso que permiten la monofilia de especie A
brasiliensis.

Nodos del consenso que permiten la monofilia de las especies
pertenecientes a la Serie Carbonaria

Resultado de la basqueda de BLAST

Secuencia de los cebadores y tamafio de los productos de
amplificacion esperados.

130

131

138
140



l. Introduccion



I. INTRODUCCION

1.1. Género Aspergillus

1.1.1. Generalidades

El género Aspergillus Haller 1768 comprende a un gran grupo de especies
fungicas que ocupan diversos nichos ecolégicos. Aunque los miembros de este género
son los organismos mas abundantes y ampliamente distribuidos por todo el mundo, se
aislan con mayor frecuencia en climas templados y subtropicales entre las latitudes
26° a 35° Norte o Sur del Ecuador (Klich 2002).

El mayor impacto econémico positivo del género es a nivel de la produccién
industrial de enzimas (amilasas) y acidos organicos (acido citrico) producidos por un
numero variado de especies, como asi también la produccion de terapéuticos (Hara y
col, 1992; van den Hondel y col., 1992; Ward y col., 1992). Ademas, tienen efectos
beneficiosos desde el punto de vista ecoldgico, ya que son degradadores importantes
de desechos de cosechas y pueden jugar roles diversos en la solubilizacién y reciclaje
de los nutrientes del suelo (Griffin & Garren 1976). Como patdgenos de insectos, estos
hongos pueden ser utilizados para limitar las poblaciones de los mismos (Wadhwani &
Srivastava 1985) y han sido considerados agentes potenciales para reemplazar
insecticidas quimicos (Roberts & Yendol 1971).

Desafortunadamente, el impacto benéfico de este género y sus metabolitos son
mas que compensados por los aspectos negativos. El mayor impacto en la agricultura
es en la degradacién saprofitica de diversos productos agricolas antes y después de la
cosecha y la produccién de metabolitos téxicos (micotoxinas) que pueden afectar tanto
al hombre como los animales. Las especies de este género rara vez son patégenos de
plantas directamente en el campo, aunque A. flavus ha sido reportado como un
patégeno de plantulas de mani y A. niger es el agente causal de la podredumbre de la
corona de mani. Practicamente las especies de Aspergillus han sido aisladas de
productos agricolas en cualquier etapa de su producciéon (Domsch y col., 1980; Pitt &
Hocking 1997; Samson y col., 2000).

Determinados miembros del género Aspergillus también son alergénicos
(aspergilosis bronquiopulmonar alergénica), y patdégenos para el hombre y los
animales (aspergilosis pulmonar invasiva), representando un riesgo potencial para la
salud (Rinaldi 1983). La mayoria de las enfermedades humanas causadas por las
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especies de Aspergillus (aspergilosis) estan asociadas con la inmunosupresion.
Aspergillus fumigatus esta involucrado en alrededor del 90% de aspergilosis humana,
seguido por A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans y A. ochraceus (Bossche y col.,
1988; Young 1990; Dixon & Wals 1992; Latge 1999).

1.1.2. Taxonomia

Debido a su importancia econémica, Aspergillus es uno de los géneros de
hongos filamentosos mas estudiados en la actualidad. Micheli (1729) dio el nombre de
Aspergillus al estado imperfecto (anamorfo) del hongo. Mas tarde, el estado perfecto
(teleomorfo) fue descubierto para algunas de las especies de Aspergillus, lo cual cred
cierto grado de confusién acerca de la taxonomia del género.

Raper & Fennell (1965) elaboraron la monografia mas completa del género
Aspergillus y ellos aceptaron 12 especies y dos variedades dentro del grupo que
denominaron Aspergillus niger. Las especies dentro de este grupo descriptas con
posterioridad no fueron aceptadas en la revisién realizada por Samson (1979).
Posteriormente, Al-Mussallam (1980) y Kozakiewicz (1989) realizaron nuevas aportes
a la taxonomia de las especies del grupo A. niger. Gams y col. (1985) reclasificaron el
género Aspergillus siguiendo las normas del codigo de nomenclatura botanica e
introdujeron la seccién Nigri, incluida dentro del subgénero Circumdati. Aspergillus
niger fue considerada la especie tipo de la seccidén. La taxonomia tradicional de
Aspergillus basada solamente en caracteristicas fenotipicas, da una adecuada
delimitacion de taxones. Sin embargo, varias secciones del género presentan muchas
variaciones morfolégicas, resultando en esquemas taxonémicos discutibles.

La taxonomia de Aspergillus y sus teleomorfos ha sido recientemente revisada
mediante el uso de un enfoque polifasico con el fin de examinar la variabilidad dentro
de especie. Diferentes cepas de Aspergillus fueron estudiadas por su macro y
micromorfologia, caracteristicas de crecimiento, perfii de extrolitos y secuencias
conservadas (genes de la calmodulina, B8-tubulina, entre otras) (Samson y col., 2006;
Vargay col., 2011).

I.2. Aspergillus seccion Nigri

Dentro del género Aspergillus, los miembros de la seccién Nigri son unos de los
de mayor importancia, ya que son de distribucién ubicua y pueden ser aislados a partir
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de una gran variedad de sustratos, incluyendo semillas, granos, forrajes, piensos,
frutas, verduras y cuero, entre otros, siendo especialmente abundantes en suelos de
las areas tropicales y subtropicales (Tabla I.1).

La seccion Nigri se encuentra dentro de! subgénero Circumdati descripto por
Gams y col. (1985). La taxonomia de esta secciéon es una de las mas complejas dentro
del género Aspergillus, y ha dado lugar a diferentes propuestas taxonémicas (Abarca y
col., 2004). Los errores en la clasificacion de las especies de este género se deben,
basicamente, a que muchas veces las diferencias descriptas entre los distintos
taxones son muy sutiles. Ademas, es comun identificar todas las colonias de
Aspergillus de coloracién negruzca como A. niger. Actualmente, se recomienda
realizar un estudio polifasico para la delimitacion de especies dentro del género
Aspergillus, incluyendo datos morfolégicos, moleculares, fisioldégicos y ecoldgicos
(Samson y col., 2007).
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Figura I.1. Estudio polifasico para la delimitacion de especies, incluyendo datos morfolégicos, fisioldgicos y moleculares (Samson y col. 2007)



Tabla I.1. Especies de Aspergillus seccion Nigri, fuente de aislamiento y origen geografico.
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Especies Biseriadas Sustrato Origen geografico Referencia
A. brasiliensis Suelo, uvas. Brasil, Portugal, Australia, Estados Unidos, Vargas y col. (2007)
Holanda, entre otros
A. carbonarius Uvas, cocoa, café, especias, suelo, pasas de Argentina, Italia, Espafia, Brasil, Estados Chiotta y col. (2009); Perrone
uvas, frutas secas, aire Unidos, entre otros. y col. (2007)

A. luchuensis Tomate, uvas, frutas, té. China, india, Japon, Argentina, entre otros  Mogensen y col. (2009);

A. ibericus Uvas Peninsula Ibérica Serra y col. (2006),
Perrone y col. (2007)

A. welwistchiae Uvas, cocoa, café, suelo, datiles, entre otros. Argentina Magnoli y col. (2004); Hong y
col. (2013)

A. tubingensis Uvas, cocoa, cereales, café, suelo Argentina Perrone y col (2007);
Barberis y col. (2013)

A. costaricaensis Suelo Costa Rica Samson y col. (2004)

A. ellipticus Suelo Costa Rica Abarca y col. (2004)

A. eucalypticola Eucalipto Australia Varga y col. (2011)

A. heteromorfus Contaminacién de cultivo Brasil Abarca y col. (2004)

A. homomorfus Suelo y uvas Israel y Argentina Chiotta y col. (2011)

A. neoniger Desierto y Agua de Mangle Namibia y Venezuela Varga y col. (2011)

A. piperis Pimienta Dinamarca Samson y col. (2004)

A. sclerotiicarbonarius  Café Tailandia Nooim y col. (2008)

A. vadensis Desconocido De Vries y col. (2005)




Tabla 1.1. Continuacién
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Especies Uniseriadas

Sustrato

Origen geografico

Referencia

A. aculeatus
A. japonicus

A. uvarum
. fijiensis
. aculeatinus

. indologenus

A
A
A
A. saccharolyticus
A. violaceofuscus
A

. floridensis

A. trinidadensiss

Uva, papaya, pistacho, arroz, tomate
Uvas, café verde, pifia, semillas de sésamo

Uvas, Ambientes internos y externos

Suelo y Lactuca sativa

Café

Suelo

Madera

Suelo y ambientes marinos

Suelo y Ambientes internos y externos

Ambientes internos y externos

Argentina
Peninsula Ibérica, Estados Unidos

Fiji y Indonesia

Tailandia

India

Dinamarca

Francia, Puerto Rico y Bahamas

Estados Unidos, Republica Checa, Jap6ny
Tailandia

Estados Unidos y Trinidad y Tobago

Parenicova y col. (2001)
Parenicova y col. (2001)
Perrone y col. (2008);
Jurjevi¢ y col. (2012)
Varga y col. (2011)
Nooimy col. (2008)
Varga y col. (2011)
Sarenseny col. (2011)
Varga y col. (2011)
Jurjevi¢ y col. (2012)

Jurjevi¢ y col. (2012)
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1.2.1. Identificacion mediante criterios morfolégicos

En la monografia elaborada por Raper & Fennell (1965), todas las especies de
Aspergillus con cabeza conidial oscura se incluyeron en el grupo A. niger. En este
grupo se incluyeron 12 especies y 2 variedades, separadas principalmente por la
estructura del conidiéforo: uniseriado y biseriado, dependiendo si tenian una (sélo
fidlides) o dos capas de células (métulas y fidlides), respectivamente (Figura 1.1), color
de la colonia y de la cabeza conidial, la forma y ornamentaciéon de los conidios y ia
velocidad de crecimiento de agar Czapek.

Conidios

Fialides Métulas
Vesicula '
" -:-—— Estipe
i Célula pie
f_g >4
Uniseriado Biseriado

Figura |.2. Estructura del conidi6foro en las especies de Aspergillus

Al-Mussallam (1980) revisé6 la taxonomia de este grupo considerando
caracteristicas morfolégicas y de cultivo de 7 y 14 dias de incubacién. Teniendo en
cuenta estos caracteres, propuso su division en 5 especies faciimente distinguibles
entre si (A. japonicus, A. carbonarius, A. helicothrix, A. ellipticus y A. heteromorphus)
y, el agregado A. niger formado por dos especies, A. foetidus y A. niger, ésta Ultima a
su vez dividida en 6 variedades y 2 formas. El agregado A. niger se caracterizaba por
presentar colonias con tonalidades negruzcas y conidios mas o menos globosos, de
diametros inferiores a 5 uym y una ornamentacién mas o menos marcada. Las dos
especies que integraban el agregado (A. niger y A. foetidus) se diferenciaban por el
diametro de las colonias, y las divisiones en variedades y formas se basaban en el
grado de rugosidad y ornamentacion de los conidios. La especie A. carbonarius se
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reconocia faciimente por el gran tamafo de sus conidios, de mas de 6 um de diametro.
Las especies A. ellipticus, A. heteromorphus y A. helicothrix presentaban
respectivamente conidios, métulas o esclerocios con formas muy caracteristicas.
Aspergillus japonicus, la Unica especie uniseriada, incluia dos variedades: A. japonicus
var. japonicus y A. japonicus var. aculeatus que se distinguian por el tamario de las
vesiculas y la forma de los conidios.

Kozakiewicz (1989) constatd que la maduracion de los conidios de estas especies
es muy lenta, siendo de hasta 5 semanas en el caso de las cepas pertenecientes al
agregado A. niger. Desestimé por tanto la clasificacién de Al-Mussaliam (1980) e hizo
una nueva propuesta basada en la omamentacién de los conidios utilizando técnicas
de microscopia electronica de barrido (SEM). Distinguid dos patrones de
ornamentacion conidial: conidios verrucosos o conidios espinosos y dividio la seccién
en 10 especies y 8 variedades. El agregado quedé dividido en 3 especies: A. acidus,
A. citricus (A. foetidus) y A. niger.

Accensi y col. (1999) realizaron un estudio morfolégico, teniendo en cuenta
caracteres macroscoépicos y microscopicos, de 92 aislamientos incluyendo cepas de
coleccion representativas de las diferentes especies del agregado A. niger. Las
medidas registradas de todas las cepas fueron razonablemente coherentes, pero los
rangos se superponian, por lo que estos caracteres ofrecian poco valor para la
diferenciacion de especies del agregado A. niger.

En todas las clasificaciones propuestas, la delimitacion de algunas especies es
problematica debido a que ellas son distinguidas por diferencias relativamente
pequefas. En los ultimos afos, se han utilizado diferentes caracteres bioquimicos y
moleculares para desarrollar métodos rapidos y fiables para la identificacién de las
especies de Aspergillus de la seccién Nigri. Abarca y col. (2004) realizaron una
revision de la seccién Nigri con el fin de ofrecer una vision general de la problematica
taxonémica y la importancia de los miembros de esta seccién. Estos autores
propusieron una sencilla clave taxondémica para identificar las especies mas comunes
de la seccién utilizando criterios morfolégicos (Tabla i.2).

Samson y col. (2004) han aceptado 15 taxones incluyendo 2 especies uniseriadas
(A. aculeatus y A. japonicus) y 13 especies biseriadas (A. brasiliensis, A. carbonarius,
A. costaricaensis, A. ellipticus, A. foetidus, A. heteromorphus, A. homomorphus, A.
lacticoffeatus, A. niger, A. piperis, A. sclerotioniger, A. tubingensis y A. vadensis). Esta
clasificacién se basa en caracteristicas morfolégicas (morfologia colonial, tamario y

tipo de conidio, crecimiento en diferentes medios de cultivo y estudios a diferentes
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temperaturas de incubacion), perfil de extrolitos y herramientas moleculares (analisis
filogenético de secuencias de la region ITS del ARNr, genes de la calmodulina y B-
tubulina), siendo éste el primer enfoque polifasico utilizado para la resolver la

taxonomia de la seccion.

Tabla 1.2. Criterios morfoldgicos para la distincion de especies pertenecientes a Aspergilius

seccion Nigri.
1. Aspergillus uniseriados A. japonicusl A. aculeatus ®
1. Asperyillus biseriados 2°
2. Conidios mayores a 6 ym de diametro A. carbonarius
2. Conidios menores a 6 pm de diametro Agregado A. niger °

2A. japonicus y A. aculeatus distincion de especies en discusién.

® A. helicothrix, A. ellipticus y A. heteromorphus no se incluyen en la clave, ya que son especies muy poco
comunes.

° Los datos moleculares indican que el agregado A. niger se puede dividir en dos, tres o incluso cuatro
taxones. No es posible distinguir entre ellos utilizando criterios morfolégicos.

En los ultimos afos, con la implementacion de estudios polifasicos de
clasificacién, se describieron nuevas especies y reclasificaron otras como: A.
aculeatinus y A. sclerotiicarbonarius (Noonim y col., 2008); Aspergillus saccharolyticus
(Serensen y col., 2011); A. neoniger, A. eucalypticola, A. fijiensis, A. indologenus, A.
niger (=A. foetidus=A. lacticoffeatus) y A. acidus (anteriormente clasificado como A.
foetidus var. acidus) (=A. coreanus) (Varga y col., 2011); A. floridensis y Aspergillus
trinidadensis (Jurjevi¢ y col., 2012).

Recientemente, Hong y col. (2013) realizaron una revision taxonémica de varias
especies del género Aspergillus seccion Nigri asociada a la fermentacién de alimentos
en Asia Oriental. Los mismos concluyeron que A. luchuensis, A. kawachii y A. acidus
eran la misma especie, y en base a la prioridad, A. luchuensis fue seleccionado como
el nombre correcto. Ademas, en dicho trabajo demostraron que el neotipo de A.
awamori (CBS 557.65 = NRRL 4948) no habia sido aislado de la fermentacién de
awamori, y que por otro lado, es idéntico al taxdn de A. welwitschiae.

El nombre de A. welwitschiae fue utilizado por primera vez por Wehmer y col.
(1907), posteriormente varios autores aislaron dicha especie de Welwitschia mirabilis y
en su mayoria lo denominaron A. niger o A. niger var. phoenicis (Cooper-Driver y col.,
2000; Pekarek y col., 2006; Whitaker y col., 2008). Recientemente, dicha especie ha
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sido aislada de otros sustratos que incluyen uva (Perrone y col.,, 2011) y cebolla
(Varga y col., 2012), donde se la describe como productora de micotoxinas. El
problema de la ubicacion taxonémica de la cepa CBS 557.65 (= NRRL 4948),
comienza en 1965 cuando Raper y Fennell la utilizan para la descripcién de A.
awamori, siendo que la misma no es originaria del alimento awamori-Koji.
Posteriormente, Al-Musallam y col. (1980) la designa como neotipo A. niger var.
awamori. Sobre la base de ésta clasificacion Perrone y col. (2011), mediante analisis
multigénicos, restablecieron a A. awamon como una filoespecie criptica de A. niger. Si
bien, el nombre A. awamori se utilizé taxonémicamente en forma correcta por Perrone
y col. (2011), actualmente el nombre es considerado engafioso, ya que, como se
menciona, rara vez esta especie se aisla de procesos de fermentaciéon de awamori,
donde mayormente A. niger y A. luchuensis son predominantes (Yamada y col., 2011).
Es por esto que Hong y col. (2013) concluyeron que la especie filogenética descripta
por Perrone y col. (2011) como A. awamori, se renombre como A. welwitschiae.

En la tabla 1.3 se resume las especies de Aspergillus seccion Nigri propuestas por
Raper y Fennell (1965), Al-Musallam (1980), Kozakiewicz (1989), Samson y col.
(2004), Varga y col. (2011) y Hong y col. (2013).




Tabla 1.3. Especies propuestas en Aspergillus seccion Nigri segun diferentes autores.
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Raper & Fennell AlMusallam (1980) Kozakiewicz (1988) Analisis de RFLP* Samson y col., (2004) Varga y col., (2011) Hong y col.,
(1965) (2013

A. japonicus A. japonicus var. japonicus  A. japonicus A. japonicus A. japonicus A. japonicus

A. aculeatus A. japonicus var. aculeatus  A. atroviolaceus A. aculeatus A. aculeatus A. aculeatus

A. aculeatinus (Nooim y col.,
2008)

A. uvarum (Perrone y col., 2007)
A. indologenus (Jurjevi¢ y col.,
2012)

A. fifiensis (Jurjevi¢ y col., 2012)
A. saccharolyticus (Serensen y
col.,2011)

A. carbonarius A. carbonarius A. carbonarius A. carbonarius A. carbonarius A. carbonarius
A. fonsecaeus
A. heteromorphus A. heteromorphus A. heteromorphus A. heteromorphus A. heteromorphus A. heteromorphus
A. ellipticus A. ellipticus A. ellipticus A. ellipticus A. ellipticus A. ellipticus
A. helicothrix A. helicothrix A. sclerotioniger A. sclerotioniger

A. homomorphus

A. homomorphus

Agregado A. niger

A. ibericus

A. sclerotiicarbonarius (Nooim y
col., 2008)

A. niger A. niger var. niger A. niger var. niger A. niger A. niger A. niger

A. lacticoffeatus
A. tubingensis A. niger var. f. hennebergii  A. niger var. tubingensis  A. tubingensis A. tubingensis A. tubingensis
A. phoenicis A. niger var. phoenicis A. niger var. phoenicis A. foetidus A. foetidus




Tabla 1.3. Continuacion
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A. polverulentus A. niger var. polverulentus  A. niger var. A. brasiliensis A. brasiliensis (Varga y A. brasiliensis
f. pulverulentus polverulentus col., 2007)
A. awamorni A. niger var. awamori A. niger var. awamori A. awamori (Perrone y col,, A. welwitschiae
2011)
A. ficurum A. niger var. nanus A, piperis A, piperis
A. foetidus A. niger var. usamii A. niger var. ficuum
A. foetidus var. pallidus  A. niger var. intermedius A. citrus var. citrus
A. foetidus vat. acidus A foetidus A. acidus A. acidus A. luchuensis

A. citrus var. pallidus

A. costaricaensis
A. vadensis

A. sucalypticola
A. neoniger

A. costaricaensis
A. vadensis

*Resultado de varios andlisis de RLFP por diferentes autores: Kusters-van Someren y col., (1991); Megnegneu y col., (1993); Varga y col., (1993, 1994); Accensi y col., (1999); Parenicova y

col., (1997, 2001).



Introduccién | 13

.2.2. Identificaciéon mediante producciéon de metabolitos secundarios

Los exo-metabolitos, metabolitos de la pared celular y algunos endo-metabolitos
son producidos como una reaccién al ambiente biético y abiético (Thrane y col., 2007).
Los exo-metabolitos secretados son metabolitos secundarios, acidos organicos,
enzimas extracelulares, y otras proteinas bioactivas. Los metabolitos de la pared
celular son compuestos estructurales (melanina, glucano, etc.), epitopes y ciertos
policétidos y alcaloides que probablemente protegen a los propagulos fingicos
(Janzen 1977; Rohifs y col., 2005). Los endo-metabolitos son principalmente
metabolitos primarios los cuales no tienen interés taxonémico. Las moléculas mas
usadas en el reconocimiento de especies han sido los metabolitos secundarios debido
a que el perfil de ellos son altamente especificos de especie (Frisvad y col., 1998,
Larsen y col., 2005). En otras palabras, todas las especies producen una Unica
combinacion de diferentes tipos de compuestos organicos tales como policéticos,
péptidos no ribosomales, terpenoides, micotoxinas, asi como muchos otros
compuestos de diverso origen biosintético. Algunos de estos compuestos son
especificos de una unica especie. Por ejemplo, las especies de Aspergillus seccion
Nigri se caracterizan por un perfil especifico (Samson y col., 2007) que muestra
relaciones entre las especies. Basado en tales perfiles, se puede observar un perfil
“quimiofilogenético” dentro de esta seccién o al menos una concordancia entre los
grupos taxonémicos y filogenéticos (Frisvad y col., 2007a). La clasificacion de las
especies de Aspergillus seccion Nigri usando caracteres morfologicos y quimicos dan
como resultados agrupamientos similares a los que se producen si se usa

secuenciacion del gen de la B-tubulina (Samson y col., 2004; Perrone y col., 2007).

i.2.2.1. Produccion de ocratoxina A

Las micotoxinas son metabolitos secundarios tdxicos producidos principalmente
por especies de los géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Fusarium (Sidhu
2002). Estas sustancias quimicas presentes en la naturaleza se pueden formar en una
gran variedad de productos agricolas y en una amplia gama de situaciones. La
acumulacién de éstos representa una amenaza importante para la salud humana y la
sanidad animal, ya que tienen efectos negativos agudos y/o crénicos sobre ellos.

Las micotoxinas pueden afectar numerosos 6rganos y sistemas, en particular el

higado, los rifiones, el sistema nervioso, el sistema endocrino y el sistema inmunitario.
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La mayor preocupacién se debe a los efectos cronicos en niveles bajos de exposicion,
habiendo sido clasificadas varias de ellas como carcinégenos o posibles carcinégenos
para los seres humanos. Son significativas las pérdidas econémicas asociadas con
sus efectos en la salud humana, la productividad animal y el comercio tanto nacional
como internacional. Se estima que el 25% de los cultivos alimentarios mundiales,
incluidos muchos alimentos basicos, se ven afectados por hongos productores de
micotoxinas. Segun las estimaciones de la FAO (Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion), las pérdidas mundiales de productos alimenticios
debidas a las micotoxinas son del orden de 1000 millones de toneladas al afio (FAO,
2010).

Las ocratoxinas son un grupo de micotoxinas producidas por diversas especies de
los géneros Aspergillus y Penicillium. Estos metabolitos fungicos son acidos organicos
débiles y, entre los diferentes tipos, la ocratoxina A (OTA) es la que presenta mayor
toxicidad. Estructuraimente, la OTA es una dihidroisocumarina unida por el grupo 7-
carboxilo a una molécula de L-B-fenilalanina mediante un enlace amida, es muy
estable y se requiere una exposicién de varios minutos a temperaturas superiores a
250° C para disminuir su concentracion (Boudra y col., 1995, EFSA 2006). La
ocratoxina B (OTB) es un derivado no clorado de la OTA y es significativamente
menos téxica tanto in vitro como in vivo. La ocratoxina C (OTC) es el éster de la OTA 'y
su posible potencial téxico, aunque se considera practicamente nulo, se ha descripto
especificamente sobre algunas linea celulares de monaocitos en el hombre (O’'Brien &
Dietrich, 2005).

La ocratoxina o (OTa) y la ocratoxina B (OTpB) son productos de hidrélisis de la
OTA y OTB respectivamente, no poseen la molécula de fenilalanina y no se
consideran téxicos (Kuiper-Goodman & Scott 1989; O’ Brien & Dietrich, 2005). En la

figura 1.2. se muestra la estructura quimica de las diferentes ocratoxinas.
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R1 R2 R3 R4 RS

Fenilalanina Cl H H H Ocratoxina A
Fenilalanina H H H H Ocratoxina B
Femlalanina, etil éster Cl H H H Ocratoxina C
OH Cl H H H Ocratoxina o
OH H H H H Ocratoxina

Figura 1.3. Estructura quimica de las diferentes ocratoxinas.

En 1993, la IARC (Agencia Internacional del cancer) clasificé a la OTA dentro del
grupo 2B reconociéndola como posible carcinégeno para humanos, en base a que
existe evidencia experimental suficiente de carcinogenicidad en animales e insuficiente
en humanos. La carcinogenicidad de OTA ha sido establecida en roedores en estudios
a largo plazo, siendo el rifidn el sitio principal y el higado el secundario de formacion
de tumores (EFSA 2006). Se ha asociado con una enfermedad humana, nefropatia
endémica de los Balcanes, y en el desarrollo de tumores del tracto urinario y
enfermedades renales en Tunez y Egipto (Creppy 1999; Peraica y col.,, 1999). Es
también teratogénica, carcinogénica y claramente un agente inmunosupresor.

Desde su descubrimiento en 1965, la produccion de OTA se asocia a Aspergillus
ochraceus y Penicillum verrucosum. No obstante, la incidencia y distribucion habitual
de estas especies no permite explicar la elevada presencia de OTA en una gran
variedad de alimentos. Actualmente, hay mas de 20 especies citadas como
productoras de OTA pertenecientes al género Aspergillus (Abarca y col., 1997, Frisvad
y col., 2004; Samson y col., 2004). Sin embargo, pocas de ellas son conocidas por ser
regularmente la fuente de contaminacién de OTA en alimentos.
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Diferentes estudios han mostrado que las especies pertenecientes a Aspergillus
seccion Nigri son capaces de producir OTA (Abarca y col., 1994, 2001; Teren y col.,
1996; Bragulat y col., 1998; Perrone y col., 2007); dichas especies han adquirido
importancia por su naturaleza ubicua y su utilizacion en la industria alimenticia. Dentro
de la seccién Nigri, las especies productoras de OTA pertenecen a la Serie Carbonaria
(A. carbonarius y A. sclerotioniger) y las incluidas en el agregado A. niger (A. nigery A.
welwitschiae). La capacidad de las especies uniseriadas para producir dicha
micotoxina se ha mencionado (Dalcero y col., 2002; Battilani y col., 2003a) aunque
deberia ser confirmado, ya que por el momento no se consideran como especies
productoras (Perrone y col., 2007).

Si bien A. carbonarius presenta una distribucion menor que las especies incluidas
dentro del agregado A. niger, entre el 70 y el 100% de sus cepas son productoras de
OTA en cultivos puros (Heenan y col., 1998; Cabafies y col., 2002; Taniwaki y col.,
2003; Leong y col., 2004; Serra y col., 2005; Perrone y col., 2006a). Entre las especies
incluidas en el agregado A. niger el porcentaje de cepas productoras varia entre el 0,6
al 50% (Abarca y col., 1994, 2004; Wicklow y col., 1996; Perrone y col., 2007).

La capacidad de producir OTA es una propiedad inherente en A. carbonarius y
por esta razén, es muy poco frecuente encontrar cepas de A. carbonarnus no
toxicogenicas en sustratos naturales. Recientemente, Cabafies y col. (2012)
describieron por primera vez tres cepas de A. carbonarius no toxicogénicas, las cuales
fueron caracterizadas profundamente (incluyendo secuenciacion de los genes de la
region ITS-5.8S ARNr, genes de la B-tubulina y calmodulina) y las compararon con
otras cepas ocratoxigénicas de la misma especie. Ademas, evaluaron los genes de la
policétido sintetasa (PKS), ya que se conoce que participan en la biosintesis de OTA.
La importancia en estas cepas radica en que podrian ser Utiles como agentes
biotecnolégicos en la industria alimentaria o también podrian ser utilizados como
agentes biologicos para el control de la produccion de OTA en vifiedos y otros cultivos.

Diversos estudios han demostrado que las especies de Aspergillus seccion Nigri
son la principal fuente de OTA en productos tales como vino (Cabarfies y col., 2002)
uvas (Da Rocha Rosa y col., 2002; Sage y col., 2002; Battilani y col., 2003b; Magnoli y
col., 2003) pasas de uvas (Heenan y col., 1998; Abarca y col., 2003) y café (Teren y
col., 1997; Joosten y col., 2001; Urbano y col., 2001; Taniwaki y col., 2003).

Recientemente, se han descripto nuevas especies productoras de OTA aisladas
de café (por ejemplo, A. lacticoffeatus (=A. niger), A. sclerotioniger, A. westerdijkiae y
A. steynii) (Frisvad y col., 2004; Samson y col., 2004), y otros resultados indican que
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A. westerdijkiae, A. steynii, A. ochraceus, A. niger y A. carbonarius son responsables
de la formacion de OTA en estos productos (Vega y col., 2006; Mata y col., 2007).

La produccidén de OTA es un caracter usado con fines taxonémicos en la
clasificacién y en la identificaciéon de las especies. Como es bien sabido, una dificultad
en los esquemas de identificacibn es que los resultados de las pruebas de
caracterizacion pueden variar dependiendo de las diferentes condiciones, tales como,
temperatura y tiempo de incubacion, composicion del medio de cultivo, y los criterios
usados para definir una produccién positiva o negativa de una determinada micotoxina
o un extrolito. En general, la presencia de metabolitos secundarios es un fuerte
caracter taxondémico, mientras que la ausencia del mismo simplemente no es
informativa. La produccién de OTA es muy consistente cuando se prueba en agar YES
para la mayoria de especies conocidas como productoras, mientras que en otras
especies, tales como A. niger, pocas cepas son productoras. Quizas, por esta razén,
en la literatura se encuentran datos confusos o controversiales acerca de la habilidad
de producir OTA por algunas especies (Frisvad y col., 2006). Generalmente, una forma
de resolver tal problema es determinar todo el perfii de metabolitos secundarios,
debido a que varios de ellos, ademas de la OTA, son producidos mas regularmente,
de esta forma se podrian diferenciar con mayor certeza las especies del agregado A.
niger (Frisvad y col., 2007b).

1.2.2.2. Produccion de fumonisinas

Las fumonisinas (FBs) son micotoxinas producidas por una gran variedad de
especies del género Fusarium encontrandose entre las toxinas mas importantes con
respecto a la alimentaciéon y la seguridad de piensos. Quimicamente dichas toxinas
son una serie de amino-polioles de cadena larga (20 carbonos) esterificados en los
carbonos 14 y 15 con dos grupos de acidos tricarboxilicos (Figura |.3). Hasta la fecha
se han propuesto 53 fumonisinas diferentes, aunque las FB;, FB, y FB3; son
consideradas como las mas toxicas dentro de éstas (Gelderblom y col., 1993, Bartdk y
col., 2006). La IARC clasificé las FBs como un posible carcinégeno humano (IARC
1993) basado en la evidencia epidemiologica que asocia la ingestidn de éstas con el
cancer de es6fago en la India, China, Brasil y sur de Italia; se ha demostrado también
asociacion de leucoencefalomalacia en caballos (Marasas y col, 1988) y edema
pulmonar en cerdos (Haschek y col., 2001, Bouhet y col., 2006). La FB, es la mas
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estudiada, pero cuando se ha comparado con la fumonisina B,, esta Ultima es mas
citotoxica (Gutleb y col., 2002).

R, R, OH
/\/\/\/\/\/\/\/\N R
H.C ' ‘
CH, R, CH, R, NHR,
R R R R R R
Serie
F8 TCA TCA OH OH H CH,
FB TCA TCA H OH H CH,
FB TCA TCA OH H H CH,
FB TCA  TCA H H H CH,
FA TCA TCA OH OH COCH, CH,
FA, TCA TCA H OH COCH, CH,
FC, TCA TCA OoH OH H H
FC, TCA TCA H H H H

Figura L4. Estructura quimica de las fumonisinas

Hasta hace poco, se consideraba que las fumonisinas eran producidas solo por
especies del género Fusarium, principalmente por F. verticillioides. También se habia
informado la produccion de FB; por Alfernana arborescens (patégeno de tomate)
aunque nunca fue confirmado (Abbas y col., 1996; Mirocha y col., 1996). Proctor y col.
(2003) y Brown y col. (2005) caracterizaron el grupo de genes implicados en la
formacién de FBs en F. verticillioides y determinaron que consta de al menos 15 genes
diferentes. Recientes informes independientes de Baker y col. (2006) y Pel y col,
(2007) mostraron que la especie A. niger, muy alejada filogenéticamente de F.
verticillioides, tiene un grupo de genes hipotéticos para la produccion de FBs. La
secuenciacién completa de los genomas de las cepas de A. niger ATCC 1015 y CBS
513.88 coincidieron en que ambas presentan genes homdlogos a F. verticillioides.
Mientras las cepas de F. verticillioides producen principalmente FB,, FB, y FB;, las
cepas de A. niger s6lo FB, y FB, (Frisvad y col., 2007; Mansson y col., 2010) siendo
los mejores medios para la produccion CY20S, agar RC (medio a base de maiz y
trigo), CYAS con 5% NaCl.

Recientemente varios autores informaron la produccion de FBs por Aspergillus
niger usados en procesos biotecnoldgicos (Frisvad y col., 2007), cepas aisladas de
uvas (Susca y col., 2010; Abrunhosa y col,, 2011) y pasas de uvas (Mogensen y col.,
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2009; Knudsen y col, 2011). Varios estudios han informado la presencia de
fumonisinas en diferentes cultivos y alimentos como arroz (Abbas y col. 1998; Kim y
col., 1998), sorgo (Da Silva y col., 2000), frijol mungo (Tseng y col., 1997), esparragos
(Logrieco y col., 1998; Liu y col., 2005), té negro (Martins y col., 2001), cereales y
piensos (Castella y col., 1999).

La produccién de FBs por cepas de A. niger tiene consecuencias graves ya que
miembros de esta especie son utilizados en la industria de la biotecnologia como
productor de enzimas, acidos organicos y fermentacion de alimentos. Ademas esta
especie se ha reportado como contaminante en varios alimentos destinados para la

alimentacion humana y animal.

1.1.3. Identificacion mediante criterios basados en el analisis del ADN

Los avances en las técnicas de andlisis de ADN han conducido al desarrollo de
nuevos métodos para la caracterizacion y diferenciaciéon de cepas tanto de hongos
filamentosos como de otros organismos. La principal ventaja de los métodos de
identificacién basados en el ADN sobre los métodos de identificacién fenotipica es que
no estan influenciados por las condiciones ambientales (Ness y col, 1993), y no
dependen de la interpretacion, a veces subjetiva, de caracteristicas morfoldgicas. La
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha supuesto un salto cualitativo en el
diagnodstico fungico. Esta técnica es rapida, especifica y facil de realizar. Ademas,
debido a su alta sensibilidad requiere muy poca cantidad de ADN molde, permitiendo
detectar moléculas diana en mezclas complejas. Por ello, esta siendo utilizada para la
deteccion y en algunos casos cuantificacion directa de especies micotoxicogénicas
(Edwards y col., 2002; Russell y Paterson, 2006; Niessen y col., 2007).

La técnica de PCR ha constituido una alternativa muy importante a los antiguos
procedimientos moleculares de identificaciéon fungica, como la electroforesis en gel de
campo pulsante (Schwartz y Cantor, 1984), o a los métodos basados en hibridaciones
de ADN, como el clasico “Southern Blot” (Southern, 1975) y el “ADN-fingerprinting”
(Jeffrey y col., 1985a y b; Lieckfeldt y col., 1992).

Los distintos métodos basados en PCR comunmente empleados para la
identificacion de hongos filamentosos incluyen los que se basan en fragmentos
polimérficos de restriccion y de fragmentos amplificados (RFLPs y AFLPs,
respectivamente), en ADN polimérfico amplificado al azar (RAPDs), y en la
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amplificacion de fragmentos de genes como el factor de elongacion 1a (EF-1a), la
calmodulina, y regiones genémicas no codificantes del ADNr como la region ITS.

Es por esto que para contrarrestar las limitaciones que se presentan al utilizar los
criterios morfolégicos y bioquimicos, en el estudio de las especies de la seccién Nigri
se han considerado también criterios basados en el analisis del ADN que pueden
proporcionar una informacién mas objetiva. Las técnicas moleculares empleadas en
dicha seccidon se han dirigido principalmente a esclarecer tanto la taxonomia de las
especies uniseriadas, como a profundizar en el conocimiento de las especies
biseriadas, especialmente las especies incluidas en el agregado A. niger.

1.1.3.1. Especies uniseriadas

En un primer momento, dentro de las especies uniseriadas se incluian dos
especies: A. japonicus y A. aculeatus, aunque siguiendo ciertos criterios morfolégicos
se habia propuesto una unica especie (A. japonicus) y dos variedades (A. japonicus
var. japonicus y A. japonicus var. aculeatus) (Al-Musallam 1980). Es por ello que, junto
a estos criterios se han utilizado diversas técnicas moleculares para lograr clarificar su
situacion taxonémica. Kusters-van Someren y col. (1991) analizaron los patrones de
RFLP del ADN ribosomal (ADNr) obtenidos mediante digestién del ADN total con Smal
y observaron que A. japonicus y A. aculeatus presentaban un perfil idéntico. Otros
autores diferenciaron A. japonicus y A. aculeatus tras el andlisis de los patrones de
RFLP del ADNr obtenidos con EcoRl y con Psti-Sall (Mégnégneau y col., 1993; Visser
y col., 1996). Por otro lado, Visser y col., (1996) observaron que la cepa A. aculeatus
CBS 114.80 (actualmente denominada A. indologenus; Jurjevic y col., 2012) mostraba
un patrén distinto al resto de las cepas de A. aculeatus.

Hamari y col. (1997) no observaron diferencias entre los patrones del ADNr de las
dos especies. No obstante, la aplicacion de las enzimas de restriccién Bglll, EcoRl y
Pvull en ADN mitocondrial (ADNmt) permitié la obtencion de 7 patrones distintos.
Estos resultados, juntamente con los criterios fisiolégicos estudiados confirmaron la
distincién de las dos especies como dos grupos diferenciados.

Parenicova y col. (2000, 2001) distinguieron A. aculeatus de A. japonicus
mediante RFLP y la utilizaciéon de diferentes combinaciones de enzimas de restriccion.
Estos fragmentos fueron hibridados con sondas especificas para la piruvato quinasa
(pkiA) y la pectina liasa A (pelA) de A. niger y los genes 28S ARNr de Agaricus

bisporus, los que revelaron un polimorfismo claro entre estas dos especies. Las



Introduccién | 21

sondas pkiA y pelA de A. niger ubicaron 6 cepas en el grupo A. japonicus y 12 en el
grupo A. aculeatus, los cuales mostraron variacion intraespecifica cuando fueron
hibridizados con el gen pelA. Estas sondas también podrian ser usadas para distinguir
estas especies de oftras pertenecientes a la seccién (Parenicova y col., 2000),
incluyendo A. vadensis (de Vries y col., 2005).

La secuencia de un fragmento del gen mitocondrial del citocromo b mostré que,
tanto A. japonicus como A. aculeatus presentaban la misma secuencia de
aminoacidos, por lo que se considerd6 que pertenecian a una misma especie
(Yokoyama y col, 2001). Sin embargo, Hamari y col. (1997) describieron la
incapacidad de transmision de los genomas mitocondriales entre ambas especies. Por
otro lado, Abarca y col. (2004) observaron que los dos taxones uniseriados compartian
una secuencia de la regiéon ITS-5.8S del ADNr idéntica, y que por lo tanto, podrian
representar una sola especie segun este criterio.

Samsom y col. (2004) analizaron la secuencia del gen de la B-tubulina y junto con
el perfil de produccién de metabolitos secundarios y diferentes criterios morfolégicos,
incluyeron en la seccion Nigri a A. japonicus y A. aculeatus como dos especies
distintas.

Recientemente, se ha descripto a A. uvarum como perteneciente al grupo de
Aspergillus seccién Nigri uniseriados. Morfolégicamente esta especie esta mas
estrechamente relacionada a A. japonicus. Sin embargo, su velocidad de crecimiento,
particularmente en CYA a 37° C, la separa claramente de A. japonicus y A. aculeatus.
Aunque el analisis de la secuencia ITS colocan a todas las especies uniseriadas en el
mismo grupo, la secuenciacion de los genes de la B-tubulina y calmodulina identifican
3 taxas estrechamente relacionadas: A. japonicus, A. aculeatus y A. uvarum (Perrone
y col., 2008).

Con la implementacion de estudios polifasicos de clasificacién, entre ellos analisis
de secuencias conservadas, en los ultimos afios se describieron nuevas especies
uniseriadas: A. aculeatinus (Noonim y col., 2008); A. saccharolyticus (Serensen y col.,
2011); A. fijiensis, A. indologenus, (Varga y col., 2011); A. floridensis y A. trinidadensis
(Jurjevié y col., 2012).
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1.1.3.2. Especies biseriadas

1.1.3.2.a. Serie Carbonaria

Las caracteristicas morfolégicas de A. carbonarius hacen que sea una especie
dentro de la seccidn Nigri claramente diferenciada del resto y, diversas técnicas
moleculares también han demostrado esta diferenciaciéon (Abarca y col., 2004).

Al analizar la variabilidad intraespecifica de diversas cepas de A. carbonarius
mediante analisis de RFLP del ADNr y del ADNmt y analisis de RAPD se observaron
patrones muy similares entre las diferentes cepas, aunque con ligeras variaciones
(Kevei y col., 1996). Sélo una cepa (IN7) presento perfiles de restriccion del ADNr y
ADNmt y patrones de RAPD diferentes al resto, al igual que diversos caracteres
morfologicos y fenotipicos distintivos. Los mapas fisicos del ADNmt de la cepa IN7
mostraron diferencias en el tamarfio del ADNmt en comparacién con otras cepas de A.
carbonarius, aungue el contenido genético era casi idéntico (Hamari y col., 1999). Mas
tarde, la cepa A. carbonarius IN7 fue descripta como A. brasiliensis (Varga y col.,
2007).

El analisis filogenético de la region ITS-5,8S de las especies de esta seccion
reveld que A. carbonarius se diferenciaba claramente del resto de especies evaluadas.
Aspergillus carbonarius forma un grupo separado dentro de las especies biseriadas
(Parenicova y col., 2000, 2001; Abarca y col, 2004). Resultados similares se
observaron al analizar las regiones D1 y D2 de la unidad 28S del ADNr (Peterson
2000).

Bau y col. (2005) y Serra y col. (2005) detectaron cepas inicialmente identificadas
como A. carbonarius aisladas en la Peninsula Ibérica, que no producian OTA y
presentaban conidios de un diametro inferior al caracteristico de esta especie. Ademas
se diferenciaban del resto de cepas de A. carbonarius mediante analisis de RAPD y
secuenciacién de la region 1TS-5,8S del ADNr (Bau y col., 2005). Estas diferencias
fueron confirmadas mediante marcadores AFLP y secuenciacion del gen de la
calmodulina, por lo que se describi6 como una nueva especie dentro de la seccion
Nigri, denominada A. ibericus (Serra y col., 2006).

Dos nuevas especies dentro de la Serie Carbonaria fueron identificadas como
Aspergillus sclerotioniger (Samson y col., 2004) y Aspergillus sclerotiicarbonarius
(Noonim y col., 2008) aisladas de granos de café. Aspergillus sclerotioniger produce

grandes esclerocios color amarillo a marrén rojizo y abundante cantidad de OTA.
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Dicha especie se agrupa junto con A. carbonarius mediante andlisis de la secuencia
del gen de la B-tubulina formando un grupo hermano de las principales especies del
agregado A. niger (100% de soporte) (Samson y col., 2004). Posteriormente, Noonim y
col. (2008) describieron a A. sclerotiicarbonarius una especies biseriada, similar a A.
carbonarius y A. ibericus, productora de abundantes esclerocios y algunos indol-
alcaloides unicos. Esta especie produce esclerocios similares cuando se compara con
A. sclerotioniger, y se distinguen por el color de! micelio (A. sclerotioniger amarilio y A.
sclerotiicarbonarius blanco). La ornamentacion de conidios de A. sclerotiicarbonarius
presenta mayor similitud a la de la especie recientemente descrita, A. ibericus (Serra 'y
col., 2006) que a A. carbonarius. Basandose en el andlisis filogenético de los datos de
secuencia para tres loci (ITS; calmodulina; B-tubulina), A. sclerotiicarbonarius forma un
grupo hermano junto con A. ibericus (100% de soporte) de A. carbonarius y A.
sclerotioniger, coincidiendo la monofilia del grupo con la capacidad de producir o no
OTA.

Schmidt y col. (2004) desarroliaron cebadores especificos de especies en base a
fragmentos obtenidos a través de marcadores AFLP para la identificacion de A.
carbonarius en granos de café, mientras que, Atoui y col. (2007) y Mule y col. (2006)
desarrollaron un sistema de PCR en tiempo real para la deteccién y cuantificacién de
A. carbonarius en uvas. Estos dos ultimos grupos utilizaron cebadores especificos
disefiados a partir del dominio de la aciltransferasa (AT) de la secuencia de la
policétido sintetasa (PKS) y el gen de la calmodulina, respectivamente. Susca y col.
(2007a) también desarrollaron cebadores especificos basados en la secuencia parcial
del gen de la caimodulina para identificar A. carbonarius y A. niger por PCR.

1.1.3.2.b Agregado A. niger

Se han utilizado diversas técnicas moleculares con el fin de clarificar la taxonomia
de los miembros de este agregado ya que morfolégicamente las especies que lo
componen se distinguen por diferencias muy sutiles (Abarca y col., 2004).

Kusters-van Someren y col. (1990) mediante Southern blot utilizando el gen pelD
como sonda y Western blot del gen pectina liasa no pudieron diferenciar las especies
incluidas dentro del agregado A. niger. Como una continuacién de este trabajo,
Kusters-van Someren y col. (1991) observaron dos patrones de RFLP del ADNr al
realizar la digestién con Smal en cepas del agregado A. niger. Debido a que el cultivo
neotipo de A. niger (CBS 554.65) pertenecia al grupo | y el cultivo tipo de A.
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tubingensis (CBS 134.48) al grupo |l, propusieron denominar a las cepas del grupo |
como A. niger y a las del grupo Il como A. tubingensis. Estos dos grupos eran
morfolégicamente idénticos. Luego, Mégnégneau y col. (1993) confirmaron estos
resultados mediante el andlisis de RFLP del ADN total con Smal, EcoRl y Pstl en
cepas de coleccién.

Una amplia variacién de ADNmt también se ha observado tanto entre las cepas
de coleccion como en poblaciones naturales del agregado A. niger (Varga y col., 1993,
1994). Dentro del agregado A. niger, la mayoria de las cepas fueron clasificados como
A. niger o A. tubingensis de acuerdo con sus patrones de digestion con Haelll-Bghl del
ADNmt. Ademas, se observo un tercer patrén de RFLP en 6 cepas aisladas de suelo
de Brasil que no se distinguian morfolégicamente de las cepas agrupadas como A.
niger o A. tubingensis. Estos autores propusieron que las cepas pertenecientes a este
tercer patrén representarian una subespecie de A. niger o una nueva especie del
agregado A. niger. Mas tarde, esta especie fue nominada A. brasiliensis (Varga y col.,
2007) en base a la secuenciacion del gen de la caimodulina. La divisién del agregado
A. niger en los grupos A. nigery A. tubingensis fue confirmado nuevamente por Visser
y col. (1996) mediante la utilizacion de diferentes enzimas de restriccion y la
hibridacion con diferentes sondas.

Parenicova y col. (1997, 2000) en un estudio con 23 cepas de coleccion del
agregado A. niger, describieron un nuevo patréon de RFLP del ADNr obtenido con Pstl-
Sall representado por las c.epas de A. foetidus. Como consecuencia de ello
propusieron la division del agregado en tres taxones morfolégicamente idénticos: A.
niger, A. tubingensis y A. foetidus. En un trabajo posterior (Parenicova y col., 2001), se
propuso la division del agregado en 4 especies morfolégicamente idénticas: A. niger,
A. tubingensis, A. foetidus y A. brasiliensis. Esta division se propuso tras considerar los
patrones de restriccidn obtenidos con las enzimas Kpnl—Xhol y Pstl-Sall. No obstante,
al realizar la digestion del ADN con Psti-Sall y la hibridacién con el gen 28S del ADNr,
que posteriormente habia permitido separar cepas de A. foetidus del resto de especies
del agregado (Parenicova y col., 1997), A. niger y A. tubingensis compartian el mismo
patrén de ADNr (Parenicova y col., 2001).

El andlisis de las regiones ITS-5,8S del ADNr de las cepas de la seccién Nigri
incluidas en otro estudio (Parenicova y col, 2000) permitié determinar que las
diferencias entre las 4 especies mencionadas anteriormente (A. niger, A. tubingensis,
A. foetidus y A. brasiliensis) eran minimas (entre 2 y 5 nucleétidos). Los arboles
filogenéticos obtenidos del andlisis de estas regiones del ADN realizadas por




diferentes autores (Parenicova y col., 2001; Abarca y col., 2004) muestran las cepas
del agregado A. niger claramente diferenciadas del resto de cepas de la seccién Nigri.
En el agregado se agrupan conjuntamente los 4 grupos propuestos: A. niger, A.
tubingensis, A. foetidus y A. brasiliensis. No obstante, las cepas representativas de A.
tubingensis y A. foetidus se agrupan juntas en un subgrupo y la secuencia de A.
brasiliensis es la menos similar dentro del agregado. Al realizar la secuenciacién de las
regiones D1 y D2 de la unidad 28S del ADNr las especies pertenecientes al agregado
se diferencian del resto de especies de la seccién aunque dentro del agregado no se
observa una variabilidad remarcable (Peterson 2000).

Accensi y col. (1999) mediante RFLP-PCR utilizaron la enzima de restricciéon Rsal
para digerir la regién ITS-5,8S amplificada, y observaron que cepas del agregado A.
niger presentaban dos patrones diferentes de RFLP: el patrdn denominado N (2
fragmentos, 519 y 76 pb) y el patron T (un fragmento de 595 pb) que correspondian a
las cepas A. niger y A. tubingensis, respectivamente. En este estudio se evalué una
cepa de A. brasiliensis y se clasifico como tipo N. La cepa tipo de A. foetidus var.
acidus (CBS 564.65) incluida en el grupo A. foetidus por Parenicova y col. (1997,
2001) se clasificaria como tipo T. La simplicidad de esta técnica permite facilmente la
deteccion de los patrones N y T, sin embargo, un examen in silico de la regién ITS de
las especies de Asperygillus seccién Nigriindica que el patron T también es compartido
por cepas de A. foetidus, A. vadensis, A. piperis y A. costaricaensis, mientras que
todas las demas especies presentan patron de N. Sin embargo, este método ha sido
utilizado para distinguir las especies de A. niger de A. tubingensis (Accensi y col.,
2001; Medina y col., 2005; Bau y col., 2006; Martinez-Culebras & Ramon 2007). En un
estudio posterior, Accensi y col. (2001) pusieron de manifiesto que todas las cepas
productoras de OTA estudiadas tenian un patréon de RFLP tipo N. Este hecho ha sido
corroborado en estudios posteriores en los que se han estudiado los patrones de
RFLP de alrededor de 200 cepas del agregado A. niger de diferentes origenes,
incluyendo también cepas de colecciones (Cabafiés y col., 2002; Abarca y col., 2003;
Leong y col., 2004). No obstante, recientemente se ha descripto la producciéon de OTA
por 3 cepas aisladas de uvas que han presentado un patréon T (Medina y col., 2005).
Igualmente esto sigue siendo cuestionado ya que Sartori y col. (2012) demostraron
que algunos aislados de A. tubingensis que habian sido considerados productores,
debido a un error de deteccion, utilizando HPLC MS/MS consideraron que dicha
especie no es productora de OTA.
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Recientemente, Susca y col. (2007b) mediante PCR-single-stranded
conformational polymorphism (SSCP) basado en la detecciéon de variaciones de la
secuencia del gen calmodulina, pudieron distinguir 11 especies (A. brasiliensis, A.
niger, A. tubingensis, A. foetidus, A. aculeatus, A. uvarum, A. japonicus, A. ellipticus, A.
heteromorphus, A. carbonarius y A. ibericus) en base a los diferentes perfiles PCR-
SSCP. Actualmente, los métodos de identificacion basados en secuencias son
ampliamente utilizados para la identificacion de especies. Todas las especies de
Aspergillus seccién Nigri se pueden distinguir unas de otras usando la secuencia de la
calmodulina, y todas, excepto A. lacticoffeatus se pueden distinguir usando la
secuencia de B-tubulina (A. /acticoffeatus tiene idéntica secuencia de B-tubulina a
algunas cepas de A. niger, Samson y col., 2004; Varga y col., 2007).

Los datos obtenidos a partir de la secuencia de la regién ITS pueden distinguir 4
grupos dentro del agregado A. niger. 1. A. niger y A. lacticoffeatus; 2. A. brasiliensis; 3.
A. costaricaensis; 4. A. tubingensis, A. foetidus, A. vandensis y A. piperis (Varga y col.,
2007).

Debido a que A. tubingensis y A. niger, junto con A. carbonarius, son informados
como productores de OTA, su correcta identificacidon dentro de las especies del
agregado A. niger es muy importante a fin de evitar una sobreestimacién de los
riesgos de contaminacion y toxicoldgicos (Medina y col., 2005; Perrone y col., 2006a).
Como se ha mencionado anteriormente, diversos estudios moleculares han reducido el
nimero de especies y soportan la division de este agregado en 2 a 4 especies
morfoloégicamente indistinguibles: A. niger, A. tubingensis, A. foetidus y A. brasiliensis
(Kusters van Someren y col., 1991; Accensi y col.,, 1999; Parenicova y col., 2000;
Abarca y col., 2004). Estas 4 especies son muy dificiles de diferenciar por criterios
morfolégicos tales como, forma, tamano y color de los conidios (Samson y col., 2004).
Sin embargo, la efectividad en la estimacién de la contaminacion por OTA depende de
la asociacién entre las especies y la produccién de OTA, por lo que, el uso de
cebadores especificos de especies disefiados a partir de los genes involucrados en la
biosintesis de OTA podrian ser de utilidad. Aunque, recientemente se han disefiados
cebadores que permiten la identificacién de cepas productoras (Dao y col., 2005), los
genes involucrados en la sintesis de dicha micotoxina aun no han sido identificados.
La identificacidon y deteccion de especies por métodos basados en PCR podria ser una
herramienta util para identificar y detectar especies de Aspergillus potenciaimente
ocratoxicogénicas. Perrone y col. (2004) y Susca y col. (2007a) desarrollaron
cebadores especificos para detectar A. carbonarius y A. japonicus/A. aculeatus, y A.
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tubingensis y A. niger, respectivamente. Dichos cebadores serian de utilidad para
predecir los riesgos de contaminacién por OTA en uvas y productos derivados.

Recientemente, se ha descripto que A. niger contiene la especie
filogenéticamente criptica A. awamori (=A. welwitschiae) (Perrone y col., 2011). Estas
especies no pueden distinguirse usando caracteres morfolégicos o produccion de
extrolitos. Sin embargo, datos moleculares incluyendo secuenciaciéon del gen de la 8-
tubulina, calmodulina o factor de elongacién pueden distinguir estas dos especies
(Perrone y col., 2011).

Con la implementacion de estudios polifasicos de clasificacion, entre ellos analisis
de secuencias conservadas, en los ultimos afios se describieron nuevas especies
pertenecientes al agregado A. niger y se reclasificaron otras como: A. neoniger, A.
eucalypticola, A. niger (=A. foetidus=A. lacticoffeatus) y A. acidus (anteriormente
clasificado como A. foetidus var. acidus) (=A. coreanus) (Varga y col., 2011), A.
luchuensis (=A. kawachii = A. acidus =A. coreanus) y A. welwitschiae (= A. awamor)
(Hong y col. 2013).

Las diferentes técnicas moleculares aplicadas para la delimitacién de las especies
de Aspergillus seccion Nigri se resumen en Tabla 1.4.
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Tabla 1.4. Herramientas moleculares aplicadas para la identificacion de las especies de Aspergillus seccion Nigri

Meétodo usado Region génica Referencia Comentarios
RFLP pelA, pelB, pki Kusters-van Someren y col. (1991) Distincion entre A. nigery A. tubingensis
RFLP ADNr (Smal) Kusters-van Someren y col. (1991); Distincion entre A. niger, A. tubingensis, A. brasiliensis, A.
Varga y col. (2000) ellipticus, A. heteromorphus, A. japonicus y A. carbonarius
RFLP ADNmt (Haelll-Bgflll) Varga y col. (1993, 1994); Hamari y col. Distincion de A. niger y A. brasiliensis de A. tubingensis, y
(1997) A. japonicus de A. aculeatus.
RFLP pelA, pki, ADNr Parenicova y col. (2001); de Vries y col. Distincion de la mayoria de las especies incluyendo A.
(2005) Jjaponicus, A. aculeatus y A. vadensis
RFLP-PCR ITS (Rsal) Accensi y col. (1999, 2001); Medina y Tipos N y T distinguidos entre las especies del agregado
col. (2005); Bau y col. (2005) A. niger
RFLP-PCR ITS (Rsal, Hhal, Nialll) Martinez-Culebras & Ramon (2007) Distincion entre A. niger, A. tubingensis, A. carbonanus y
A. aculeatus
RFLP-PCR ITS (Rsal), IGS (Hinfl), p- Zanzotto y col. (2006) Distincion entre cepas productoras y no productoras de
tubulina OTA del agregado A. niger
AFLP Perrone y col. (2006a, 2006b) Distincion de todas las especies conocidas
SSCP-PCR calmodulina Susca y col. (2007b) Distincion de 11 especies incluyendo A. brasiliensis, A.
niger, A. tubingensis, A. foetidus, A. aculeatus, A. uvarum,
A. japonicus, A. ellipticus, A. heteromorphus, A.
carbonarnius y A. ibericus
OLISA calmodulina Buffier y col. (2007) Distincion entre A. carbonarius, A. ibericus y A.

Japonicus/A. aculeatus
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Tabla 1.4. Continuacion

Secuencias ITS Varga y col. (2007) Identificacion de varias especies (A. nigery A. lacticoffeatus; A.
tubingensis, A. foetidus, A. vadensis y A. piperis; A. carbonarius y
A. sclerotioniger; A. japonicus, A. aculeatus y A. uvarum)

Secuencias Citocromo b mitocondrial Yokoyama y col. (2001) Distincion de A. japonicus/A. aculeatus, A. niger, A. tubingensis,

Secuencias $-tubulina
Secuencias calmodulina
Secuencias IGS

Cebadores especificos TS

Cebadores especificos  calmodulina
Cebadores especificos  fragmento de RAPD
Cebadores especificos  calmodulina

Cebadores especificos TS

Cebadores especificos Marcador AFLP

Cebadores especificos PKS

PCR Tiempo Real ITS
caimodulina

Dominio AT del gen PKS

Secuencias Calmodulina, g-tubulina, ITS

Samson y col. (2004); Varga y col.

(2007)

Varga y col. (2007)

Dato no publicado
Gonzalez-Salgado y col. (2005)

Susca y col. (2007a)

Fungaro y col. (2004)

Perrone y col. (2004)
Haugland & Vesper (2002)
Schmidt y col. (2004)

Dobson & O’Callagfhan (2004)
Haugland y col. (2004)

Mulé y col. (2006)

Atoui y col. (2007)

A. carbonarius y A. ellipticus

Distincién de todas excepto A. lacticoffeatus

Distincion de todas las especies conocidas

Muy variable para la identificacion de especies

Deteccion especifica de A.

japonicus

Deteccién especifica de A.
Deteccibn especifica de A.
Deteccion especifica de A.
Detecciodn especifica de A.
Deteccion especifica de A.
Deteccién especifica de A.
Deteccion especifica de A.
Deteccion especifica de A.
Deteccion especifica de A.

niger, A. fubingensis, A. ellipticus, A.

carbonanus y A. niger
carbonarius

carbonarnus y A. japonicus
carbonarius y A. niger
carbonarius

carbonarius y A. niger
carbonarnus y A. niger
carbonarnius

carbonarius

Varga y col. (2011); Noonim y col.
(2008); Serensen y col. (2011); Varga 'y
col. (2011); Jurjevi¢ y col. (2012); Hong y
col. (2013)

Identificaciéon de A. neoniger, A. eucalypticola, A. aculeatinus, A.
sclerotiicarbonarius, A. saccharolyticus, A. fijiensis, A.
indologenus, A. niger (=A. foetidus=A. lacticoffeatus), A.
floridensis, A. trinidadensis, A. luchuensis (=A. kawachii = A.
acidus) y A. welwitschiae (= A. awamon)
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.1.4. Marcadores moleculares

Es bien sabido que varios marcadores moleculares se han utilizado para distinguir
las especies de Aspergillus negros y evaiuar su diversidad genética. Al respecto, se
han utilizado RFLP (polimorfismos de longitud de fragmentos) del ADN tanto nuclear
como mitocondrial, RAPD (polimorfismos de ADN amplificados al azar), PCR-RFLP v,
AFLP (polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados) (Perrone y col.,
2007; Samson y col., 2007; Chiotta y col., 2010), entre otros. Ademas, se han utilizado
secuencias conservadas, tales como, regién ITS e IGS del ADNr, genes de la 8-
tubulina, calmodulina, citocromo b, entre otras, a fin de delimitar las especies
pertenecientes a dicha seccién (Perrone y col., 2007, Samson y col., 2007; Chiotta y
col., 2011).

Entre los marcadores moleculares, los ISSRs (Secuencias Intergénicas Simples
Repetidas) permiten obtener los niveles de variacién en las regiones microsatélites
que se encuentran dispersas en el genoma. Dichas regiones consisten en repeticiones
en tandem de motivos simples como (CT)n 6 (CA)n, ubicadas entre secuencias no
repetitivas del genoma nuclear eucarionte. En ocasiones es posible agregar a esta
secuencia un par de nucleétidos extras arbitrarios en el extremo 3’ o en el &', que
jugaran el papel de “anclas” asegurando asi que la amplificacion inicie siempre en el
extremo 5 o en el 3' del microsatélite, respectivamente (Zietkiewicz y col., 1994,
Bornet y col., 2001; Pradeep y col., 2002). Las ventajas que ofrece esta técnica se
centran principalmente en la alta variacion que detecta, asi como en su
reproducibilidad debida principalmente a las condiciones astringentes de la reaccién.
Por otro lado, para disefiar los cebadores ISSR no es necesario conocer la secuencia
del genoma del organismo en estudio y pueden visualizarse tanto en geles de agarosa
como de acrilamida. Finalmente, son sencillos, rapidos, eficientes y poco costosos
(Bomet y col., 2001).

Los marcadores ISSRs han sido utilizados para la identificacion de individuos,
distincion de variedades intraespecificas, evaluacién de diversidad y subdivision
genética en poblaciones en varias especies flungicas toxicogénicas, entre ellas,
especies de Aspergillus (Batista y col., 2008; Martinez-Culebras y col., 2009; Neal y
col., 2011) y Fusarium (Mishra y col., 2003; 2004; Dinolfo y col., 2010).

Estos marcadores moleculares neutros pueden ser utilizados también, para
desarrollar cebadores especificos generando productos de amplificacion unicos que
permitan diferenciar especies estrechamente relacionadas a través de un conjunto de
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regiones amplificadas de secuencias caracterizadas (SCAR). Esta metodologia ha
sido ampliamente utilizada en la identificacién de varias especies de plantas (Choi y
col., 2008; Devaiah y Venkatasubramanian 2008 a, b; Dhanya y col., 2009,
Ladhalakshmi y col., 2009; Ray & Roy 2009), patotipos (Chen y col., 2010), en la
deteccion especifica de Aspergillus flavus (Devi y col., 2013), en la discriminacién de
Artemisia princeps y A. argyi de otras hierbas Artemisia (Hayashi y col., 2011), en la
identificacién de diferentes formas especiales y razas de F. oxysporum (Ciocchetti y
col.,, 2001; Alves-Santos y col., 2002; Jiménez-Gasco y col., 2001, 2003), asi como
también en la determinacion del sexo (Kim y col., 2008), en el mapeo molecular de
genes para la resistencia a insectos de la vaina del frijol comdn (Blair y col., 2006) y en
el desarrollo de marcadores vinculados con el marchitamiento por Fusarium en
berenjena (Mutlu y col., 2008), entre otros.



ll. Hipotesis
lll. Objetivos
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Il. HIPOTESIS:

Existe una gran biodiversidad dentro de las especies de Aspergillus seccion Nigri
que contaminan productos agricolas, con nuevas especies que aun no han sido
descriptas porque no se han utilizado en forma sistematica las herramientas
necesarias (caracterizacion morfolégica, perfil de produccibn de extrolitos,
secuenciacion de ADN) para la definicién de especie dentro del género.

l.1. OBJETIVO GENERAL.:

Caracterizar las poblaciones de Aspergillus seccidon Nigri aisladas de diferentes
productos de interés agricola de Argentina a través de un estudio polifasico,
incluyendo datos morfolégicos, fisiologicos, ecolégicos y moleculares

lll.2 Objetivos especificos:

1. Evaluar las especies de Aspergillus seccion Nigri aisladas de diferentes productos
de interés agricola de Argentina en base a caracteristicas morfologicas.

2. ldentificar las especies de Aspergillus secciéon Nigri a través de reacciones de PCR
usando cebadores especificos.

3. Obtener el perfil de produccién de extrolitos de dichas cepas.

4. Estudiar las relaciones filogenéticas de las cepas de Aspergillus seccién Nigri en
base a la secuencia del gen de la calmodulina.

5. Evaluar la diversidad genética de las especies de Aspergillus seccion Nigri a
través del uso de marcadores neutros (ISSRs).
Disefiar cebadores especificos de especie a partir del perfil de ISSRs.

7. Analizar el grado de correlacion de las caracteristicas macro y micromorfologicas,

produccioén de extrolitos y caracterizacién molecuiar.



IV. Materiales y Métodos
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Cepas

Se analizaron 194 cepas de Aspergillus seccion Nigri, alguna de las cuales fueron
seleccionadas al azar de la coleccion de Aspergillus del laboratorio de Micologia
(Universidad Nacional de Rio Cuarto) y otras fueron aisladas de diferentes sustratos:
mani, pasas de uvas, pimienta, aimendra y soja (Anexo VIii.1).

Ademas se evaluaron cepas de referencia identificadas como: Aspergillus
japonicus ITEM 7034; Aspergillus aculeatus ITEM 7046; Aspergillus uvarum ITEM
4834; Aspergillus niger FRR 5695; A. niger ITEM 4501; A. niger FRR 5§722; Aspergillus
lacticofeatus ITEM 7559; Aspergillus welwitchiae FRR 5804; Aspergillus welwitchiae
ITEM 4502; Aspergillus welwitchiae ITEM 4509; Aspergillus tubingensis ITEM 4845; A.
tubingensis FRR 5720, Aspergillus vadensis ITEM 7561; Aspergillus carbonarius FRR
5690: A. carbonarius A2034; Aspergillus ibericus ITEM 4776; Aspergillus sclerotioniger
ITEM 7560; Aspergillus homomorfus ITEM 7556; Aspergillus ellipticus ITEM 4505,
gentiimente cedidas por Dr. G. Perrone del Institute of Sciences of Food Production,
CNR (Bari, ltalia). Las diferentes cepas se encuentran liofilizadas y/o mantenidas en
una solucién de glicerol al 15% a -80° C a fin de evitar mutaciones o cambios en las
caracteristicas de las mismas.

IV.2. Identificacién mediante caracteres morfolégicos

IV.2.1. Medios de cultivo

-Agar extracto de malta (MEA): Extracto de malta (Britania) 20 g, Peptona de soja
(Britania) 1 g, Glucosa (Cicarelli, p.a.) 20 g, Agar-agar (Britania) 20 g, Agua destilada
csp. 1000 ml.

-Czapek concentrado: NaNO; (Cicarelli, p.a.) 30 g, MgSO, 7 H,O (Cicarelli, p.a.) 5 g,

FeSO, 7 H,O (Merck) 5 g, ZnSO, 7 H,O (Mallinckrodt, p.a.) 0,1 g, CuSO4 5 H,O
(Cicarelli, p.a.) 0,05 g, Agua destilada csp. 1000 ml.
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-Agar Czapek — extracto de levadura (CYA): K,PO4H (Cicarelli, p.a.) 1 g, Czapek
concentrado 10 ml, Extracto de levadura (Merck) 5 g, Sacarosa (Cicarelli, p.a.) 30 g,
Agar-agar (Britania) 15 g, Agua destilada csp. 1000 mi.

-Agar Czapek — extracto de levadura con 20% de sacarosa (CY20S): K,PO.H
(Cicarelli, p.a.) 1 g, Czapek concentrado 10 ml, Extracto de levadura (Merck) 5 g,
Sacarosa (Cicarelli, p.a.) 200 g, Agar-agar (Britania) 15 g, Agua destilada csp. 1000 ml.

-Agar Dicloran-Rosa de Bengala-Cloranfenicol (DRBC): Peptona 5 g, Glucosa 10 g,
MgSO, 7 H,0 0,5 g, KPO4H; 1 g, Dicloran 0,002 g, Rosa de bengala 0,0025 g, Agar-
agar 15 g, Agua destilada csp. 1000 mL.

-Dicloran 18% Glicerol Agar (DG18): Glucosa 10 g, Peptona 5 g, MgSO, 7 H,0 0,5 g,
KPO4H, 1 g, Dicloran (Fluka) 0,002 g, Cloranfenicol 0,001 g, Glicerol 220 g, Agar-agar
15 g, Agua destilada csp. 1000 mL..

-Agar creatina sacarosa (CREA): Concentrado CS 10 mL, Sacarosa 10 g, Creatina 5 g,
K,PO4H 1 g, Purpura de bromocresol 0,05 g, Agar-agar 15 g, Agua destilada csp. 1000

mL.

Cada uno de los medios de cultivo anteriormente descriptos se esterilizaron en

autoclave a 121° C por 15 minutos.

IV.2.2. Metodologia

Para las observaciones macromorfolégicas se utilizaron los medios de cultivo:
agar extracto de malta (MEA), agar Czapek extracto de levadura (CYA), Agar Czapek
extracto de levadura con 20% de Sacarosa (CY20S) y agar Czapek Dox (CZ)
siguiendo la clave taxonémica de Klich (2002). Los cultivos fueron inoculados en tres
puntos equidistantes entre si, del borde y del centro de la placa e incubados a 25° C
en la oscuridad. Todas las placas se observaron macroscopicamente y
microscopicamente después de un periodo de 7 dias de incubacion. Las cepas
también fueron inoculadas en agar creatina sacarosa (CREA) y CYA a 37° C (Frisvad
& Samson 2004).
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IV.3. Identificacion mediante métodos moleculares basados en PCR

IV.3.1. Cepas

Todas las cepas identificadas en el presente estudio como Aspergillus seccién
Nigri por metodologia clasica, se identificaron por métodos moleculares utilizando

cebadores especificos de especie.

IV.3.2. Produccién de la biomasa flingica

Se realizé una suspension de esporas de cada cepa desarrollada en MEA y se
transfirio a frascos Erlenmeyer de 250 mi, que contenian 50 ml de medio Wikerham
(Glucosa 40 g, Peptona 5 g, Extracto de levadura 3 g, Extracto de malta 3 g, agua
destilada csp. 1000 mi) (Mulé y col., 2006). Los cultivos se incubaron a 25° C durante
2 a 3 dias en un agitador rotatorio (150 rpm). El micelio se cosechd por filtracion
usando vacio, el mismo se lavé con agua estéril y posteriormente se sec6 con papel
absorbente, todo bajo flujo laminar. Las muestras se almacenaron a ~20°C hasta el
momento de realizar la extracciéon del ADN.

IV.3.3. Extraccion, purificaciéon y cuantificacion del ADN genémico

IV.3.3.1. Materiales

e Buffer CTAB al 2%: 2% CTAB (Sigma), 100 mM Tris-CIH (pH 8), 20 mM EDTA,
1,4 M NaCl.

e 2-mercaptoetanol (Merk).

o Buffer TE 1x: 10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8

e Solucién de cloroformo-isoamilalcohol (24:1, viv) (Biopack).

e Isopropanol (2-propanol) (Sintorgan).

e Acetato de amonio 7,5 M (Cicarell).

e Etanol al 70% (Biopack).

e Bromuro de etidio: solucion stock 10 mg/ml (Promega).

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




IV.3.3.2 Metodologia

El micelio congelado se pulverizd completamente sobre morteros utilizando
nitrégeno liquido, luego se distribuyd en microtubos de 1,5 ml estériles y se
almacenaron a -20° C. La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo la metodologia
propuesta por Leslie & Summereli (2006) con algunas modificaciones. Para ello, al
micelio congelado se le adiciond 750 ul de CTAB al 2% (calentado previamente a 65°
C) y 15 ul de 2-mercaptoetanol, se agité durante 2 min en agitador y se incubé
posteriormente a 65°C durante 15 min. Luego del tiempo de incubacion 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, viv), se agitd la mezcla
durante 1 min y se centrifugd a 12.000 rpm por 10 min. Se tomé aproximadamente 600
pl de la fase acuosa y se la trasfirid a un microtubo estéril, se agregé igual volumen de
isopropanol y mitad del volumen de acetato de amonio 7,5 M, mezclando por
inversion. Luego se centrifugé la mezcla a 10.000 rpm durante 10 min y se eliminé el
sobrenadante. El residuo se lavd 2 veces con 500 pl de etanol frio al 70% (viv) y se
secd a temperatura ambiente durante 2 a 3 min invirtiendo los tubos sobre papel
absorbente. Por (ltimo, los residuos se resuspendieron en 100 pl de buffer TE 1X.

El ADN genomico se cuantifico por comparaciéon visual usando ADN del
bacteriéfago lambda digerido con Hindlll como ADN testigo tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 ug/ml). Las muestras de ADN fueron separadas por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8 — 1%. Se realizaron las diluciones correspondientes en agua bidestilada
calidad biologia molecular hasta obtener una concentracién aproximada de 10-20

ng/ul.

IV.3.4. Reacciones de PCR

IV.3.4.1. Materiales y condiciones de reaccion

Mezcla de reaccion de PCR optimizada (para una reaccién): 0,2 mM dNTPs
(Promega), Buffer PCR 1X (50 mM KC!; 10 mM Tris-HC! a pH 8.3; 1,5 mM MgCl,),
1,25 U Tag DNA polimerasa (Promega), 0,1 uyM de cada cebador (TUB1/TUBZ2;
NIG1/NIG2), y 1 pl de ADN templado (aproximadamente 10 ng); en un volumen final
de 10 pl.
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Mezcla de reaccién _de PCR optimizadas (para una reaccién): 0,2 mM dNTPs
(Promega), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI a pH 8.3; 1,5 mM MgCl,),
1,25 U Taqg DNA polimerasa (Promega), 0,5 pM de cada cebador (JAPO1/JAPO2,;
CARBO1/CARBQO2), y 1 ul de ADN templado (aproximadamente 20 ng); en un
volumen final de 10 pl.

Programa de PCR (cebador TUB1/TUB2 y NIG1/NIG2): 1 ciclo a 94° C por 5 min,
seguido por 30 ciclos a 94° C por 50 s, 60° C por 50 s, 72° C por 1 min. Se realizé una

extension final de 7 min a 72° C y se mantuvo a 4° C por 10 min.

Programa de PCR (cebador JAPO1/JAPO2; CARBO1/CARBO2): 1 ciclo a 94° C por 5
min, seguido por 35 ciclos a 94° C por 50 s, 58° C por 50 s, 72° C por 1 min. Se realiz6é

una extension final de 7 min a 72° C y se mantuvo a 4° C por 10 min.

IV.3.4.2. Metodologia

Se utilizaron las condiciones de amplificacién descriptas en el punto IV.3.4.1 para
cada par de cebador que pemitirian identificar a Aspergillus seccidén Nigri uniseriados
(A. aculeatus/A. japonicus), biseriados (A. niger y A. tubingensis) y A. carbonarius
(Tabla 1V.1). Un control negativo que no contenia el ADN templado se incluyé en cada
experimento. También se incluyeron controles positivos en cada prueba dependiendo
del cebador utilizado: A. japonicus ITEM 7034, A. aculeatus ITEM 7046, A. uvarum
ITEM 4834, A. niger FRR 5722, A. tubigensis ITEM 4845, y A. carbonarius FRR 5690.

La amplificacion se realizdé en un Termociclador MJ Research PTC-200 (MJ
Research Inc., Watertown, MA) con las condiciones descriptas en el punto 1V.3.4.1.
Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1,5% tefidos con bromuro de etidio (0,5 ug/mi) y se visualizaron con un digitalizador
MiniBis Pro (DNR). El tamafo de los fragmentos obtenidos se estimé por comparacion
con ADN testigo (Invitrogen, 100-bp Ladder) con bandas de referencia que oscilan
entre 100-2072 pb.
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Tabla IV.1. Secuencia de los cebadores y tamafio de los productos de amplificacion utilizados

para distinguir las especies de Aspergillus seccién Nigri.

Especie Cebadores (5'— 3') Producto de
amplificacién

A. japonicus/A. aculeatus® JAPO1: TTACTGATTCATTTCTCGTGATYCCT 583pb
JAPO2: TCAAGCAGGGAATGTGTGGA

A. carbonarius® CARBO1: AAGCGAATCGATAGTCCACAAGAATAC 371pb
CARBO2: TCTGGCAGAAGTTAATATCCGGTT

A. niger® NIG1: GATTTCGACAGCATTT(CT/TC)CAGAA 245pb
NIG2: AAAGTCAATCACAATCCAGCCC

A. tubingensis® TUB1: TCGACAGCTATTTCCCCCTT 505pb

TUB2: TAGCATGTCATATCACGGGCAT

T Perrone y col. (2004); ° Susca y col. (2007a)

IV.4. Produccion de metabolitos secundarios

| IV.4.1. Materiales

e Soluciones testigos de ocratoxina A: A partir de la toxina pura (ocratoxina A-

Sigma Aldrich, Co) se prepararon en metanol las soluciones de trabajo en

concentraciones de 34 ng/ml, 54 ng/ml, 68 ng/mly 136 ng/ml.

o Para la extraccion de OTA y como solvente para el desarrollo de la

cromatografia se utilizaron los siguientes solventes y mezclas: Cloroformo p. a.

(Merck N 2445); acetonitrilo: agua: acido acético (99:99:2, viviv).

e Soluciones testigos de fumonisina B,. a partir de la toxina pura (Sigma

Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) se prepararon en acetonitrilo.agua (1:1,

viV) las soluciones de trabajo en concentraciones de 0,6 pg/mi, 1,5 pg/mi, 3

ug/ml.

o Para la extraccién de fumonisina B, y como solvente para el desarrollo de

la cromatografia se utilizaron los siguientes solventes y mezclas:

metanol: agua (75:25, v/V) y una solucion de metanol: fosfato monosédico

0,1 M (75:25, v).
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IV.4.2. Produccion de ocratoxina A

Para determinar la capacidad de las cepas de Aspergillus seccién Nigri de
producir OTA se utilizé la metodologia descripta por Teren y col. (1996) con algunas
modificaciones.

Para optimizar las condiciones de produccion de OTA se utilizaron dos cepas de
A. carbonarius (B18C, B132C), la cuales fueron desarrolladas en cultivos estacionarios
en medio YES en viales de 4 y 10ml (conteniendo 1 y 2 ml, respectivamente), los
cuales fueron inoculados con una porcion de agar de la cepa desarrollada en MEA e
incubada a 7 y 10 dias a 30° C en oscuridad. Luego del periodo de incubacién, el
extracto se filtré a través papel Whatman N°1 con portafiltro, 0,5 ml del filtrado fueron
mezclados con 0,5 ml de cloroformo por 1 min y centrifugado a 4000 rpom por 10 min.
Se transfirid 0,4 ml de la fase cloroférmica a un tubo limpio, se evapor6 a sequedad y
se lo mantuvo a -20° C hasta el momento del analisis.

Una vez seleccionada la relaciéon Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4 (Viales de 4 m!
conteniendo 1 ml de YES) se procedio a la optimizaciéon de la produccién de OTA a
diferentes temperaturas (15, 25, 30 y 35°C) y tiempos (7 y 10 dias) por duplicado
utilizando las 19 cepas de referencia evaluadas en el presente estudio.

Luego se determiné la capacidad de producir OTA en la relacién Vol. Medio/ Vol.
Recipiente 1/4 de 52 cepas de Aspergillus seccion Nigri seleccionadas al azar
provenientes de diferentes sustratos y diferentes regiones geograficas, a 25 y 30° C
durante 7 y 10 dias por duplicado.

A las cepas restantes, se les determind la produccion OTA en la condicién 25°C
durante 7 dias en la relacion 1/4 de Vol. Medio/Vol. Recipiente.

La deteccion y cuantificacion de OTA a partir de los extractos secos se realiz6
utilizando un sistema de deteccién con fluorescencia por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) Hewlett Packard Serie 1100. Las separaciones cromatograficas se
llevaron a cabo en una columna de fase reversa Cy5 (150 x 4,6 mm, 5 pL de tamario de
particula; Phenomenex, Luna), conectada a una precolumna Supelguard LC-ABZ (20 x
46 mm, 5 yL de tamaiio de particula, Supelco). La fase moévil empleada fue una
mezcla de acetonitrilo: agua: acido acético (99:99:2, viviv) a un flujo de 1 ml/min. La
fluorescencia de la OTA fue registrada a una longitud de onda de 330 excitacién y 460
de emision. El tiempo de retencién de dicha micotoxina fue de aproximadamente 5,7 -

5,9 minutos.
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Las soluciones testigos fueron preparadas disolviendo OTA pura (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, MO USA, pureza>99%) en metanol grado HPLC. La cuantificacién de
OTA se realizé por medicién de la altura de los picos y su extrapolaciéon a una curva de
calibracién realizada con distintas concentraciones de las soluciones testigos de OTA
(34 ng/ml, 54 ng/ml, 68 ng/ml y 136 ng/ml). El limite de deteccion de OTA fue 20 ng/ml.

IV.4.3. Analisis estadistico

Para la determinar las variaciones de producciéon de OTA de las cepas ensayadas,
se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba de comparaciéon muiltiple
(Método de Fisher LSD) (p<0.05). Los datos fueron analizados utilizando el programa
estadistico SigmaStat para Windows version 2.03 (SPSS Inc., USA).

{V.4.4. Produccion de fumonisinas

Para determinar la capacidad de producir fumonisinas se siguié la metodologia
propuesta por Frisvad y col. (2007b). Se inocularon todas las cepas pertenecientes al
agregado A. niger (ldentificadas como A. niger/A. welwitchiae), en tres puntos
equidistantes entre el borde y el centro de una placa de Petri conteniendo el medio
CY20S y se incubd durante 7 dias en la oscuridad a 25° C.

Se tomaron cinco tacos de agar (6 mm de diametro) del centro de la colonia hacia
el borde de la placa. Los cinco tacos de agar se colocaron en un frasco de vidrio de
1,5 ml a los cuales se le adicionaron 750 ul de una mezcla metanol: agua (75:25, viv),
luego se sometieron a ultrasonido durante 50 min. Los extractos se filtraron utilizando
un filtro 0,45 um y se llevé a sequedad con N, gaseoso. Luego se resuspendi6é en 100
ul de acetonitrilo: agua (1:1, viv). Una alicuota (50 pl) de esta solucién se derivatiz6
con 200 pl de una solucion de o-ftaldialdehido (OPA). El analisis se llevd a cabo
mediante un sistema de deteccion con fluorescencia por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) Hewlett Packard Serie 1100. Las separaciones cromatograficas se
llevaron a cabo en una columna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm, 5 ul de tamafio
de particula; Phenomenex, Luna), conectada a una precolumna Supelguard LC-ABZ
(20 x 4,6 mm, 5 ul de tamarfio de particula, Supelco).

La fase mévil empleada fue una mezcla de metanol: 0,1M de fosfato monosaodico
(75:25, viv) a un flujo de 1,5 ml/min. La fluorescencia de FB, fue registrada a una
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longitud de onda de 335 nm de excitacion y 440 nm de emision. El tiempo de retenciéon
de dicha micotoxina fue de aproximadamente de 16 minutos.

Las soluciones testigos fueron preparadas disolviendo FB, pura (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, EE.UU.) en acetonitrilo: agua (1:1, viv) grado HPLC. La
cuantificacion de FB, se realizé por mediciéon de la altura de los picos y su
extrapolacién a una curva de calibracion realizada con distintas concentraciones de las
soluciones testigos de FB, (1,5 pg/ml, 3 ug/mly 6 ug/ml). El limite de deteccién de FB,
fue 0,3 pg/g.

IV.4.4.1. Confirmacion de FB, por HPLC-MS/MS

A fin de confirmar la produccion de FB, de las cepas pertenecientes al agregado
A. niger, se procedi6 a la determinaciéon por HPLC-MS/MS.

Los analisis fueron realizados en HPLC-MS/MS 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) con fuente de electro spray ionizacién (ESI). La
columna utilizada fue una XBridge C18 3,5 ym (2,1 x 150 mm) con precolumna.

La interfase se trabaj6 en modo de ionizacion electrospray positiva. Como gas de
nebulizacion y de desolvatacion se utilizoé 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 ajustd6 a 104 L/h y 678 L/h para los gases de cono y desolvatacion,
respectivamente. Para la determinacion de FB, se utilizé6 el método de monitoreo de
reacciones multiples (MRM). Se obtuvieron los cromatogramas correspondientes a las
trazas de las transiciones del idn precursor de FB [M+H]" a dos iones productos o hijas
para dar cumplimiento a criterios cualitativos y cuantitativos. 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.

La fase movil a utilizar consistié en un gradiente de acido acético al 1% en agua y
acetato de amonio SmM (solvente A) y metanol al 0.1 %-acido aceético al 1%- acetato
de amonio 5 mM (solvente B). La temperatura de la columna fue mantenida a 22° C.
Alicuotas de 30 pl de extractos fueron inyectados en la unidad HPLC. Cuatro puntos
de identificaciéon fueron usados para identificar FB,, tiempo de retencién 16,62 min, el
precursor [M + H]" de 706 amu y ambos productos i6nicos (336 y 318 amu).
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IV.5. Evaluacién de la diversidad genética de Aspergillus seccion Nigri a través
del uso de marcadores neutros, Secuencias Intergénicas Simples Repetidas
(ISSRs).

IV.5.1. Optimizacion de un protocolo para estudiar la diversidad de Aspergillus

seccion Nigri utilizando el perfil ISSR

IV.5.1.1. Cepas

Para la optimizaciéon de un protocolo para evaluar el marcador molecular ISSR se
estudiaron cepas anteriormente identificadas por analisis preliminares de maxima
parsimonia utilizando el gen parcial caimodulina: A. welwitchiae ANRC 524; A. ibericus
ANRC 500, A. luchuensis ANRC 703 y las cepas de referencia (A. japonicus ITEM
7034; A. aculeatus ITEM 7046; A. uvarum ITEM 4834; A. niger FRR 5685; A
tubingensis ITEM 4845; A. carbonarius A2034).

IV.5.1.2. Reacciones de PCR

IV.5.1.2.1. Materiales y condiciones de reaccion

Mezcla de reaccion _de PCR optimizada (para una reaccién): 0,2 mM dNTPs
(Invitrogen), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI a pH 8.3), 1,25 U Taq DNA
polimerasa (Invitrogen), 2,5 mM MgCl,, 0,7 pM de cada cebador (ISSR 2; ISSR 3;
ISSR4; ISSR 5; ISSR 6; ISRR 7; ISSR 8; ISSR 10; {SSR 11; ISSR 12; ISSR 13; ISSR
14; ISSR 15) (Tabla IV.2), y 2,5 pl de ADN templado (aproximadamente 20 ng); en un

volumen final de 25 pl.

Mezcla de reaccion _de PCR optimizadas (para una reaccién): 0,2 mM dNTPs
(Invitrogen), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCl a pH 8.3), 1,5 U Tag DNA
polimerasa (Invitrogen), 1,5 mM MgCi,, 0,9 uM de cada cebador (ISSR1; ISSR9), y 2,5

pl de ADN templado (aproximadamente 20 ng); en un volumen final de 25 pl.

Programa de PCR (ISSR): 1 ciclo a 94° C por 7 min, seguido por 33 ciclos a 94° C por
60 s, 53° C por 75 s (dependiendo del cebador utilizado Tabla V.2), 72° C por 4 min.

Se realizdé una extension final de 7 min a 72° C y se mantuvo a 4° C por 10 min.
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IV.5.1.2.2. Metodologia

Se evaluaron un total de 15 cebadores seleccionados al azar (Tabla IV.2) y se
variaron las concentraciones de los mismos (0,2 — 0,8 yM) asi como, la concentracion
de Taq DNA polimerasa (Invitrogen). La concentracion de ADN templado fue de
aproximadamente 20 ng en un volumen final de 25 pl. Por otro lado, se optimizé el
programa de PCR (temperaturas y tiempos) variando principalmente la temperatura de
apareamiento teniendo en cuenta la Tm de los cebadores (Tabla 1V.2). Un control
negativo que no contenia el ADN templado se incluyé en cada experimento y cada
reaccion se realizé al menos dos veces. Los productos de amplificaciéon se examinaron
por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio (0,5
pg/ml), y fueron fotografiados usando un digitalizador de imagenes (MiniBIS Pro,
DNR). El tamano de los fragmentos obtenidos se estim6 por comparacién con ADN
testigo (Invitrogen, 100-bp Ladder) con bandas de referencia que oscilan entre 100—-
2072 pb.

Tabla IV.2. Secuencias y temperaturas de apareamiento de los cebadores ISSR usados como

técnica fingerprint en Aspergillus seccion Nigri.

Primer ISSR Secuencia5' -3 Temperatura de apareamiento

1 (GAG)sCAG 53 °C
2 GTC(GAC)5 55 °C
3 (AG)s 48 °C
4 (AG)sG 47°C
5 GAT(AGG)s 53 °C
6 CTC(GT)s 53 °C
7 AG(CTC)s 51°C
8 CT(GA)g 53 °C
9 (GA)eT 45°C
10 (GA)C 47°C
11 GAC(CGCA), 61°C
12 (GTG)s 45°C
13 (GACA), 43°C
14 (GCC)s 66 °C
15 (CAC)s 53 °C
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccionaron aquellos cebadores que
permitieron una buena discriminacion de las especies de Aspergillus seccién Nigri,
principalmente en base al numero e intensidad de bandas obtenidas y a su habilidad

de amplificar consistentemente los mismos fragmentos dado el mismo aislado.

IV.5.1.3. Analisis de los datos

Para analizar los perfiles de ISSR, se determiné la presencia o ausencia de las
bandas en cada una de las cepas evaluadas. Las bandas del mismo tamario molecular
en las diferentes cepas se consideraron que representan el mismo alelo y cada banda
se tratd 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), y se construyé una matriz binaria para cada
cebador. Para estimar la distancia genética entre los individuos, se calculé el
coeficiente de similitud usando la formula S= 2N,, / (N, + N,), donde N, y N,
representan el numero de fragmentos amplificados en las cepas x y Yy,
respectivamente, y N,, representa el nimero de fragmentos compartidos por ambas
cepas (Nei & Li 1979). La distancia genética se derivé del coeficiente de similitud como
D= 1 - S. Los dendogramas resultantes fueron realizados utilizando el algoritmo
UPGMA (unweightedpair-group método de medias aritméticas) en el programa
NTSYSpc 2.01 (NumericalTaxonomySystem) (Rohlf 1990). El coeficiente de
correlacion cofenético (CCC) fue elegido para indicar el nivel de distorsiéon entre la
matriz de similitud y el analisis de cluster. Los valores de bootstraps se determinaron
usando el programa PAUP version 4.0 (Swofford 2000). Un analisis de componentes
principales basados en las matrices de similitudes genéticas fue llevado a cabo con las
opciones DCENTER y EIGEN en NTSYS para identificar el numero de grupos basados
en vectores eigen. El resultado del analisis de componentes principales fue graficado

utilizando el médulo Mod3D.

IV.5.2. Analisis de las cepas de Aspergillus seccion Nigri a través de ISSR

Una vez optimizada la reaccion en cuanto a la repetitividad y reproducibilidad, se
analizaron las demas cepas de Aspergilllus seccién Nigri aisladas de los diferentes
sustratos de interés. Se seleccionaron los cebadores ISSR 1, ISSR 2, ISSR 5, ISSR 6,
ISSR 7, ISSR 9 e ISSR 11 (Tabla IV.2) los cuales permitieron una buena
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discriminacién de las especies de Aspergillus seccion Nigri, principalmente en base al
namero e intensidad de bandas obtenidas y a su habilidad de ampilificar

consistentemente los mismos fragmentos dado el mismo aislado.

IV.5.2.1. Cepas

Se seleccionaron al azar 23 cepas de Aspergilllus seccion Nigri previamente
identificadas por metodologia molecular como A. niger/A. welwitchiae (9), A.
tubingensis (5), A. luchuensis (1), A. neoniger (1), A. carbonarius (5) y A. japonicus/A.
aculeatus (2) provenientes de diferentes sustratos y regiones geograficas (Tabla IV.3)
y se incluyeron ademas las cepas utilizadas en la optimizacion del marcador ISSR
(punto IV.5.1.1.).

Tabla IV.3. Cepas de Aspergillus seccidn Nigri seleccionadas al azar, provenientes de
diferentes sustratos y diferentes regiones geograficas evaluadas a través del marcador ISSR.

Especie Cepa Origen Regibon geografica
A. luchuensis ANRC 700  Café Sur de Cérdoba

A. niger/A. welwitchiae ANRC 701 Café Sur de Cérdoba

A. neoniger ANRC 702 Café Sur de Cérdoba

A. niger ANRC 704 Café Sur de Cérdoba

A. niger/A. welwitchiae ANRC 401 Desechos de Mani Sur de Cérdoba

A. tubingensis ANRC 402 Desechos de Mani Sur de Cérdoba

A. niger/A. welwitchiae ANRC 403 Mani Sur de Cérdoba

A. niger/A. welwitchiae ANRC 407 Mani Acequias (Cérdoba.)
A. japonicus/A. aculeatus ANRC 406 Mani Acequias (Cérdoba.)
A. carbonarius ANRC 502 Pasas de uvas San Juan

A. carbonarnius ANRC 514 Pasas de uvas San Juan

A. tubingensis ANRC 518 Pasas de uvas San Juan

A. tubingensis ANRC 527 Pasas de uvas San Juan

A. japonicus/A. aculeatus ANRC 529 Pasas de uvas San Juan

A. japonicus/A. aculeatus ANRC 530 Pasas de uvas San Juan

A. carbonarius ANRC 601 Suelo Chilecito (La Rioja)
A. awamoni ANRC 603 Suelo Serrano (Cérdoba.)
A. niger/A. welwitchiae ANRC 300 Uvas Mendoza

A. tubingensis ANRC 301 Uvas Mendoza

A. carbonarius ANRC 202 Residuo de cerveceria Villa Gral. Belgrano
A. carbonarius ANRC 204 Residuo de cerveceria Villa Gral. Belgrano
A. niger/A. welwitchiae ANRC 104 Soja Acopio Sur de Cérdoba
A. tubingensis ANRC 123 Soja Acopio Sur de Cérdoba




Posteriormente se procedié a analizar a cada grupo de cepas teniendo en cuenta
su origen de aislamiento (mani, soja y pasas de uvas), utilizando tres de los siete
cebadores seleccionados (ISSR 6, ISSR 7 e ISSR 11) (Tabla IV.2).

IV.6. Analisis de secuencias del gen calmodulina

IV.6.1. Cepas

Se seleccionaron 111 cepas de Aspergillus seccion Nigri en base a la diversidad
encontrada por morfologia clasica, cebadores especificos e ISSRs: 98 pertenecientes
al agregado A. niger, 7 cepas de Aspergillus Uniseriadas, 6 cepas pertenecientes a la
Serie Carbonaria. Ademas se recopilaron secuencias del gen calmodulina (Tabla 1V.4)
de las diferentes especies de Aspergillus secciéon Nigri disponibles en el GenBank
(http://www.ncbi.nim.nib.gov/GenBank).

IV.6.2. Reacciones de PCR
IV.6.2.1. Materiales y condiciones de reaccién

Mezcla de reaccién de PCR optimizadas (para una reaccién): 0,2 mM dNTPs
(Promega), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCl a pH 8.3; 1,5 mM MgCl,), 1,5
U Tag DNA polimerasa (Promega), 0,3 uM de cada cebador (CL1/CL2A), y 5 ul de

ADN templado (aproximadamente 20 ng); en un volumen final de 50 pl.

Programa de PCR (cebador CL1/CL2A): 1 ciclo a 94° C por 5 min, seguido por 34
ciclos a 94° C por 50 s, 58° C por 50 s, 72° C por 1 min. Se realiz6 una extension final

de 7 min a 72° C y se mantuvo a 4° C por 10 min.

1V.6.2.2. Metodologia

Las secuencias de la region del gen de la calmodulina fueron amplificadas por
PCR (O'Donnell y col., 2000). Un control negativo que no contenia ADN templado se
incluyé en cada experimento a fin de probar posibles contaminaciones de los
reactivos. Las ampilificaciones se realizaron en un Termociclador MJ Research PTC-
200 (MJ Research Inc., Watertown, MA) con las condiciones descriptas en el punto
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IV.6.1.1. Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% tifilendo con bromuro de etidio y se visualizdé con un transiluminador
UV. E! tamafio de los fragmentos obtenidos se estim6é por comparacién con ADN
testigo (Invitrogen, Inc., 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 se secuenciaron
con cada par de cebadores utilizados usando un secuenciador Applied Biosystem ABI
3730 sequencer (Applied Biosystem). Las secuencias obtenidas se compararon con la
base de datos en el GeneBank (NCBI o National Center for Biotechnology Information)
para determinar su homologia con otras especies. Las secuencias de ambas cadenas
de ADN de los productos de PCR se alinearon usando el programa MAFFT version 7
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) (Katoh & Standley, 2013).

Los analisis filogenéticos se realizaron mediante el método de maxima parsimonia
usando el programa TNT 1.1 (Tree analysis using New Technology) (Goloboff y col.,
2008). La busqueda heuristica consisti6é en la creacidén de arboles de Wagner con 100
secuencias de adiccion al azar de los taxas o RAS (Random Addition Sequences), con
combinacién de permutacién de ramas tipo TBR (Tree Bisection Reconnection),
guardando 10 arboles por réplica y una ronda final de TBR sobre los arboles
parsimoniosos encontrados en las réplicas. El soporte de los nodos presentes en los
arboles parsimoniosos se calculé utilizando Bootstrap con 1000 réplicas. Los indices
de consistencia (grado de homoplasia) y retencién (grado de sinapomorfia aparente)
se calcularon para todos los arboles parsimoniosos a través del scrip del software
TNT, STATS.RUN (Goloboff y col., 2008). Finalmente se realizd el consenso estricto
para resumir la informacién no contradictoria de los grupos monofiléticos presentes. A.
flavus CBS 100927 se utilizé6 como grupo externo.




Tabla IV.4. Secuencias y cepas usadas en el andlisis de parsimonia.
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N° Acceso GenBank

Cepa Especies Calmodulina Fuente de aislamiento Region Geografica
CBS 115574 A. costaricaensis FN594545 Suelo Costa Rica
KACC 45132 A. piperis JX500075.1 Desconaocido Este Asiatico
KACC 45133 A. piperis JX500076.1 Desconaocido Este Asiatico
CBS 113365 A. vadensis EU163269 Desconocido Desconocido
CBS 115656 A. neoniger FJ491700 Agua de Mangle Venezuela
ITEM 7040 A. tubingensis AJ964876 Desconocido Francia

IMI 381727 A. brasiliensis AM295175 Suelo Brasil

CBS 122712 A. eucalypticola EU482433 Eucalyptus leaves Australia
CBS 564.65 A. luchuensis FN594547 Desconocido Japén

NRRL 341 A. foetidus EF661155 Desconocido Japén

CBS 12128 A. foetidus FJ491694 Awamori-Koji Japoén

CBS 101883 A. lacticoffeatus EU163270 Granos de Café Indonesia
ITEM 4501 A. niger AJ964872 Desconocido Estados Unidos
ITEM 4509 A. welwitchiae AJ964874 Uvas ltalia

ITEM 4503 A. carbonarius AJ964873 Uvas ltalia

CBS 115572 A. sclerotioniger EU163271 Granos de Café India

ITEM 4776 A. ibericus AJ971805 Uvas Portugal
CBS 121057 A. sclerotiicarbonarius  EU159235 Granos de Robusta coffee  Tailandia
ITEM 4505 A. ellipticus AM117809 Suelo Costa Rica
ITEM 7045 A. heteromorphus AM421461 Contaminacién de cultivo Brasil

ITEM 7034 A. japonicus AJ964875 Desconocido Desconocido




Tabla IV.4. Continuacion.

CBS 12327
CBS 114.80
ITEM 4834
CBS 121060
CBS 31389
ITEM 7046
ITEM 7556
CBS 127449
CBS 100927
ITEM 14821
ITEM 147837

. violaceofuscus
. indologeus

. uvarum

. aculeatinus

. fijensis

. aculeatus

. homomorphus

> > > > > > > >

. saccharolyticus
A. flavus
A.trinidadensis

A floridensis

FJ491698
AM419750
AM745755
EU169241
FJ491695
AJ964877
AMB87865
HM853554
EF202063
HE984434.1
HE984429.1

Suelo

Suelo

Uvas

Granos de Arabica coffee
Suelo

Suelo Tropical
Suelo

Madera tratada
Celofan

Muestra ambiental
Muestra ambiental

Puerto Rico

India

Italia, Apulia
Tailandia

Fiji

Desconocido

Israel

Dinamarca

Isla de Pacifico Sur
Trinidad y Tobago
Estados Unidos, Florida
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IV.7. Disefio de cebadores especificos de especie

IV.7.1. Reacciones de PCR

IV.7.1.1. Materiales y condiciones de reaccion

Mezcla de reacciéon de PCR optimizada (para una reaccion de reamplificacién): 0,2
mM dNTPs (Promega), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCl a pH 8.3), 1,25 U
Tag DNA polimerasa (Promega), 0,3 uM cebador (ISSR (Tabla IV.3)), 1,6 mM de
Cl,Mg y 5 ul de ADN templado; en un volumen final de 50 pl.

Programa de PCR (cebadores ISSR. reamplificacién): 1 ciclo a 94° C por 2 min,
seguido por 33 ciclos a 94° C por 1min, 58° C por 50 s, 72° C por 1 min. Se realiz6 una

extension final de 7 min a 72° C y se mantuvo a 4° C por 10 min.

Mezcla de reaccién de PCR optimizada (para una reaccién, directo de colonia): 0,2
mM dNTPs (Promega), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCl a pH 8.3), 1,25 U
Taq DNA polimerasa (Promega), 0,5 uM cebador M13F y M13R, 1,5 mM de CI,Mgy &
pl de ADN templado; en un volumen final de 50 pl.

Programa de PCR (M13F/M13R): 1 ciclo a 94° C por 2 min, seguido por 30 ciclos a 94°
C por 18 s, 55° C por 18 s, 72° C por 1 min. Se realizdé una extension final de 5 min a

72° C y se mantuvo a 4° C por 10 min.

IV.7.2. Metodologia

Los fragmentos considerados especificos de especies se escindieron del gel de
agarosa y posteriormente se disolvieron en agua bidestilada estéril (proporcién: 10 mg
de gel: 10 pl de agua) a 45° C en bafio térmico por 10 min. Luego se re-amplificaron
utilizando el cebador ISSR correspondiente con las condiciones descriptas en el punto
IvV.7.1.

Los productos amplificados se analizaron en geles de agarosa al 1,5%, tefiidos
con bromuro de etidio a fin de verificar la amplificacién de un Unico producto y estimar
su tamario. Dicho producto se purificoé utilizando columnas de purificacion de ADN
(DNA Wizard DNA Clean-Up Kit, Promega, Madison, WI) de acuerdo a las
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instrucciones del fabricante y posteriormente dichos fragmentos fueron clonados con
las condiciones descriptas en el punto IV.7.3, para su posterior secuenciacion.

IV.7.3. Clonado de los fragmentos especificos

IV.7.3.1. Materiales

¢ Medio LB (Luria-Bertani): Tripteina Bacteriolégica 10,0 g; Extracto de levadura
5,0 g; NaCl 5,0 g; H,O deionizada hasta completar 1.000 ml.

e |IPTG solucién stock 0,1M: 1,2 g de IPTG en volumen final de 50 ml de agua
destilada, esterilizado por filtracion y almacenado a 4°C.

o X-Gal 2mi: 100 mg 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-B-D-galactosidasa disuelto en 2
ml de N, N’ dimetil formamida. Almacenado a -20°C cubierto con papel
aluminio.

¢ Medio SOC: Tripteina Bacteriologica 10,0 g; Extracto de levadura 0,5 g; 1 mide
NaCl 1 M; 0,25 mi de KCl 1 M; 1 ml de Mg™ 2M y 1 ml Glucosa 2 M
(esterilizado por filtracion).

e Mg™ 2M: 20,33 g de MgCl, 6 H,0; 24,65 g de MgSO, 7 H,O en volumen final
de 100 ml de agua destilada. Esterilizado por filtracion.

e Células competentes: JM109 (recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK—, mK+),
relA1, supE44, A (lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laclqZAM15]). Promega.

« Medio LB suplementado con ampicilina: 15 g de agar a un litro de medio de LB.
Esterilizado en autociave. Aproximadamente a los 50°C se colocd ampicilina a
volumen final de 100 pg/ml.

e Medio LB con Ampicilina/IPTG/X-Gal: Diseminacion con espatula de drigalsky
de 100 ul de IPTG 100 mM y 2 ul de X-Gal 50 mg/ml a las placas de Medio LB
suplementado con ampicilina. Secado en estufa a 37°C durante 30 min.

IV.7.3.2. Ligacién
Mezcla de reaccidn ligacion (para una reaccién): 1X Buffer de ligaciéon rapida T4 DNA

Ligasa; 1yl de pGEM-T (50ng); * ul del producto de PCR (15ng); 1ul de T4 DNA Ligasa
(3 Weiss units/ul); en un volumen final de 10 pl (agua libre de nucleasas). Dichas

reacciones se incubaron durante la noche a 4 ° C.
* Radio Molar de producto de PCR: vector (3:1)



IvV.7.3.3. Transformacion bacteriana

A las células competentes (JM109, Promega) 50 ul, se agregd 2 pl de la mezcla
resultante de la ligacion. Se incubaron durante 30 min en hielo y luego se realizé un
choque témico a 42° C durante 45-50 segundos. Inmediatamente se colocaron los
tubos en hielo. Posteriormente se adicioné 950 ul de medio SOC y se incubd a 37° C
durante 1,5 h. Luego de esta incubacion se sembraron 100 pl en una placa con medio
LB suplementado con ampicilina (100 ug/ml), y se incubaron a 37° C por un dia. Para
facilitar la coloracion de las colonias para su seleccion se incubaron a 4° C (Sambrook
y col., 1989).

IV.7.4. PCR directo de colonia

Luego del periodo de incubacion, se seleccionaron colonias blancas de cada
fragmento de interés ligado. Dichas colonias fueron repicadas en LB suplementado
con ampicilina (100 pg/mi) e incubadas a 37° C por un dia. A partir de las mismas se
realizd una disolucién en agua libre de nucleasas, posteriormente se incubaron por 10
min a 100° C. Luego se utilizaron éstas ultimas como molde (para confirmar la
presencia del inserto de interés) para realizar una PCR con las condiciones descriptas
en el punto IV.7.1, de cada colonia seleccionada y repicada de cada clon.

IV.7.5. Reaccion de clivaje

Mezcla de reaccién de clivaje (para una reaccion): 1X Buffer H; 5 pl de plasmido (500-
1000 ng); 0,2 il de BSA (0,1 pg/uL); 0,1 ul de EcoRlI (1 U; stock 12 U); en un volumen
final de 20 pL (agua libre de nucleasas). Dichas reacciones se incubaron a 37° C por 2
hs.

IV.7.5.1. Metodologia

Las reacciones de clivaje se examinaron por electroforesis en geles de agarosa al
0,8% tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pug/ml) y se visualizaron con un digitalizador
MiniBis Pro (DNR), a fin de verificar la liberacién de los fragmentos clonados. El
tamafio de los fragmentos se estimé por comparacién con ADN testigo (Invitrogen,

Inc., 100-bp Ladder) con bandas de referencia que oscilan entre 100 — 2072 pb.
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IV.7.6. Analisis de secuencias de los fragmentos especificos

Los datos de la secuencia de la banda obtenida se alinearon con el programa
BioEdit version 4.7.8n y se compararon con la base de datos en el GenBank (NCBI o
National Center for Biotechnology Information). A partir de dicha secuencia, se
disefiaron cebadores especificos con el programa Primer 3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/input.htm) y se sintetizaron (Invitrogen).

Para todos los cebadores disefiados se optimizaron las condiciones de
amplificacién, utilizando diferentes condiciones de PCR a fin de lograr buena
intensidad de amplificacion y especificidad, variando la concentracion de Mg (1.5, 1.75,
2.0, 2.25 y 2.5 mM), la concentracién de los cebadores (0.1, 0.2, 0.5y 1.0 yM) y las
temperaturas de apareamiento (50 a 60° C). La concentracion de ADN templado en
cada reaccion fue de ~ 10 ng y la de cada dNTPs de 0.2 mM. En todas las reacciones
se utilizé un control negativo y el control positivo correspondiente. Los productos de
PCR se analizaron en geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml). El
tamafio de los fragmentos obtenidos se estimaron por comparacion con ADN testigo
(New England Biolabs, 100-bp Ladder) con bandas de referencia que oscilan entre 100
— 2072 pb.

La sensibilidad de las reacciones de PCR fue evaluada usando diferentes
concentraciones de ADN de las cepas de Aspergillus seccioén Nigri, 10 ng, 1 ng, 100
pg, 10 pg, 100 fg, 10 fg y 1 fg por microlitro en una mezcla de reaccién de PCR de 20
yl. Una vez obtenidas las condiciones de PCR 6éptimas se evalud la especificidad de
los cebadores disefiados usando ADN puro de diferentes cepas fungicas.

Mezcla de reaccién de PCR optimizada (para una reaccién): 0,2 mM dNTPs
(Promega), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI a pH 8.3), 1,25 U Taq DNA
polimerasa (Promega), 0,2 uM de cebador Fibe1 y Fibe2, 1,5 mM de MgCl, y 2,5 pl de

ADN templado; en un volumen final de 20 pl.

Programa de PCR (Fibe): 1 ciclo a 94° C por 5 min, seguido por 30 ciclos a 94° C por

1min, 57° C por 30 s, 72° C por 1 min. Se realizé una extensién final de 5 mina 72°C
y se mantuvo a 4° C por 10 min.
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IV.8. Multiple PCR utilizando los cebadores CARBO1/2 y Fibe/Ribe

IV.8.1. Reacciones de PCR

IV.8.1.1. Materiales y condiciones de reaccion

Mezcla de reaccién de PCR optimizada (para una reaccién): 0,2 mM dNTPs
(Promega), Buffer PCR 1X (60 mM KCI; 10 mM Tris-HCI a pH 8.3), 1,25 U Tag DNA

polimerasa (Promega), 0,2 yM de cebador Fibe1 y Fibe2, 0,5 uM de cebador CARBO1
y CARBO 2; 1,5 mM de MgCl. y 2,5 ul de ADN templado; en un volumen final de 20 .

Programa de PCR (Mdltiple PCR Fibe/CARBO): 1 ciclo a 94° C por 5 min, seguido por

30 ciclos a 94° C por 1min, 57° C por 30 s, 72° C por 1 min. Se realiz6 una extensién
final de 5 min a 72° C y se mantuvo a 4° C por 10 min.

IV.8.2. Metodologia

Se utilizaron las condiciones de amplificaciéon descriptas en el punto IV.8.1.1 para
la identificaciéon conjunta de A. carbonarius y A. ibericus. Un control negativo que no
contenia el ADN templado se incluyé al experimento. También se incluyeron controles
positivos: A. carbonarius A2034 y A. ibericus ITEM 4776.

La amplificacion se realizd en un Termociclador MJ Research PTC-200 (MJ
Research Inc., Watertown, MA) con las condiciones descriptas en el punto IV.8.1.1.
Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1,5% tenidos con bromuro de etidio (0,5 ug/ml) y se visualizaron con un digitalizador
MiniBis Pro (DNR). El tamafio de los fragmentos obtenidos se estimé por comparacion
con ADN testigo (Promega, 100-bp Ladder) con bandas de referencia que oscilan
entre 100-1500 pb.




V. Resultado y Discusion
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Identificacion de las cepas mediante caracteres morfolégios

En el presente estudio se evaluaron 194 cepas de Aspergillus seccién Nigri
aisladas de diferentes sustratos, 9 de ellas fueron clasificadas como Aspergillus
uniseriados, 28 como A. carbonarius y 157 como pertenecientes al agregado A. niger,
siguiendo la clave taxonoémica de Klich (2002). Las especies uniseridas fueron aisladas
Gnicamente de pasas de uvas y mani, y A. carbonaruis principalmente en pasas de
uvas, suelo y residuos de cerveceria, mientras que las especies pertenecientes al
agregado A. niger se aislaron a partir de todos los sustratos analizados (Tabla V.1)
(Anexo VIII.1). Por otro lado, se evaluaron las caracteristicas morfolégicas de todas las

cepas de referencia descriptas en el punto [li.1.

Tabla V.1. NUmero de cepas identificadas como Aspergillus seccién Nigri en los diferentes

sustratos.

Fuente A. carbonarius  agregado A. niger  Uniseriados Total
Uvas - 5 - 5
Pasas 23 37 5 65
Café - 5 - 5
Mani - 57 4 61
Suelo 2 3 - 5
Soja - 29 - 29
Residuos de cerveceria 3 2 - 5
Almendra - 13 - 13
Pimienta - 6 - 6
Total 28 157 9 194

En las figuras V.1, V.2, V.3 y V.4 se muestran las caracteristicas macromorfologicas
de un miembro del agregado A. niger, dos cepas Uniseriadas y de una cepa de A.
carbonarius, respectivamente, en los medios CYA, MEA, CY20S, CZ después de 7
dias de incubacion a 25° C yen CYA a 37° C.
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Figura V.1. Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus seccion Nigri
perteneciente al agregado A. niger (ANRC 703) en los medios MEA (A), CYA (B), CY20S (C) a
25°Cy CYA (D) a 37°C CZ (E) durante 7 dias de incubacioén.
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Figura V.2. Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus seccion Nigri
uniseriada (ANRC 530) en los medios MEA (A), CYA (B), CZ (D), CY20S (E) y CREA (F) a
25°C y CYA (C) a 37°C durante 7 dias de incubacion.
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Figura V.3. Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus seccion Nigri
uniseriada (ANRC 426) en los medios MEA (A), CYA (B), CZ (D), CY20S (C) y CREA (E) a
25°C y CYA (F) a 37°C durante 7 dias de incubacion.
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Figura V.4. Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus carbonarius (ANRC
502) en los medios MEA (A), CYA (B), CZ (D), CY20S (E) a 25°C y CYA (C) a 37°C durante 7

dias de incubacion.
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El grupo de especies donde se observaron las mayores variaciones
macromorfoldgicas correspondio al agregado A. niger, tanto en las cepas de referencia
como en las 157 cepas evaluadas en el presente estudio. En este grupo, las cepas
pertenecientes a una misma especie presentaron un patréon de crecimiento variable.
Por ejemplo, las 3 cepas de A. niger (FRR 5722, FRR 5695 e ITEM 4501) y las 3
cepas de A. welwitschiae de referencia evaluadas (FRR 5804, ITEM 4502 e ITEM
4509) exhibieron diferentes patrones de crecimiento en MEA y CYA a 25° C después

de los 7 dias de desarrollo (Figura V.5).

Figura V.5. Morfologia de las colonias (anverso y reverso) de las cepas de Aspergillus seccion
Nigri pertenecientes al agregado A. niger en los medios MEA (A-J) y CYA (K-T) a 25°C durante
7 dias de incubacién. A. tubingensis ITEM 4845 (A, E, J, O); A. niger FRR 5722 (B, F, K, P); A.
welwitschiae FRR 5804(C, G, L, Q); A. tubingensis FRR 5720 (D, H, M, R); A. niger FRR
5695(E, I, N, S).
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Resultados similares fueron observados entre las 157 cepas pertenecientes al
agregado A. niger aisladas de los diferentes sustratos. La Figura V.6 muestra las
caracteristicas macromorfolégicas de sélo 8 cepas de las 157 analizadas, que fueron
identificadas ademas usando cebadores especificos, de manera de visualizar las
variaciones morfoldgicas encontradas dentro del agregado. Accensi y col. (2001)
realizaron un estudio morfolégico de 92 aislamientos incluyendo cepas de coleccion
representativas de las diferentes especies del agregado A. niger, y determinaron que
las medidas registradas de todas las cepas fueron razonablemente coherentes, pero
los rangos se superponen, por lo que los caracteres morfologicos evaluados ofrecen
poco valor para la diferenciacion de especies dentro del agregado A. niger. Es por esto
que en todas las clasificaciones morfoloégicas propuestas, la delimitacion de algunas

especies es problematica debido a que ellas son distinguidas por diferencias

r
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Figura V.8. Morfologia de las colonias (anverso y reverso) de las cepas de Aspergillus seccion
Nigri pertenecientes al agregado A. niger en los medios MEA (A-J) y CYA (K-T) a 25°C durante
7 dias de incubacion. Cepa ANRC 517 (A, E, K, P); cepa ANRC 522 (B, G, L, Q); cepa ANRC
603 (C, H, M, R); cepa ANRC 702 (D, I, N, S); cepa ANRC 602 (E, J, O, T).
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Figura V.6. Continuacion. Morfologia de las colonias (anverso y reverso) de las cepas de
Aspergillus seccion Nigri pertenecientes al agregado A. niger en los medios MEA (A-F) y CYA
(I-P) a 25°C durante 7 dias de incubacion. Cepa ANRC 415 (A, D, G, J);, cepa ANRC 458 (B, E,
H, K); cepa ANRC 446 (C, F, [, L).
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La cepa ANRC 704 aislada de café, presenté caracteres morfolégicos atipicos a
dicho agregado. Las colonias en MEA, CYA y CY20S a 25°C después de los 7 dias de
desarrollo presentaron color blanco amarillento, mientras que en CYA a 37° C la
colonia fue de color marrdn oscuro a negro, tipico de la seccién Nigri (Figura V.7,

Tabla V.2).

E

Figura V.7. Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus seccion Nigri
perteneciente al agregado A. niger (ANRC 704) en los medios MEA (A), CYA (B), CZ D) Y
CY20S (E) a 25°C y CYA (C) a 37°C durante 7 dias de incubacion.
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A. lacticoffeatus (ITEM 7559), otra especie perteneciente al agregado A. niger
presenta diferencias claras en cuanto a la macromorfologia; las colonias en MEA, CYA
y CY20S a 25°C y CYA a 37°C despues de los 7 dias de desarrollo fueron de color
marrdn claro (Figura V.8). A pesar de las caracteristicas morfoldgicas distintivas, dicha
especie esta relacionada filogenéticamente con A. niger (Samson y col., 2004). Datos
de secuencias indican que A. /acticoffeatus es sindonimo de A. niger, y ademas no
productor de nafto-y-pironas. Jergensen y col. (2011) y Chiang y col. (2010)
demostraron una relacion entre el pigmento negro y la produccion de nafto-y-pironas a

través del gen PksA y denominaron a A. /acticoffeatus como una mutante de color de

A. niger.

A B E

Figura V.8. Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de A. lacticoffeatus ITEM 7559, en
los medios MEA (A), CYA (B), CZ (D), CY20S (E) a 25°C y CYA (C) a 37°C durante 7 dias de

incubacion.

De lo anteriormente expuesto, se concluye que el analisis morfoldgico de las
cepas pertenecientes al agregado A. niger, no resulta adecuado como Unica
herramienta para definirlas a nivel de especie. Es bien sabido que las especies del
agregado no pueden distinguirse usando solamente este caracter (Samson y col.,
2007), por lo que, en el presente estudio se incluyeron dentro del agregado todas
aquellas cepas biseriadas cuyos tamarios de conidios fueron menores a 5 ym (Abarca
y col., 2004).

Todas las cepas de referencia pertenecientes a la serie Carbonaria evaluadas, A.
carbonarius FRR 5690, A. carbonarius A2034, A. sclerotioniger ITEM 7560 y A.
ibericus ITEM 4776 presentaron caracteristicas macromorfolégicas tipicas de cada
especie. Aspergillus sclerotioniger ITEM 7560 presenta una macromorfologia que la
distingue de las otras especies de la serie Carbonaria. Dicha especie, no desarrolla en
el medio CYA a 37° C, presenta colonias con tonalidades amarillas en MEA, CYA,
CY20S y CZ a 25°C después de 7 dias de incubacion y forma esclerocios amarillo
anaranjados en MEA, CYAy CZ a 25°C (Figura V.9).
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Figura V.9. Morfologia de las colonias (anverso) de la cepa de Aspergillus sclerotioniger ITEM
7560, en los medios MEA (A), CYA (B), CY20S (C), CZ (D) a 25°C durante 7 dias de

incubacion.

En cambio, A. ibericus es fenotipicamente muy similar a A. carbonarius, por lo
cual no pueden distinguirse morfolégicamente. Ambas especies tienen cabezas
aspergillares negras, biseriadas con estipes largos y conidos entre 5y 7 uym. Una
caracteristica de ayuda para diferenciar ambas especies es el reverso de la colonia en
CZ, en A. carbonarius usualmente es oscuro o verde oliva central, mientras que en A.
ibericus es palido. Ademas, en MEA y CZ, A. ibericus crece mas rapidamente que A.
carbonarius. Mas allda de estas diferencias morfologicas, la principal diferencia radica
en el perfil de metabolitos secundarios, no encontrandose cepas de A. ibericus
capaces de producir OTA mientras que, todas las cepas de A. carbonarius son buenas
productoras de dicha toxina (Serra y col., 2006).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, 23 cepas aisladas a partir de pasas de
uvas, 3 aisladas de residuos de cerveceria y 2 aisladas de suelo de vifiedos se
clasificaron morfolégicamente como A. carbonarius (Abarca y col., 2004).

Las caracteristicas macromorfoloégicas de las cepas de referencia uniseriadas: A.
japonicus ITEM 7034; A. aculeatus ITEM 7046 y A. uvarum ITEM 4834 evaluadas se

muestran en la Figura V.10.
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Figura V.10. Morfologia de las colonias (anverso, reverso) de las cepas de Aspergillus seccion
Nigri uniseriadas de referencia; Aspergillus aculeatus ITEM 7046 (A, B) CYA25; (C, D) MEA; (E,
F) CY20S; (G, H) CYA37; (I, J) CZ; (K, L) CREA; Aspergillus japonicus ITEM 7034 (M, N)
CYA25; (O, P) MEA; (Q, R) CY20S; (S, T) CYA37; (U, V) CZ; (W, X) CREA durante 7 dias de

incubacion.
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Figura V.10. Continuacion. Morfologia de las colonias (anverso, reverso) de las cepas de
Aspergillus seccion Nigri uniseriadas de referencia; Aspergillus uvarum ITEM 4834 (A, B)
CYAZ25; (C, D) MEA; (E, F) CY20S; (G, H) CYA37; (I, J) CZ; (K, L) CREA durante 7 dias de

incubacion.

Las cepas uniseriadas ANRC 529, ANRC 530, ANRC 545 y ANRC 549 aisladas
de pasas de uvas y la cepa ANRC 406 aislada de mani presentaron una
macromorfologia idéntica entre ellas aunque algo diferentes a las especies uniseriadas
de referencia evaluadas en el presente estudio (comparar las Figuras V.2 con V.10). El
anverso de la colonia en CYA 25° C de las 5 cepas presentaron una coloracion marrén
oscura en la periferia y crema en la zona central, esclerocios color crema a durazno,
abundantes exudados hialinos y el reverso fue surcado radialmente con coloracién
amarillo clara. En CYA 37° C el anverso de la colonia presentd una coloracién negra
grisacea en el centro y salmoén a anaranjado en la periferia, micelio surcado arrugado,
pocos exudados hialinos y el reverso fue arrugado en el centro con coloracién negro
grisaceo y anaranjado en la periferia. En CY20S el anverso de la colonia fue arrugado
y surcado de color marrén oscuro con tonalidades cremas, la textura del micelio fue

aterciopelada con aspecto lanoso bajo lupa, el reverso resultd ser arrugado grueso de
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color amarillo crema. En CREA se observé pobre crecimiento (esporulacién fina y poco
densa) y una mediana a buena produccion de acidos. La cepa ANRC 528 aislada de
pasas de uvas presenté diferencias macromorfologicas en CYA a 25° C con respecto a
las cepas anteriormente descriptas. El anverso de la colonia presentd un micelio
aterciopelado marrén, mientras que la zona central presenté aspecto lanoso grisaceo,
no presentd esclerocios y el reverso de la colonia fue arrugado centralmente, surcado
y de color crema amarillenta. En CY20S presentd caracteristicas similares a lo
observado en CYA a 25° C, excepto que el anverso fue de color marrén claro en la
periferia y crema en el centro. En MEA, CYA a 37° C y CZ las caracteristicas son las
similares a las observadas en las otras 5 cepas uniseriadas descriptas anteriormente.
Las cepas ANRC 410, ANRC 426 y ANRC 429 aisladas de mani, evaluadas
presentaron similares caracteristicas de crecimiento entre ellas, pero con algunas
diferencias a las de referencia evaluadas (comparar las Figuras V.3 con V.10). La
macromorfologia de éstas en el medio CZ fue muy similar en coloracion y aspecto a la
de la cepas de referencia de A. uvarum ITEM 4834 (comparar las Figuras V.3 con
V.10). En CREA presentaron pobre crecimiento y nula produccién de acido. Samson y
col. (2007) destacaron que las 4 especies uniseridas conocidas hasta ese momento
pueden distinguirse utilizando el medio CREA, donde A. uvarum presenta pobre
crecimiento y limitada produccién de acido mientras que A. japonicus y A. aculeatus
desarrollan bastante bien y presentan moderada produccion de acido. En contraste A.
aculeatinus crece moderadamente y presenta buena produccion de acido. Es por esto
que de acuerdo con las caracteristicas observadas en los disintos medios de cultivo
(superposicion de caracteristicas), no fue posible identificar, a nivel de especie, las
cepas clasificadas morfolégicamnete como Aspergillus Uniseriados..

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, 5 cepas aisladas a partir de pasas de
uvas y 4 aisladas de mani se clasificaron morfolégicamente como Aspergillus
Uniseriados (Abarca y col., 2004).

En la Tabla V.2 se detallan las caracteristica morfolégicas observadas en CYA25
y MEA de 10 miembros del agregado A. niger, 2 cepas de Aspergillus Uniseriado y 1
cepa de A. carbonarius a fin de mostrar algunos de los caracteres tenidos en cuenta
para distinguir morfolégicamente a las especies de Aspergillus seccion Nigri. Se
describen 10 cepas del agregado A. niger, ya que fue el grupo donde se encontré
mayor variabilidad morfologica, esto es de esperar ya que hasta el momento el
agregado A. niger se encuentra formado por 10 especies (Varga y col., 2011).
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En el presente estudio, las especies pertenecientes al agregado A. niger fueron el
grupo de especies mas frecuentemente aislado como contaminante en todos los
sustratos analizados. En cambio, A. carbonarius y Aspergillus uniseriados sélo fueron
aislados de pasas de uvas y mani en baja frecuencia. Estos datos concuerdan con los
informados por varios autores que evaluaron la incidencia de Aspergillus Seccion Nigri
en diferentes sustratos incluyendo uvas y pasas de uvas (Magnoli y col., 2004; Chulze
y col., 2006; Chiotta y col., 2009; Belli y col., 2004a; Romero y col., 2005; Bau y col.,
2005; Palumbo y col., 2011), suelo de vifiedos (Leong y col., 2007; Barberis y col.,
2013), café (Taniwaki y col., 2003), mani (Magnoli y col., 2007, Palencia y col., 2009)
cocoa (Copetti y col., 2010), entre otros.




Tabla V.2. Caracteristicas morfologicas de diferentes especies de Aspergillus seccion Nign observadas en el presente estudio.
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Especies Forma conidios Tamafio  Textura Tamafio de la Diametro en MEA  Color y textura en MEA Diametro en Color y textura en CYA 25
conidios vesicula (um) {mm) CYA 25 (mm)

agregado A.  Globosos <5um Lisos a (40)-43-(48) (55)-56-(57,5) Marrén oscuro a negro, (55)-56-(57,5) Negro grisaceo con micelio

niger (ANRC ligeramente flocoso central, reverso blanco periférico, flocoso

703) rugosos no marcado. fino y levemente lanoso,
reverso arrugado color
crema.

agregado A. Globosos <5um Lisos a (35)-51.6-(60) (40)-42-(44) Negro a negro grisaceo, (53)-55-(57) Marrén oscuro a negro,

niger (ANRC ligeramente finamente flocoso, micelio blanco en la

702) rugosos reverso no marcado periferia, flocoso, reverso
arrugado central (amarilla
clara) y surcado radial
(crema).

agregado A.  Globosos <5um Lisos a (50,4)-55,7-(60)  (47,5)-48,7-(50) Marrén oscuro, finamente  (52)-55-(59) Marrén oscuro, micelio

niger (ANRC ligeramente flocoso, reverso no flocoso a finamente flocoso,

522) rugosos marcado. reverso arrugado central

(crema grisaceo) y surcado
radialmente (crema).
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Especies Forma Tamafio  Textura Tamafio de la Diametro en MEA  Color y textura en MEA Diametro en Color y textura en CYA 25
conidios conidios vesicula (ym) (mm) CYA 25 (mm)

agregado A. Globosos <5pm Lisos a (55,2)-60,3- (47,5)-47,6-(48) Marron oscuro a negro, (52,5)-53,8-(65)  Negro, flocoso y espaciado,

niger (ANRC ligeramente  (67,2) flocoso, reverso no arrugado central

602) rugosos marcado. continuando surcado (crema
a crema grisacea).

agregado A. Globosos <5um Lisos a (52,8)-62-(66) (44)-44,5-(45) Negro, con micelio (52)-55-(59) Negro y blanco, flocoso y

niger (ANRC ligeramente blanquecino, flocoso, aterciopelado, reverso

603) rugosos reverso no marcado arrugado mas compacto en
el centro y amarilio grisaceo
con bordes color crema.

agregado A. Globosos <5pm Lisos a (48)-63,4-(72) (43,5)-44,5-(46) Marron oscuro con leves  (55)-57-(60) Marrén oscuro, flocoso

niger (ANRC ligeramente tintes amarillentos, central y finamente flocoso

517) rugosos finamente flocoso, en la periferia, reverso

reverso no marcado

arrugado y surcado
(amarrilio crema).
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Especies Forma Tamafio  Textura Tamafio de la Diametro en MEA  Color y textura en MEA Diametro en Color y textura en CYA 25
conidios conidios vesicula (um) (mm) CYA 25 (mm)

agregado A.  Globosos <5um Lisos a (45,6)-48-(50,4)  (47,5)-48-(50) Negro y amarillo, micelio  (53,5)-55,6(60) Negro central y micelio

niger (ANRC ligeramente flocoso, reverso no blanco amarillento, flocoso

704) rugosos marcado central continuando
aterciopelado, reverso
arrugado mas compacto en el
centro y gris con bordes
surcados color crema

Asperygillus Globosos a <5pm Lisos a (36)-43-(50) (44)-45,5-(47,5) Marrén oscuro, micelio Crecimiento Marron oscuro en periferia y

Uniseriado subglobosos ligeramente crema pegado al agar, completo crema central, micelio

(ANRC 530) rugosos finamente flocoso, aterciopelado periférico,

reverso no marcado. reverso surcado radialmente

amarillo claro.

A. carbonarius Globosos >7um Rugosos (72)-76,8-(84) (52)-55.1-(57) Negro, micelio blancoen  (55)-55.3(56) Negro, micelio blanco en

(ANRC 514)

region central, flocoso,

reverso no marcado.

periferia, flocoso, reverso
arrugado central y surcado en
periferia con coloracion
oscura y crema
respectivamente.
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Especies Forma Tamafio  Texlura Tamafio de la Didmetro en MEA  Color y textura en MEA Diametro en Color y textura en CYA 25
conidios conidios vesicula (um) (mm) CYA 25 (mm)
agregado A. Globosos <5pm Lisos a (58,8)-63,3- (46)-47-(47,5) Marrén oscuro a negro, (563)-53,5-(54) Marrén oscuro a negro, con
niger (ANRC ligeramente  (69,6) con tonalidades blancas micelio blanco en la
458) rugosos periféricas. Micelio superficie. Micelio flocoso
flocoso central, menos central y algodonoso en la
denso en la periferia. periferia. Reverso arrugado
Reverso no marcado. compacto, marrén claro, con
tonalidades en amarillo oro y
crema.
agregado A.  Globosos <5um Lisos (34,8)-49-(58,8) (37,5)-39-(40,5) Marron claro, con (51)-54-(58) Marrén claro a oscuro.
niger (ANRC tonalidades blancas Micelio aterciopelado.
415) centrales. Micelio Reverso arrugado central y
finamente flocoso. surcado en la periferia.
Reverso no marcado
agregado A. Globosos <5pum Ligeramente  (34,8)-49-(58,8)  (46)-50,8-(56,5) Marron oscuro a negro Crecimiento Marrén oscuro a negro con
niger (ANRC rugosos con lana blanquecina a completo lana blanquecina a grisacea.
446) grisacea. Micelio flocoso Micelio flocoso y lanoso.

y lanoso. Reverso no

marcado

Reverso arrugado central y
surcado, con pigmentos
amarillos.
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Especies Forma Tamafio  Textura Tamaiio de la Diametro en MEA  Color y textura en MEA Diametro en Calor y textura en CYA 25
conidios conidios vesicula (um) {mm) CYA 25 (mm)

Aspergillus Globosos a <5pm Lisos a (42)-55,2-(69,6) Crecimiento Marrén claro. Micelio Crecimiento Marrén oscuro a negro con

Uniseriado subglobosos rugosos completo finamente flocoso, completo micelio blanco. Micelio

(ANRC 410) pegado al agar. Reverso flocoso. Reverso arrugado

no marcado.

central marrén verdoso y
surcado en la periferia con

tonalidades crema.
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Los conidios de las cepas de Aspergillus secciéon Nigri evaluadas de los diferentes
sustratos se muestran en la Figura V.11. El tamafio de los conidios de las especies
uniseriadas, agregado A. niger y A. carbonarius fue caracteristico de cada especie y
presentaron conidios de tamafio promedio a lo informado por otros autores (Tabla V.2)
(Samson y col., 2007). En general, las especies de A. carbonarius producen conidios
grandes (7 — 9 um) al igual que ofras especies, incluyendo A. ibericus, A.
homomorphus, A. sclerotiicarbonarius y A. sclerotioniger. La mayoria de las otras
especies producen conidios de tamafio que oscilan entre (2,5-) 3-4,5 (-5 ym). La
ornamentacion de los conidios es también caracteristica en algunas especies, por
ejemplo, A. homomorphus y A. ibericus producen conidios con apariencia espinosa,
mientras que las otras especies producen conidios que presentan paredes lisas o casi
lisas, incluyendo A. vadensis y A. lacticoffeatus. Sin embargo la ornamentacion es un
parametro muy dificit de distinguir utilizando microscopia 6ptica no pudiendo
diferenciarse los distintos tipos de rugosidades o bien si es rugoso o espinoso. Es por
esto que informamos ornamentaciones lisas, lisas a ligeramente rugosas y rugosas.
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Figura V.11. Morfologia de los conidios de las cepas de Aspergillus seccidén Nigri desarrollados
en el medio MEA a 25° C durante 7 dias de incubacion observados con un aumento de 400X.
(A) agregado A. niger (ANRC 415), (B) agregado A. niger (ANRC 447), (C) agregado A. niger
(ANRC 458), (D) A. Uniseriado (ANRC 429) y (E) Aspergillus carbonarius (ANRC 514).
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V.2. Identificacion de las cepas mediante métodos moleculares basados en PCR

Los avances en las técnicas de analisis del ADN han conducido al desarrollo de
nuevos métodos para la caracterizacién y diferenciacion de cepas tanto de hongos
flamentosos como de otros organismos. La principal ventaja de los métodos de
identificacion basados en el ADN sobre los métodos de identificacién fenotipica es que
no estan influenciados por las condiciones ambientales (Ness y col,, 1993) y no
dependen de la interpretacion, a veces subjetiva, de caracteristicas morfolégicas. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha supuesto un salto cualitativo en el
diagnéstico flngico puesto que es una técnica rapida, especifica y facil de realizar.
Ademas, debido a su alta sensibilidad requiere muy poca cantidad de ADN molde,
permitiendo detectar moléculas diana en mezclas complejas. Por ello, esta siendo
utilizada para la detecciéon y en algunos casos cuantificacién directa de especies
micotoxigenas y/o fitopatdogenas (Edwards y col., 2002; Russell y Paterson, 20086;
Niessen y col., 2007).

Para contrarrestar las limitaciones que se presentaron al utilizar criterios
morfolégicos en la identificacion de las especies de Aspergillus secciéon Nigri se
consideré necesario usar criterios basados en el andlisis del ADN ya que pueden
proporcionar una informacién mas objetiva.

En el presente trabajo se utilizaron cebadores especificos de especie a fin de
identificar las distintas cepas clasificadas morfolégicamente como uniseriados (A.
japonicuslA. aculeatus), pertenecientes al agregado A. niger (A. tubingensis y A. niger)
y como A. carbonarius. Esta identificacion no permite la asociaciéon directa con la
produccion de OTA, por lo tanto, el uso de cebadores para la deteccidon de genes
involucrados en la via metabdlica de la micotoxina podria ser mas util. Aunque,
recientemente se han disefiados cebadores que permiten la identificacion de cepas
productoras (Castella y col., 2011) los genes involucrados en la sintesis de OTA aun
no han sido completamente identificados.

Las 194 cepas pertenecientes a Aspergillus secciéon Nigri aisladas de diferentes
sustratos se estudiaron utilizando los cebadores descriptos por Perrone y col. (2004) y
Susca y col. (2007a). De las 157 cepas del agregado A. niger analizadas con los
cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2, 56 (35,7%) amplificaron un fragmento de 505 pb
especifico de A. tubingensis, 74 (47,1%) amplificaron un fragmento de 245 pb
especifico de A. nigery 27 cepas (17,2%) no pudieron ser identificadas usando dichos
cebadores (Tabla V.3) (Figura V.12).
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Figura V.12. Identificacion rapida de Aspergillus niger y Aspergillus tubingensis usando los
cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2 (Multiple PCR). Lineas 1-5: agregado A. niger (cepas
ANRC 521, 300, 304, 602, 403); Lineas 6-8: agregado A. niger (cepas ANRC 518, 520, 301),
M: Marcador de peso molecular (Marcador DNA Ladder Bio Labs New England Inc); Linea 9:
control positivo con A. niger ITEM 4501 y A. tubingensis ITEM 4845; Linea 10: A. japonicus
ITEM 7034: Linea 11: A. carbonarius FRR 5690; Linea 12: control negativo sin ADN.

Debido a que A. niger es conocido por producir OTA, su correcta identificacion
dentro del agregado A. niger es muy importante para evitar una sobreestimacién de los
riesgos de contaminacion y toxicolégicos. A pesar de esto, la identificacién de las
especies dentro del agregado A. niger sigue siendo controversial. Varga y col., (2011)
realizaron una revision de la seccion Nigri donde describieron dos nuevas especies
dentro del agregado A. niger: A. neoniger y A. eucalypticola, ademas reclasificaron a
A. foetidus y A. lacticoffeatus como sinénimos de A. niger, y a A. coreanus como
sinbnimo de A. acidus (anteriormente clasificado como A. foetidus var. acidus;
actualmente denominado A. luchuensis). Usando secuencias de genes conservados,
hasta el momento, dentro del agregado A. niger se han descripto 10 especies

biseriadas divididas en tres subgrupos: A. tubingensis, A. nigery A. brasiliensis.
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Tabla V.3. Numero de cepas de Aspergillus seccion Nigri aisladas de diferentes sustratos que fueron identificadas mediante cebadores especificos de
especie®.

Uniseriados Biseriados A. carbonarius
Sustrato A. japonicus/ PCR A. tubingensis A. niger PCR A. carbonarius PCR
A. aculeatus  negativa negativa negativa
Almendra - - 11 (84,6%) 2 (15,4%) - - -
Café - - - 2 (40%) 3 (60%) - -
Mani 4 (100%) - 18 (31,6%) 26 (45,6%) 13 (22,8%) - -
Pasas de uvas 5 (100%) - 23 (62,2%) 7 (18,9%) 7(18,9%)  21(91,3%) 2 (8,7%)
Pimienta - - - 6 (100%) - - -
Residuos de cerveceria - - - 2 (100%) - 3 (100%) -
Soja - . 1(3,5%) 24 (82,7%) 4 (13,8%) - -
Suelo . - - 3 (100%) - 2 (100%) -
Uvas . - 3 (60%) 2 (40%) - - -
TOTAL 9 (100%) - 56 (35,7%) 74 (A71%) 27 (17,2%) 26 (93%) 2 (7%)

%- Porcentaje de reacciones positivas o negativas en los diferentes sustratos teniendo en cuenta Aspergillus Uniseriados, Biseriados y A. carbonarius. a-Perrone y col.
(2004) y Susca y col. (2007a).
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Debido a que en varios estudios lievados a cabo en Argentina, las especies de
Aspergillus seccién Nigri no han sido caracterizadas por técnicas moleculares, no se
conoce aun en profundidad la distribucion de ias especies en los alimentos y productos
derivados y la importancia de su incidencia natural, factores importantes para evaluar
la posibilidad de contaminacién con ocratoxina A. A pesar de que los datos son
escasos, recientemente Chiotta y col. (2011) y Barberis y col. (2013) evaluaron cepas
aisladas de uvas y suelo de vifiedos en Argentina mediante diferentes marcadores
moleculares encontrando a A. tubingensis como la especie mas frecuente dentro del
agredado A. niger con un porcentaje de aislamiento del 82,9 y 89%, respectivamente.
Estos datos concuerdan con el presente estudio ya que la especie A. tubingensis fue
encontrada con mayor frecuencia en todos los sustratos analizados, a excepcion del
sustrato soja donde soélo se aislo un 3,5% (Tabla V.3).

Las 27 cepas (17,2%) pertenecientes al agregado A. niger que no amplificaron
con los cebadores especificos TUB1/TUB2 y NIG1/NIG2, podrian representar alguna
especie relacionada dentro del grupo A. niger. Puesto que los cebadores disefiados
por Susca y col. (2007a) no diferencian todas las especies pertenecientes al agregado
A. niger, seria necesario utilizar una técnica de DNA Fingerprinting para evaluar la
similitud genética de estas cepas en comparacion con cepas de referencia o bien usar
datos de secuenciacién de los genes B-tubulina y/o calmodulina para dilucidar ia
identidad de las mismas.

Las 9 cepas uniseriadas amplificaron el fragmento especifico de 583 pb usando
los cebadores JAPO1/JAPO2 (Tabla V.3) (Figura V.13). Dichos cebadores no son
especificos de especies, es decir, no distinguen a todas las especies uniseriadas.
Estos cebadores fueron diseflados a partir de secuencia parcial del gen de la
calmodulina (Perrone y col., 2004) cuando sélo habian sido descriptas dos especies
dentro de este grupo, A. japonicus y A. aculeatus, y para muchos investigadores eran
considerados la misma especie puesto que no podian diferenciarse por algunas
técnicas moleculares (DNA fingerprinting; analisis de la region ITS, entre otros)
(Parenicova y col., 1997; Varga y col., 2000). Actualmente, se han descripto ocho
nuevas especies dentro de Aspergillus seccién Nigri Uniseriados: Aspergillus uvarum
(Perrone y col., 2008), Aspergillus aculeatinus (Nooim y col., 2008), Aspergillus
fiiensis, Aspergillus indologenus, Aspergillus violaceofuscus (Varga y col., 2011),
Aspergillus saccharolyticus (Serensen y col., 2011), Aspergillus floridensis y A.
trinidadensis spp. nov (Jurjevi¢ y col., 2012).
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Figura V.13. Identificacion rapida de Aspergillus japonicus/A. aculeatus y Aspergillus
carbonarius usando los cebadores JAPO1/JAPO2 y CARBO1/CARBO2. Linea 1-4: Aspergillus
uniseriados (cepas ANRC 530, 528, 529, 406); Linea 5: A. japonicus ITEM 7034; Linea 6: A.
aculeatus ITEM 7046: Linea 7: A. uvarum ITEM 4834; Linea 8:. A. tubingensis ITEM 4845;
Linea 9: A. carbonarius FRR 5690; Linea 10: control negativo sin ADN; Linea M: Marcador de
peso molecular (Marcador DNA Ladder Bio Labs New England Inc);, Lineas 12-15: A.
carbonarius (cepas ANRC 501, 514, 601, 600); Linea 16: A. carbonarius FRR 5690; Linea 17:
A. tubingensis ITEM 4845; Linea 18: A. japonicus ITEM 7034; Linea 19: A. niger ITEM 4501,
Linea 20: control negativo sin ADN.

Morfoldégicamente, A. uvarum esta estrechamente relacionada con A. japonicus,
sin embargo su velocidad de crecimiento, particularmente en CYA a 37° C, la separa
de esta especie y de A. aculeatus (Perrone y col., 2008), y ha sido aislada a partir de
uvas de diferentes paises del area del Mediterraneo (Francia, Portugal, Italia, Espana,
Israel y Grecia) y aire de ambientes externos e internos en Estados Unidos (Jurjevi¢ y
col., 2012). Aspergillus aculeatinus ha sido aislado Unicamente de granos de café
arabica del norte de Thailandia y granos de café Robusta del sur del mismo.
Morfolégicamente, A. aculeatinus puede distinguirse por la forma y el tamario de los
conidios, los cuales son subglobosos a elipsoidales y mas pequefios (2-5 pym) en
comparacion con los de A. aculeatus / A. japonicus (Noonim y col., 2008). Debido a la
gran diversidad de especies recientemente descripta dentro de las especies
uniseriadas, seria importante poder identificar a nivel de especie los nueve
aislamientos del presente trabajo.

Debido a lo anteriormente expuesto, seria necesario utilizar una técnica de DNA
fringerprinting para evaluar la similitud genética de estas cepas en comparaciéon con
cepas de referencia o bien usar datos de secuenciacién de los genes B-tubulina y/o

calmodulina para dilucidar la identidad de estas cepas identificadas morfolégicamente
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como uniseriadas y que amplificaron un producto de 583 pb con los cebadores
JAPO1/JAPO2.

Aunque A. carbonarius presenta caracteres morfoldgicos distintivos que son
faciimente identificables a través de una evaluacién microscépica (tamafio de los
conidios entre 7 y 9 um), el uso de cebadores especificos, pueden agilizar el proceso
de identificacion y hacerlo mas objetivo. De las 28 cepas identificadas
morfolégicamente como A. carbonarius aisladas de pasas de uvas, residuos de
cerveceria y suelo, que fueron analizadas con los cebadores CARBO1/CARBOZ2, 26
cepas (93%) amplificaron un fragmento de 371 pb especifico de A. carbonarius (Figura
V.13). Las cepas ANRC500 y ANRC547 identificadas morfolégicamente como A.
carbonarius (biseriadas, presencia de conidios mayores a 5 pm) no mostraron una
respuesta positiva usando los cebadores especificos (Tabla V.3).

Varias especies de Aspergillus seccion Nigri producen conidios grandes (6-9 pm)
incluyendo A. carbonarius, A. ibericus, A. homomorphus, A. sclerotiicarbonarius y A.
sclerotioniger (Samson y col., 2007). De ellas, s6lo A. carbonarius y A. ibericus se han
aislados a partir de uvas y suelo (Perrone y col., 2007), por lo que las cepas ANRC547
y ANRC500 aisladas de pasas de uvas podrian representar alguna otra especie
relacionada. Aspergillus ibericus es fenotipicamente muy similar a A. carbonarius y
so6lo pueden diferenciarse a través de caracteres moleculares y perfil de extrolitos
(Serra y col., 2006). Hasta el momento, A. ibericus ha sido aislado sélo a partir de uvas
y pasas de uvas de! Area del Mediterraneo (Serra y col., 2006), posiblemente debido a
que su identificacién se basa principalmente en andlisis de las secuencias del gen de
calmodulina. Por lo tanto, para dilucidar la identidad de estas dos cepas identificadas
morfologicamente como A. carbonarius y que no amplificaron con los cebadores
CARBO1/CARBO?2, seria necesario usar un marcador de ADN que permitiera evaluar
las similitudes genéticas con cepas de referencia o bien usar secuenciacion de genes
conservados.
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V.3. Analisis de metabolitos secundarios

V.3.1. Determinacion del potencial ocratoxicogénico de las especies de
Aspergillus seccion Nigri

En los ultimos afos se ha estudiado ampliamente la capacidad de produccién de
OTA por las especies de Aspergillus seccion Nigri, encontrandose informes ambiguos
sobre la toxigenicidad y el porcentaje de cepas toxigénicas de las diferentes especies.
Dentro de las especies pertenecientes al agregado A. niger y de A. carbonarius el
porcentaje de cepas productoras es variable, del 0,6 al 50% y del 70 al 100%,
respectivamente, asi como los niveles de toxina producida (Abarca y col., 1994, 2004,
Wicklow y col., 1996; Battilani y col., 2006; Perrone y col., 2006a, 2007). Algunos
estudios informan que las cepas de A. japonicus son capaces de producir OTA, pero
aun no ha sido confimado (Dalcero y col.,, 2002; Battilani y col., 2003a). Dicha
variabilidad podria deberse a una incorrecta delimitacion de especies, ya que la
mayoria de las especies pertenecientes al agregado A. niger y especies uniseriadas
sblo se diferencian por métodos moleculares, o mismo puede ocurrir dentro de la
Serie Carbonaria puesto que recientemente se ha descripto a A. ibericus como un
miembro morfolégicamente similar a A. carbonarius pero incapaz de producir OTA.
Ademas, la variabilidad puede ser atribuida al diferente nimero de cepas evaluadas,
condiciones de produccion ya sea medio sintético, temperatura, tiempo de incubacion,
entre otros factores.

Debido a que en un estudio previo se habia encontrado dos cepas identificadas
molecularmente como A. carbonarius (ANRC 601 y ANRC 600) que habian producido
niveles bajos y nulos de OTA, utilizando la metodologia propuesta por Bragulat y col.
(2001) y usando CYA como medio de cultivo (Barberis M, comunicacion personal), y
teniendo en cuenta que Chiotta y col. (2011) mostraron que las cepas de A.
carbonarius que no fueron productoras de OTA en medio CYA fueron capaces de
producir dicha micotoxina en los medios PDB y YES, es que se decidi6 evaluar la
produccion de dicha micotoxina en el medio YES segun la metodologia propuesta por
Teren y col. (1996) con algunas modificaciones descriptas en el punto lll.4.2. Las
cepas aisladas de suelo de vifiedos (ANRC 601 y ANRC 600) fueron incubadas a 30°
C por 7 y 10 dias, en las relaciones Vol. Medio/ Vol. de Recipientes de 1/4 y 1/5. Los

resultados se muestran en la Figura V.14.
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Figura V.14. Produccion de OTA (ug/ml) de dos cepas de Aspergillus carbonarius (ANRC 601;
ANRC 600) en la relacién Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4 y 1/5, incubado a 30° C por 7y 10
dias. * Diferencia significativa (p<0,05).

Se observaron diferencias significativas (P<0,05), con respecto a la relaciéon Vol.
Medio/Vol. Recipiente, siendo los mayores niveles de OTA producidos en la relacién
1/4. A partir de dichos resultados, se decidié utilizar esta relacion para las demas
determinaciones. Esto podria deberse a una disminucién en los niveles de oxigeno,
llevando a niveles superiores de este metabolito secundario en la menor refaciéon Vol.
Medio/Vol. Recipiente. Valero y col. (2008) evaluan el crecimiento y produccion de
OTA en medio sintético de jugo de uva (SNM) empaquetados en combinaciones de
niveles O, (1% - 5%- 20%) y de CO, controlados (0 %-15 %), ademas de aire como
control. Los autores observaron reducciones en la tasa de crecimiento en 1% de O,
seguido de 1% de O, / 15 % de CO,;, mientras que un 5 % O, estimulaba el
crecimiento de todos los aislados. En cuanto a la produccién de OTA, observaron que
el efecto de las distintas atmésferas varia segun la cepa y ademas demostraron que
en A. carbonarius y A. niger la produccion disminuyé en la condicion de 1%
0,/15%C0, y 1% de O,, respectivamente, después de 7 dias de incubacion.
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Una vez elegido el medio YES y la relaciéon Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4, se
determind la produccion de OTA de las 19 cepas de referencia (punto H1.1) variando la
temperatura (15, 25, 30 y 35° C) y el tiempo de incubaciéon (7 y 10 dias) a fin de
optimizar las condiciones de produccién mas apropiadas.. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura V.15.

- 4500

Figura V.15. Niveles de produccion de OTA (ng/mi) a diferentes temperaturas y tiempos en la

relacion Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4.
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Las cepas de referencia pertenecientes al agregado al A. niger (ITEM 7559; FRR
5804; FRR 5695) produjeron OTA con un valor promedio de 98 ng OTA/m| de medio,
mientras que las cepas pertenecientes a la serie Carbonaria (A2034; FRR5690; ITEM
7560) produjeron niveles promedios de 2024 ng OTA/mI| de medio. En la figura V.15 se
observa claramente que la produccién de OTA por estas especies ocurrié en todo el
rango de temperaturas evaluadas (15 - 35°C) lo cual indica que podria existir un
peligro potencial de contaminacién por OTA si las condiciones de almacenamiento de
las materias primas o sustratos no son las adecuadas. No hubo diferencias
significativas (P<0,05) con respecto a los tiempos y temperaturas ensayados.

Astoreca y col. (2007) evaluaron la influencia de los factores ecofisiolégicos sobre
la produccién de OTA por seis cepas del agregado A. niger aislados de semillas de
mani, granos de maiz y granos de café, y dos cepas de A. carbonarius aisladas de
pasas de uvas de Argentina. Dichos autores observaron que la temperatura 6ptima
para la produccion de OTA fue de 25° C para todas las cepas perteneciente al
agregado A. niger, mientras que las cepas A. carbonarius produjeron los mas altos
niveles de OTA a 25 y 30° C, sin diferencias significativas en los perfiles de produccién
entre estas cepas.

En ailgunos casos el contenido de OTA disminuyé considerablemente a mayor
tiempo de incubacion, esta disminucidon no es lo esperado porque la toxina es un
metabolito estable (Figura V.15). Algunos autores han sugerido que esto podria
deberse al hecho de que las cepas pueden eliminar y asimilar la porcion fenilalanina
de la OTA cuando se agotan las fuentes de nitrégeno en el medio de cultivo (Teren y
col., 1996; Marin y col., 2006), lo cual no sucederia a campo puesto que existiria una
abundante fuente de nutrientes.

Luego, se determind la capacidad toxicogénica de 52 cepas pertenecientes a
Aspergillus seccion Nigri (4 cepas de Aspergillus uniseriados, 32 pertenecientes al
agregado A. niger y 16 A. carbonarius). Se observé que las cepas de A. carbonarius
fueron las Unicas capaces de producir OTA, de las 16 cepas evaluadas sélo una
(ANRC 500) no produjo dicha micotoxina. La cepa ANRC 500 fue clasificada
morfolégicamente como A. carbonarius pero no amplificé el producto correspondiente
usando los cebadores CARBO1/CARBO2, por lo que estudios moleculares como la
secuenciacion de regiones conservadas ayudarian a dilucidar si realmente dicha cepa
es A. carbonarius o una especie relacionada. Dentro de las 15 cepas productoras, no
se observaron diferencias significativas (P<0,05) en cuanto a la produccion de OTA
con respecto a las diferentes temperaturas y tiempos de incubacién. Por lo tanto, se
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determiné que las condiciones adecuadas mas simples para la produccién de OTA
deberian ser 25° C por 7 dias (Figura V.16.). Dichas condiciones fueron las elegidas
para analizar la produccién de la micotoxina de las demas cepas. Esto demuestra que
las condiciones 6ptimas para la produccion de OTA varia dependiendo de la cepa
ensayada, estos resultados también fueron encontrados por Michell y col. (2004).
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Figura V.16. Niveles de produccion de OTA (ng/mL) a diferentes temperaturas y tiempos en la
relacién Vol. Medio/Vol. Recipiente 1/4.
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Luego se determind el potencial toxicogénico de la totalidad de las cepas
evaluadas: 157 cepas clasificadas morfolégicamente como pertenecientes al agregado
A. niger, 9 cepas uniseridas y 28 cepas de A. carbonarius, usando las condiciones
seleccionadas anteriormente (25° C por 7dias de incubacién). Sélo un miembro del
agregado A. niger (0,63%) (ANRC 104, aislado de soja) fue capaz de producir OTA
(144,7 ng/ml de YES), siendo en este caso el agregado A. niger de bajo riesgo
toxicogénico. Abarca y col. (1994, 2004), Wicklow y col. (1996) y Perrone y col. (2007)
informan que entre las especies incluidas en el agregado A. niger el porcentaje de
cepas productoras varia de 0,6 a 50%. Mientras que de las 28 cepas de A. carbonarius
sélo tres (ANRC 500, ANRC 547 y ANRC 559) no fueron capaces de producir dicha
micotoxina. Cabe aclarar que de estas tres cepas, s6lo la ANRC 559 amplificé el
producto especifico usando los cebadores CARBO1/CARBO2, por lo que la
secuenciacion de regiones conservadas del genoma o el analisis a través de
marcadores ISSR, ayudaria a dilucidar si realmente las cepas en conflicto podrian ser
A. ibericus o una especie relacionada.

Por otro lado, es poco frecuente encontrar cepas de A. carbonarius en ambientes
naturales que no sean capaces de producir OTA, tal es el caso de la ANRC 559.
Diversos estudios han descripto cepas identificadas morfolégicamente como A.
carbonarius no capaces de producir OTA (Da Rocha Rosa y col., 2002; Battilani y col.,
2003; Taniwaki y col., 2003). Por ejemplo, Bau y col. (2005) encontraron que 4 de 123
cepas clasificadas morfolégicamente como A. carbonarius aisladas de pasas de uvas
no produjeron OTA. Mas tarde, Serra y col. (2006) demostraron a través de
marcadores AFLP y secuenciacion de genes conservados del genoma (calmodulina y
region ITS), que dichas cepas pertenecian en realidad a otra especie diferente de
Aspergillus seccion Nigri que la llamaron A. ibericus.

Recientemente una cepa de A. carbonarius mutante no ocratoxicogénica ha sido
obtenida por la inactivacién de un gen que codifica un péptido sintetasa no ribosomal
en una cepa salvaje productora de OTA de A. carbonarius, dando una nueva e
interesante vision de la ruta biosintética de esta micotoxina (Gallo y col., 2012).

En el presente estudio se observa que A. carbonarius es la principal especie
responsable de fa acumulacion de OTA en pasas de uvas y residuos de cerveceria, ya
que el 89% de las cepas evaluadas resultaron ser productoras de dicha toxina, con
niveles que variaron de 42 a 389 ng/ml con una media de 161 ng/ml bajo las
condiciones ensayadas. Diversos estudios han demostrado que A. carbonarius es la
principal especie responsable de la presencia de OTA en productos alimenticios tales
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como, vino, uvas o frutas secas (Cabanes y col., 2002; Da Rocha Rosa y col., 2002;
Battilani y Pietri 2002; Magnoli y col., 2003; Leong y col., 2007b). No se sabe por qué
el porcentaje de cepas productoras de OTA en A. carbonanus puede alcanzar el
100%, mientras que el porcentaje es mucho mas bajo para las cepas pertenecientes al
agregado A. niger (Abarca y col., 2004). La incapacidad para producir OTA puede ser
causada por la presencia de genes silenciados o por mutaciones en genes funcionales
o reguladores (Frisvad y col., 2007). Sin embargo, la ruta biosintética de OTA aun no
ha sido completamente dilucidada en detalle. Hasta el momento, sélo se han
relacionado algunos genes de la policétido sintetasa (involucrados en el pasos iniciales
de la via) y un péptido sintetasa no ribosomal con el cluster de genes biosintéticos
(Gallo y col.,, 2012). Ademas, la capacidad de producir OTA es una propiedad
inherente en dicha especie y por esta razén, es muy poco frecuente encontrar cepas
de A. carbonarius no toxicégenicas en sustratos naturales. Recientemente, Cabafies y
col. (2012) describieron por primera vez tres cepas de A. carbonarius no toxicogénicas
a través de una caracterizacion profunda (incluyendo secuenciacion de los genes ITS-
5.85 rRNA, B-tubulina y calmodulina) y las compararon con otras las cepas
ocratoxigénicas de la misma especie. Ademas, evaluaron los genes de la policétido
sintasa (PKS), ya que se conoce que participan en la biosintesis de OTA. La
importancia en estas cepas radica en que podrian ser utiles como agentes
biotecnoldgicos en la industria alimentaria o también podrian ser utilizados como
agentes biolégicos para el control de la producciéon de OTA en vifiedos y otros cultivos.
Es por este motivo que fue de fundamental importancia poder caracterizar
profundamente a la cepa ANRC559, que no fue capaz de producir OTA en las
condiciones de estudio y que ademas amplifico el producto especifico con los
cebadores especificos de A. carbonarius. Cuando se profundizé su estudio para
evaluar produccién en distintos medios, desafortunadamente se encontré que dicha
cepa producia OTA en otras condiciones de ensayo (CYA 25°C- 7 dias)

Algunos autores han informado la produccién de OTA por A. japonicus pero esto
aun no ha sido confirmado (Dalcero y col., 2002; Battilani y col., 2003; Ponsone y col.,
2007; Magnoli y col., 2007). Dichos resultados no concuerdan con nuestros estudios
ya que ningun aislado identificado como Asperygillus uniseriado (9 cepas), fue capaz
de producir niveles detectables de OTA.
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IV.3.2. Determinacion de la produccion de Fumonisina B, por los miembros de

Aspergillus seccion Nigri.

Frisvad y col. (2007) detectaron por primera vez la produccion de FB; por cepas
de A. niger. Dicha micotoxina es producida por especies del género Fusarium,
principalmente por F. verticillioides, aunque recientemente se ha informado la
producciéon de fumonisinas por tres cultivos de A. niger con importancia industrial
(genomas completamente secuenciados). Fusarium verticillioides produce fumonisina
B+, B,, y B; sobre medios a base de extractos de plantas (malta de cebada, avena,
arroz, patatas y zanahorias). En cambio, en A. niger se observa mayor produccién en
medios con baja actividad de agua incluyendo agar Czapek autolisado de levadura con
5% de NaCl y CY20S entre otros, siendo mayor en este ultimo. Originaimente la
principal diferencia entre la produccién de fumonisinas por A. niger y F. verticillioides
es que las cepas de A. niger producian solo FB,. Posteriormente, se demostré la
produccion de FB, en niveles de un 10-25% de la FB, por A. niger (Nielsen y col.,
2009; Noonim y col., 2009). Recientemente Mansson y col. (2010) determinaron la
produccion de FBg por intercambio catiénico y cromatografia de fase inversa, a partir
de cultivos Aspergillus niger NRRL 326.

Aspergillus niger es una especie abundante de gran incidencia tecnoldgica en la
produccién de acido citrico, enzimas extracelulares, y también como hospedador para
la expresion de proteinas heterélogas. Ciertas cepas de A. niger producen tanto OTA
como FB,, por lo que, los alimentos contaminados con dichas especies podran
potencialmente contener ambas micotoxinas carcindgenicas (Frisvad y col., 2011).

En el presente estudio, se determiné la capacidad de producir FB, de las 86
cepas del agregado A. niger (74 cepas de A. niger/A. welwitschiae, 4 A. tubingensis y
2 A. acidus) (Tabla V.4). Ademas, se us6 como control positivo a la cepa A.
welwitschiae ITEM 4502 conocida como productora de dicha micotoxina (Susca y col.,
2010).

La cepa de referencia, A. welwitschiae ITEM 4502, produjo FB, (0,85 ug FB./g
CY20S) mientras que A. tubingensis y A. acidus aisladas en el presente estudio no
fueron capaces de producir dicha micotoxina. De las 74 cepas de A. niger/
welwitschiae evaluadas, sé6lo 4 (5,4%) produjeron niveles detectables de FB, (0,32 - 5
Hg FB2/g CYA20S); sélo 1 (ANRC104) ademas produjo OTA (Tabla V.4). Resultados
similares fueron encontrados por Susca y col. (2010), quienes informaron que la Gnica
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especie productora de FB, fue A. niger y que de las 32 cepas de A. niger analizadas, 9
(28%) fueron productoras en niveles de 0,1 a 293 ug/g.

Tabla V.4. Produccién de FB, de cepas pertenecientes al agregado A. niger aisladas de
diferentes sustratos.

Sustrato Origen Cepas Fumonisina B; (ug/g)
Suelo Serrano (Cérdoba) ANRC 602 0,5

Pasas de uvas San Juan ANRC 524 5

Soja Acopio Surde Cérdoba  ANRC 104 1

Manf Las Acequias (Cordoba) ANRC 407 0,32

El descubrimiento reciente de la capacidad de produccion de fumonisinas por
cepas de A. niger, ha alertado sobre la presencia de estas micotoxinas tanto en uvas
como en pasas de uva u otros productos, donde dicha especie es un contaminante
frecuente. Mogensen y col. (2009) evaluaron la capacidad de producir FBs por cepas
pertenecientes al agregado A. niger aisladas de uvas y pasas de uvas. Los autores
mostraron que ninguna de las cepas de A. tubingensis y A. acidus (=A. luchuensis)
analizadas fueron capaces de producir FBs pero el 77% de las cepas de A. niger
evaluadas produjeron FB2 (rango= 5-7841 pg/kg) y FB4 (rango= 12-6476 ug/kg)
aunqgue no produjeron niveles detectables de OTA.

Recientemente, Chiotta y col. (2011) evaluaron la capacidad de producir FB, y
FB, de 14 cepas de A. niger aisladas de uvas de Argentina, encontrando que el
35,7% produjeron dichas micotoxinas. Los niveles de produccién de FB, y FB,
oscilaron entre 0,2y 17,4 ug/g y, 0,07 y 7 pg/g, respectivamente; solo una cepa de las
14 evaluadas produjo ademas OTA. Por otro lado, ninguno de los otros miembros de
la seccidn fue capaz de producir niveles detectables de fumonisinas.

Posteriormente se confirmé mediante HPLC MS/MS la produccién de FB, de las
cepas ANRC602, ANRC524 y ANRC104 (aisladas de suelo, pasas de uvas y soja) en
base al tiempo de retencién y al precursor [M + H] * de 706 amu y ambos productos
idnicos (336 y 318 amu).
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V.4. Evaluacion de la diversidad genética de Aspergillus seccion Nigri a través
del uso de marcadores neutros, Secuencias Intergénicas Simples Repetidas
(ISSRs)

A fin de encontrar un marcador molecular para evaluar la diversidad genética de
las especies de Aspergillus seccion Nigri, se procedié a la optimizacion del protocolo
de los marcadores ISSR. Para ello, se analizaron 3 cepas anteriormente identificadas
por secuenciacion del gen de la calmodulina (A. welwitschiae ANRC524; A. ibericus
ANRCS500, A. luchuensis ANRC703) y 6 cepas de referencia (A. japonicus ITEM 7034;
A. aculeatus ITEM 7046; A. uvarum ITEM 4834; A. niger FRR 5695; A. tubingensis
ITEM 4845; A. carbonarius A2034).

Los 15 cebadores utilizados en el presente estudio fueron evaluados por su
capacidad de producir patrones de bandas polimérficas y reproducibles en los aislados
de las especies de Aspergillus seccion Nigri. Los cebadores ISSR 3 [(AG)s], ISSR 13
[(GACA),] e ISSR 15 [(CAC)s] no generaron bandas o las mismas fueron muy débiles.
Los cebadores ISSR 1 [(GAG)sCAG], ISSR 2 [GTC(GAC)5], ISSR 4 [(AG)sG], ISSR 5
[GAT(AGG)g], ISSR 6 [CTC(GT)g], ISSR 7 [AG(CTC)s], ISSR 8 [CT(GA)s], ISSR 9
[(GA)T], ISSR 10 [(GA)C], ISSR 11 [GAC(CGCA),], ISSR 12 [(GTG)s] e ISSR 14
[(GCC)s] presentaron patrones de bandas polimérficos con poco fondo. Entre los
cebadores seleccionados, 5 correspondieron a dinucleétidos, 6 a trinucleétidos y 1 a
tetranucleoétidos con, o sin, el extremo 5" degenerado. Estos ultimos 12 cebadores, se
seleccionaron para analizar la variabilidad genética en aislados de Aspergillus seccién
Nigri.

La reproducibilidad de las bandas amplificadas con estos 12 cebadores, se
confirmé al menos dos veces obteniéndose idénticos resultados en todas las
experiencias. A pesar de su caracteristica de semiarbitrariedad, la técnica ISSR posee
una mayor reproducibilidad que el marcador RAPD. La reproducibilidad de los ISSR no
esta fuetemente influenciada por los cambios del nimero de ciclos de amplificacion
de PCR o por las ampilificaciones llevadas a cabo en diferentes termocicladores, como
si ocurriria con la técnica RAPD. A modo de ejemplo en la Figura V.17 se muestra el
perfil de bandas de las 9 cepas evaluadas utilizando el cebador ISSR 9.
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Figura V.17 Perfiles ISSR de las 9 cepas de Aspergillus seccidén Nigri analizadas usando el
ISSRO. Lineas 1-2: A. japonicus ITEM 7034; Lineas 3-4. A. aculeatus ITEM 7046; Lineas 5-6:
A. uvarum ITEM 4834; Lineas 7-8: A. carbonarius A2034; Lineas 9-10: A. ibericus ANRC 500,
M: Marcador de peso molecular (Marcador 100pb DNA Ladder Invitrogen); Lineas 11-12: A
niger FRR 5695; Lineas 13-14: A. tubingensis ITEM 4845; Lineas 15-16: A. welwitschiae ANRC
524: Lineas 17-18: A. luchuensis ANRC 703; Linea 19: control negativo sin ADN.

Usando los 12 cebadores, se observd un alto nivel de polimorfismo dentro de los
grandes grupos morfologicos: Serie Carbonaria (A. carbonarius, A. ibericus),
Aspergillus Uniseriados (A. japonicus; A. aculeatus; A.uvarum) y el agregado A. niger
(A. niger, A. welwitschiae; A. tubingensis, A. luchuensis). En los Aspergillus
uniseriados, los 12 cebadores seleccionados amplificaron 205 bandas reproducibles
entre 200 y 2200 pb aproximadamente; 182 de ellas (89%) fueron polimérficas. En el
grupo agregado A. niger los 12 cebadores amplificaron un total de 195 bandas
reproducibles entre 210 y 2500 pb; 180 de ellas (92,3%) fueron polimorficas, mientras
que, en la serie Carbonaria se obtuvieron un total de 171 bandas reproducibles entre
230y 2200 pb y 133 (77,8%) fueron polimérficas (Tabla V.5).

La mayoria de las bandas polimérficas amplificadas se obtuvieron usando los
cebadores ISSR 2, ISSR 8 y ISSR 14 para el agregado A. niger (100% polimérficos),
ISSR 8 y ISSR 11 para Aspergillus Uniseriados (100% polimérficos), ISSR 7 para la
Serie Carbonaria (100% polimérficos). En cambio, la menor cantidad de bandas

polimorficas se obtuvieron con los cebadores ISSR 4, ISSR 10 y ISSR 4 para el
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agregado A. niger, Aspergillus Uniseriados y Serie Carbonaria, respectivamente
(77,8%, 76,5% y 54%, respectivamente). El cebador ISSR 8 fue el que amplifico el
mayor nimero de loci polimérficos (Tabla V.5).

Tabla V.5. Caracteristicas principales de los cebadores de ISSR seleccionados para analizar la
diversidad genética en aislados de Aspergillus seccién Nigri.

Primer ISSR Aspergillus uniseriados Agregado A. niger Serie Carbonaria
BA" BP” P%" BA" BP" P%" BA" BP” P%"
1 (GAG)sCAG 18 16 89 15 14 93 13 8 61
2 GTC(GAC)5 21 17 81 17 17 100 19 14 74
4 (AG)sG 14 11 79 9 7 78 13 7 54
5 GAT(AGG)s 19 18 94 23 20 87 17 16 94
6 CTC(GT)s 13 11 85 14 13 93 9 8 89
7 AG(CTC)s 19 17 89 12 11 92 12 12 100
8 CT(GA)s 19 19 100 24 24 100 16 13 87
9 (GA)sT 16 14 88 21 20 95 17 12 71
10  (GA)XC 17 13 76 18 16 89 16 14 87
11 GAC(CGCA)4 17 17 100 20 17 85 16 12 75
12 (GACA)4 12 10 83 9 8 89 9 7 78
14 (GCC)s 10 9 90 13 13 100 15 11 73

Combinados 205 172 89 195 180 92 171 134 78

% Bandas amplificadas; ° bandas polimérficas; © Porcentaje de bandas polimorficas

En todos los perfiles ISSR se encontraron bandas polimérficas unicas en las
distintas especies evaluadas, las cuales podrian representar sitios blanco para el
posible desarrollo de cebadores especificos de especie (Figura V.17).

En general, los 12 cebadores ISSR seleccionados fueron capaces de separar los
tres grandes grupos de la seccion Nigri: Aspergillus Uniseriados, Aspergillus de la
Serie Carbonaria y Aspergillus del agregado A. niger, que se agruparon en dos
clusters principales (I y II) (Figura V.18).

El cluster | incluy6 a los Aspergillus Uniseriados (A. japonicus, A. aculeatus y A.
uvarum) y a los Aspergillus de la Serie Carbonaria (A. carbonarius y A. ibericus) que
fueron resueltos en dos subclados (la y Ib) con altos valores de soporte: Aspergillus
uniseriados (98% de soporte) y Aspergillus de la Serie Carbonaria (71% de soporte)
(Figura V.18).




El cluster Il incluy6 a las especies pertenecientes al agregado A. niger (92% de

soporte) que fue resuelto en 3 subclados (lia, 1lb y lic). El subclado lla incluyé a las

especies A. welwitschiae y A. niger (100% de soporte), mientras que los subclados lib

y llc incluyeron a las especies A. tubingensis (60% de soporte) y A. luchuensis (92%

de soporte), respectivamente (Figura V.18).

Los subclados la y Ib presentaron un 27% de similitud entre ellos y un 24 % de

similitud con el cluster . En particular, las especies del agregado A. niger (cluster )

presentaron un 38% de similitud entre ellas, mientras que las especies de Aspergillus

uniseriados (cluster la) presentaron un 44% vy las de la Serie Carbonaria (cluster Ib)

s6lo un 37% de similitud entre ellas (Tabla V.6).
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Figura V.18. Dendrograma de 9 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados por el software
NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el indice de similitud Dice. Los valores de

soporte mayores al 50% se muestran en {a parte superior de las ramas.



Tabla V.6. Similitud genética entre las especies de Aspergillus seccion Nigri obtenidas usando los 12 cebadores de ISSR seleccionados.

Aspergillus uniseriados Agregado A. niger Serie Carbonaria
Primer ISSR Similitud genética Similitud genética Similitud genética
Minima Promedio Maxima Minima Promedio Maxima Minima Promedio Maxima
1 (GAG)sCAG 0,40 0,45 0,53 0,24 0,47 0,95 0,55 0,55 0,55
2 GTC(GAC)5 0,45 0,50 0,54 0,27 0,41 0,67 0,43 0,43 0,43
4 (AG)sG 0,38 0,53 0,78 0,40 0,68 0,92 0,67 0,67 0,67
5 GAT(AGG)s 0,32 0,38 0,44 0,35 0,54 0,83 0,12 0,12 0,12
6 CTC(GT)s 0,27 0,40 0,50 0,20 0,35 0,88 0,20 0,20 0,20
7 AG(CTC)s 0,30 0,37 0,44 0,20 0,40 1 0 0 0
8 CT(GA)s 0,14 0,25 0,38 0,09 0,29 0,59 0,33 0,33 0,33
9 (GA)sT 0,38 0,50 0,61 0,36 0,47 0,67 0,45 0,45 0,45
10 (GA)sC 0,44 0,54 0,63 0,31 0,47 0,71 0,22 0,22 0,22
11 GAC(CGCA)4 0 0,22 0,67 0,35 0,50 0,63 0,40 0,40 0,40
12 (GACA)4 0,31 0,52 0,71 0,22 0,48 0.83 0,36 0,36 0,36
14 (GCC)s 0,18 0,36 0,67 0 0,15 0,73 0,42 0,42 0,42
Combinado 0,40 0,43 0,44 0,36 0,45 0,77 0,37 0,37 0,37
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A través de los resultados obtenidos, se encontré un marcador molecular ISSR
que permitié agrupar las especies de Aspergillus seccion Nigri. A su vez, se pretendia
evaluar la diversidad genética de las especies presentes en los diferentes sustratos
por lo que, una vez optimizada la metodologia se aumentd el niumero de cepas
pertenecientes a una misma especie. Para esto, en un primer momento se analizaron
un total de 23 cepas aisladas de los diferentes sustratos, las cuales habian sido
anteriormente identificadas usando cebadores especificos y/o secuenciacién parcial
del gen de la calmodulina.

De los doce cebadores analizados durante la optimizacién de la metodologia, se
seleccionaron un total de 7 (ISSR 1, ISSR 2, ISSR 5, ISSR 6, ISSR 7, ISSR 9 e ISSR
11) para analizar las 23 cepas de Aspergillus seccion Nigri aisladas de diferentes
sustratos. La seleccioén fue realizada teniendo en cuenta principalmente la facilidad de
lectura de las bandas (mayores diferencias en pares de bases entre las bandas
amplificadas).

Al aumentar el nimero de cepas evaluadas, se observé un mayor nivel de
polimorfismo dentro de los grandes grupos morfolégicos: Serie Carbonaria (A.
carbonarius;, A. ibericus), Asperillus Uniseriados (A. japonicus; A. aculeatus; A.
uvarum) y el agregado A. niger (A. niger, A. welwitschiae, A. tubingensis; A.
luchuensis) sin superposicion alguna entre ellos.

Cuando se combinaron todos los datos, se obtuvieron un total de 230 bandas
reproducibles. En el grupo Aspergillus uniseriados, los 7 cebadores seleccionados
amplificaron 134 bandas reproducibles entre 280 y 2200 pb aproximadamente, de las
cuales 121 (90%) fueron polimérficas (Tabla V.7). Dentro de este grupo, se
encontraron bandas especificas de especie que eventualmente podrian representar
sitios blancos para el posible desarrollo de cebadores especificos de las tres especies
uniseridas evaluadas.

En el grupo agregado A. niger, los 7 cebadores seleccionados amplificaron un
total de 153 bandas reproducibles entre 300 y 2500 pb, de las cuales, 148 (97%)
fueron polimérficas (Tabla V.7). Dentro de este grupo se encontré la mayor variabilidad
entre las especies evaluadas y hubo una clara separacion entre las especies A. niger/
A. welwitschiae, A. luchuensis y A. tubingensis, encontrandose bandas especificas que
podrian representar sitios blancos para el posible desarrollo de cebadores especificos.

En las especies pertenecientes a la serie Carbonaria, los 7 cebadores
seleccionados amplificaron un total de 117 bandas reproducibles entre 300 y 2200 pb
y 102 (87%) fueron polimérficas (Tabla V.7). Dentro de este grupo, también se




| 98

encontraron bandas especificas para A. carbonarius y A. ibericus que podrian
representar sitios biancos para el posible desarrollo de cebadores especificos.

Tabla V.7. Cebadores de ISSR seleccionados para analizar la diversidad genética en aislados
de Aspergillus seccion Nigriy sus caracteristicas principales.

Primer IS8R Aspergillus uniseriados Agregado A. niger Serie Carbonaria
BA" BP" P%" BA" BP" P%° BA" BP” P%"
1 (GAG)sCAG 18 16 89 17 16 94 13 9 69
2 GTC(GAC)5 22 18 82 24 24 100 19 15 79
5 GAT(AGG)s 21 20 95 24 23 96 17 16 94
6 CTC(GT)s 17 15 88 20 20 100 13 11 84
7 AG(CTC)s 19 17 89 24 23 96 16 16 100
9 (GA)sT 18 16 89 22 21 95 23 21 91
11 GAC(CGCA)4 19 19 100 22 21 95 16 14 87
Combinados 134 121 90 153 148 97 117 102 87

“ Bandas amplificadas; ° bandas polimorficas; © Porcentaje de bandas polimérficas; nd: no determinado.

Al igual que lo sucedido durante la optimizaciéon de la metodologia, los 7
cebadores ISSR seleccionados fueron capaces de separar los tres grandes grupos de
Aspergillus seccion Nigri (Aspergillus Uniseriados, Aspergillus de la Serie Carbonaria y
Aspergillus del agregado A. niger), los cuales se agruparon en dos clusters principales
(Iy 1) (Figura V.19).
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Figura V.19. Dendrograma de 32 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados por el software
NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el indice de similitud Dice. Los valores de
soporte mayores al 50% se muestran en la parte superior de las ramas.
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El cluster | incluyé a los Aspergillus Uniseriados (A. japonicus, A. aculeatus y A.
uvarum) y a los Aspergillus de la Serie Carbonaria (A. carbonarius y A. ibericus) que
fueron resueltos en dos subclados (la y Ib). El subclado la contiene a las especies A.
Jjaponicus (100% de soporte), A. uvarum (70% de soporte) y A. aculeatus (60% de
soporte), mientras que el suclado |b contiene a las especies biseriadas A. carbonarius
(100% de soporte) y A. ibericus (55% de soporte) (Figura V.19).

El cluster Il incluyé a las especies pertenecientes al agregado A. niger que fue
resuelto en 3 subclados (lla, 1lb y lic). El subclado lla incluyé a las especies A.
welwitschiae y A. niger (100% de soporte), mientras que los subclados ilb y lic
incluyeron a las especies A. tubingensis (96% de soporte) y A. luchuensis (94% de
soporte), respectivamente (Figura V.19). Cabe aclarar que dentro de este cluster se
ubicé también la cepa ANRC 702 identificada a través de secuenciacion parcial del
gen de la calmodulina como A. neoniger.

Las cepas pertenecientes a los subclados la y Ib presentaron un 32,8% de
similitud entre ellas y un 24 % de similitud con las del cluster Ill. En particular, las
especies del agregado A. niger (cluster Il) presentaron un 40% de similitud entre ellas,
mientras que las especies de Aspergillus uniseriados (cluster la) presentaron un 38% y
las de la Serie Carbonaria (cluster Ib) sélo un 36% de similitud entre ellas. Por primera
vez se realizd un estudio sobre la diversidad genética de especies de Aspergillus
seccion Nigri usando el marcador molecular ISSRs. Mediante dicha técnica se detectd
una alta variabilidad genética entre cepas aisladas de diferentes sustratos y origenes
geograficos.

Para verificar el analisis de cluster realizado se procedié a calcular una matriz
cofenética (realizada apartir del dendrograma; Coph, NTSYS) y compararla con la
matriz de similitud genética (MxComp, NTSYS). El coeficiente de correlacion resultante
fue de 0,97, lo cual indica que no habria distorsion entre el dendrograma y la matriz de
similitud genética (Anexo VIII.3).

El resultado del analisis de coordenadas principales se muestra en la Figura V.20.
La coordenada principal 1 (Dim-1) representé el 21,66% y separ6 los dos grupos
principales, | (Aspergillus Uniseriados y Serie Carbonaria) y Il (agregado A. niger). Las
coordenadas principales 2 y 3 representan el 13,24% y 11,65%, respectivamente,
proporcionando las demas diferenciaciones. El analisis de coordenadas principales fue

consistente con los resultados del analisis de cluster.
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Figura V.20. Analisis de coordenadas principales del conjunto de datos ISSR derivados de las
31 cepas de Aspergillus seccién Nigri analizadas. Se muestra las tres primeras coordenadas
principales y la proporcién de varianza que lo explican (Dim 1, Dim 2 and Dim 3) (3-D plot).

La técnica ISSR fue originalmente desarrollada por Zietkiewicz y col. (1994) para
analizar la diversidad genética en plantas y animales. Mas tarde, esta técnica también
demostré ser una herramienta poderosa para el analisis de la variabilidad genética en
hongos (Hantula y col., 1996). Existen muchos ejemplos de hongos que han sido
caracterizados mediante la técnica ISSR como Phytophthora cactorum (Hantula y col.,
1997), Claviceps spp. (Tooley y col., 2000), Botryosphaeria spp. (Zhou y col., 2001),
Phaeoisariopsis griseola (Mahuku y col., 2002), P. citrophthora (Cohen y col., 2003),
Rhizoctonia solani (Elbakali y col., 2003), entre otros.

También ha sido utilizada para analizar el grado de intercambio genético y el
modo de reproduccion en poblaciones de F. graminearum, F. culmorum y F.
crookwellense (Naef & Défago 2006; Mishra y col., 2004) y F. pseudograminearum
(Mishra y col, 2006). Esta técnica también fue utilizada para caracterizar la
variabilidad genética intra e interespecifica entre aislamientos de diferentes Fusarium

spp. pertenecientes a tres secciones diferentes (Saharan & Naef 2008).
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Dentro de las especies del género Aspergillus, los datos obtenidos mediante ISSR
son muy escasos. Batista y col. (2008) usaron diferentes marcadores moleculares,
entre ellos ISSR, para caracterizar genéticamente cepas de Aspergillus flavus y otras
especies pertenecientes al grupo A. flavus. De acuerdo a los resultados obtenidos
mediante ISSR y RAPD debieron reclasificar algunas cepas que previamente habian
sido identificadas como A. flavus (una cepa fue reclasificada como A. oryzae, una
como A. parasiticus y dos como A. tamari). Por otro lado, una cepa previamente
identificada como A. parasiticus fue reclasificada como A. flavus.

Recientemente, Neal y col. (2011) analizaron una amplia coleccion de cepas de A.
terreus aislados de casos de aspergilosis invasiva (Al) usando ISSR a fin de
determinar la variabilidad genética de las mismas. Los autores pudieron identificar a
través de este marcador la presencia de A. alabamensis, una especie recientemente
descrita y que no habia sido aislada con anterioridad en Estados Unidos.

En el presente estudio, los 7 cebadores ISSR seleccionados detectaron altos
porcentajes de polimorfismo entre las especies de Aspergillus seccion Nigri evaluadas.
A su vez, el dendrograma obtenido con el analisis de agrupamiento de las bandas
generadas con estos 7 cebadores, fue robusto y estuvo de acuerdo con la identidad de
los aislados evaluados. El andlisis de clusters mostré 3 principales grupos dentro de
las especies de Aspergillus seccion Nigri: Aspergillus uniseriados, A. carbonarius y
agregado A. niger. Con respecto a la variabilidad intraespecie, las cepas de A.
carbonarius constituyeron un grupo homogéneo mientras que entre las cepas
pertenecientes al agregado A. niger el grado de diversidad genética fue mucho mayor.
Las cepas de A. tubingensis, A. niger /A. welwitschiae y A. luchuensis fueron
claramente separadas por ISSR en tres clusters diferentes. Estos resultados son
consistentes con otros varios estudios donde se usaron otros marcadores moleculares
(Varga y col., 1993, 1994; Accensiy col., 1999; Parenicova y col., 1997; Perrone y col.,
2006 a, b). El nivel de sensibilidad de la técnica fue similar a otras técnicas
moleculares usadas previamente para caracterizar a las especies de Aspergillus
seccion Nigri, tales como RFLP (Kusters van Someren y col., 1991), AFLP (Perrone y
col,, 2006 a, b; Chiotta y col., 2010), PCR-SSCP (Susca y col., 2007) y ap-PCR
(Martinez-Culebras y col., 2009).

Uno de los marcadores neutros mas utilizados para determinar la variabilidad
intraespecie de Aspergillus seccion Nigri es la técnica AFLP. Recientemente, Chiotta y
col. (2010) evaluaron 88 cepas de Aspergillus seccion Nigri aisladas de uvas de
Argentina usando de dichos marcadores. Similiar a lo que ocurri6 en el presente
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estudio usando marcadores ISSR, el analisis de los perfiles generados mediante AFLP
mostré una clara separacion de las especies de Aspergillus seccidén Nigri en 4 grupos:
A. carbonarius, A. tubingensis, agregado A. niger y Aspergillus uniseriados. Las cepas
de A. carbonarius formaron un grupo bastante homogéneo, mientras que las especies
del agregado A. niger y las especies uniseriadas mostraron la mayor variabilidad
genética. El cluster A. tubingensis fue el grupo prevalente y se separé claramente del
agregado A. niger. Ademas, no se encontraron diferencias genotipicas entre las cepas
productoras y no productoras de OTA. Resultados similares han sido encontrados por
Perrone y col. (2006a, 2006b) al evaluar la diversidad genética de cepas de
Aspergillus seccion Nigri aisladas de diferentes regiones de Europa.

En general, ios marcadores moieculares neutros, tales como RFLP, RAPD y
AFLP suelen presentar algunos inconvenientes tales como elevada laboriosidad y
costo y, dificultad en la automatizacién, como en el caso de AFLP; problemas de
reproducibilidad entre laboratorios y dificultad en la lectura de los datos obtenidos,
como en el caso de RAPD, y en algunos casos, como en el RFLP, no tienen suficiente
capacidad de discriminacion a nivel interespecifico (Gil-Lamaignere y col., 2003,
Webster and Weber 2009). No cabe duda que la combinacién de informacién
procedente de diferentes tipos de marcadores (incluidos la secuenciaciéon de regiones
no codificantes o de genes funcionales) proporciona la mejor aproximacioén posible al
conocimiento sobre la variacion genética. Asimismo, la informacién molecular seria de
poca ayuda si no se cuenta con datos morfologicos, fisiolégicos y/o ecolégicos. En
este contexto, se puede lograr una caracterizacién preliminar con marcadores
moleculares mas accesibles, simples de utilizar y de bajo costo pero con alta
reproducibilidad, como los ISSR.

Ademas de determinar la variabilidad genética, la técnica ISSR fue usada en el
presente estudio en un intento para agrupar las cepas de acuerdo a su perfil
toxicogénico, origen geografico y/o sustrato a partir del cual habian sido aisladas.
Aunque el niumero de cepas es pequefio para llegar a una conclusion definitiva, los
perfiles generados por ISSR no fueron efectivos para discriminar entre las cepas con
diferente perfil toxicogénico, origen geografico y/o sustrato. Este resultado concuerda
con estudios previos de aspergilos negros aislados de uvas usando otras técnicas
moleculares tales como AFLPs (Schmidt y col., 2004; Perrone y col., 2006b). A este
respecto, Mishra y col. (2004) observaron una alta diversidad genética en poblaciones
de F. graminearum pertenecientes a distintas provincias de Canada y los perfiles
generados por ISSR se correlacionaron parciaimente con el origen geografico de los
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aislamientos. Neal y col. (2011) encontraron que las cepas de A. terreus aisladas de
Europa conformaron un Unico clado separado de las cepas aisladas de Estados
Unidos, lo cual seria evidencia de una estructura de la poblacion vinculada al origen
geografico de A. terreus.

V.4.1. Evaluacién de la diversidad genética de las cepas aisladas de mani a
través del uso de marcadores ISSRs

Se evaluaron 53 cepas (3 Aspergillus uniseriados y 50 pertenecientes al agregado
A. niger) aisladas de mani de la localidad de Los Molles (Cérdoba) con los cebadores
ISSR6 e ISSR11 y se compararon con cepas identificadas anteriores (A. ibericus
ANRC 500, A. carbonarius ANRC 514, A. japonicus ITEM 7034, A. aculeatus ITEM
7046, A. uvarum ITEM 4834, A. niger ANRC 704, A. tubingensis ITEM 4845, A.
luchuensis ANRC 703 y A. welwitschiae ANRC 524). E! perfil de bandas obtenido con
el cebador ISSR6 se muestra en la Figura V.21.

Los dos cebadores ISSR seleccionados (ISSR6 e ISSR11) fueron capaces de
separar los tres grandes grupos de la seccion Nigri (Aspergillus Uniseriados,
Aspergillus de la Serie Carbonaria y Aspergillus del agregado A. niger) que se
agruparon en dos clusters principales (I y Il) (Figura V.22).

El cluster | incluyé a los Aspergillus Uniseriados (A. japonicus, A. aculeatus y A.
uvarum) con altos valores de soporte: A. japonicus (72%), A. uvarum (100%) (Figura
V.22). Dentro de este cluster, se ubicaron las 3 cepas identificadas morfolégicamente
como Aspergillus uniseriados y que amplificaron con los cebadores especificos de A.
japonicus/A. aculeatus (JAPO1/JAPO2). Dichas cepas mostraron 91% de similitud
genética con la cepa de referencia A. uvarum ITEM 4834, 45% con A. japonicus ITEM
7034, y 28% con A. aculeatus ITEM 7046.
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Figura V. 21. Perfiles ISSR de cepas de Aspergillus seccion Nigri aisladas de mani usando el
cebador ISSR6. Linea 1: A. japonicus ITEM 7034; Linea 2: A. aculeatus ITEM 7046, Linea 3. A.
uvarum ITEM 4834; Linea 4: Aspergillus uniseriado ANRC 410; Linea 5: Aspergillus uniseriado
ANRC 426; Linea 6: Aspergillus uniseriado ANRC 429; Linea 7: A. carbonarius ANRC 514;
Linea 8: A. ibericus ANRC 500; Linea 9: A. niger ANRC 704; M: Marcador de peso molecular
{Marcador 100pb DNA Ladder Invitrogen); Linea 10: agregado A. niger ANRC 409; Linea 11:
agregado A. niger ANRC 413; Linea 12: agregado A. niger ANRC 414; Linea 13: agregado A.
niger ANRC 417; Linea 14: agregado A. niger ANRC 418; Linea 15: agregado A. niger ANRC
419; Linea 16: agregado A. niger ANRC 420; Linea 17: A. tubingensis ITEM 4845; Linea 18: A.
welwitschiae ANRC 524; Linea 19: A. luchuensis ANRC 703.
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Figura V.22. Dendrograma de 62 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados por el software
NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el indice de similitud genética Dice. Los
valores de soporte mayores al 50% se muestran en la parte superior de las ramas.
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El cluster Il incluyé a las especies pertenecientes al agregado A. niger y a los
Aspergillus de la Serie Carbonaria (A. carbonarius y A. ibericus) y fue resuelto en 3
subclados (lla, llb y lic).

El subclado lla incluyé 11 cepas pertenecientes al agregado A. niger que no
habian amplificado los productos especificos usando los cebadores NIG1/NIG2 y
TUB1/TUB2 (100% de soporte). Estas 11 cepas formaron un grupo homogéneo con
poca variabilidad genética entre ellas, una similitud del 84% (80 — 100%) y, con
respecto al subclado Ilb (A. niger/A. welwitschiae) y al subclado lic (A. tubingensis; A.
luchuensis) fue del 22% y 29%, respectivamente.

El subclado 1lb incluyé a las especies A. welwitschiae y A. niger (72% de soporte)
y a las cepas pertenecientes a Aspergillus de la Serie Carbonaria (cepas de referencia
A. carbonarius ANRC 514 y A. ibericus ANRC 500). Dentro de este subclado lib se
ubicaron las 21 cepas identificadas morfolégicamente como pertenecientes al
agregado A. niger y que amplificaron los fragmentos especificos con los cebadores de
A. niger/A. welwitschiae (NIG1/NIG2). Dichas cepas presentaron una similitud genética
de 76% y 77% con las cepas de referencia A. niger y A. welwitschiae,
respectivamente, con altos valores de soporte (72%) (Figura V.22).

El subclado lic incluyé a las especies A. tubingensis (76% de soporte) y A.
luchuensis (100% de soporte) presentando dos divisiones llc1 y lic2, respectivamente
(Figura V.22). El subclado llc1 incluyé 16 cepas que mostraron 50% de similitud
genética con la cepa de referencia de A. tubingensis ITEM 4845 con altos valores de
soporte (76%) y un 75% de similitud genética con una cepa ANRC 452 anteriormente
identificada como A. tubingensis por andlisis preliminar de maxima parsimonia (gen
calmodulina) (82% de soporte). Todas estas cepas amplificaron el fragmento
especifico con los cebadores de A. tubingensis (TUB1/TUB2). El subclado lic2, incluyd
2 cepas que mostraron una similitud genética de 98% con la cepa de referencia A.
luchuensis ANRC 703 con altos valores de soporte (100%). Estas 2 cepas no habian
ampilificado los productos especificos usando los cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2
(Figura V.22).

Los cluster | (conteniendo a las especies Uniseriadas) y el cluster |l (conteniendo
a las especies biseriadas), presentaron un 20% de similitud genética entre ellos. En
particular, las especies del agregado A. niger (cluster Il) presentaron un 45% de
similitud genética entre ellas, mientras que las especies de Aspergillus uniseriados
(cluster I) presentaron un 57% y las de la Serie Carbonaria (cluster lib) sélo un 31% de
similitud genética entre ellas.
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Para verificar el analisis de cluster realizado se procedié a calcular una matriz
cofenética (realizada apartir del dendrograma; Coph, NTSYS), para compararla con la
matriz de similitud genética (MxComp, NTSYS). El coeficiente de correlacion resultante
fue de 0,86, lo cual indica que no habria distorsion aparente entre el dendrograma y la

matriz de similitud genética (Anexo Vill.4).

V.4.2. Evaluacion de la diversidad genética de las cepas aisladas de soja a través
del uso de marcadores ISSRs

Se evaluaron las 29 cepas de soja (Acopio Rio Cuarto) con los cebadores ISSR6
e ISSR7 y se compararon con cepas identificadas anteriormente (A. japonicus ITEM
7034, A. aculeatus ITEM 7046, A. uvarum ITEM 4834, A. niger ANRC 703, A.
tubingensis ANRC 452, A. luchuensis ANRC 703, A. brasiliensis ANRC 412 y A.
welwitschiae ANRC 524). El perfil de bandas obtenido con el cebador ISSR6 se
muestra en la Figura V.23.

Los dos cebadores ISSR seleccionados (ISSR6 e ISSR7) fueron capaces de
separar las 29 cepas evaluadas en dos grandes grupos (Aspergillus Uniseriados y
Aspergillus del agregado A. niger) que se agruparon en dos clusters principales (1 y II)
(Figura V.24).




Resultados y Discusion | 109

123 45 67 8 91011 M1213 14 151617 1819

#

—
B
-
—_—
—_——
——
—
—
—

!
i
!
'

Figura V.23. Perfiles ISSR de cepas de Aspergillus seccion Nigri aisladas de soja usando el
cebador ISSR6. Linea 1: A. japonicus ITEM 7034; Linea 2: A. aculeatus ITEM 7046; Linea 3: A.
uvarum ITEM 4834, Linea 4: agregado A. niger ANRC 100, Linea 5: agregado A. niger ANRC
108; Linea 6: agregado A. niger ANRC 110; Linea 7: agregado A. niger ANRC 118; Linea 8: A.
brasiliensis ANRC 412; Linea 9: A. Juchuensis ANRC 703; Linea 10: A. niger ANRC 704; Linea
11: agregado A. niger ANRC 101; M: Marcador de peso molecular (Marcador 100pb DNA
Ladder Invitrogen); Linea 12: agregado A. niger ANRC 102; Linea 13: agregado A. niger ANRC
103; Linea 14: agregado A. niger ANRC 104, Linea 15: agregado A. niger ANRC 105; Linea 16:
agregado A. niger ANRC 106; Linea 17: agregado A. niger ANRC 107; Linea 18: agregado A.
niger ANRC 109; Linea 19: agregado A. niger ANRC 111.
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Figura V.24. Dendrograma de 37 cepas de Aspergillus seccion Nigri generados por el software

NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el indice de similitud genética Dice. Los
valores de soporte mayores al 50% se muestran en ia parte superior de las ramas.




[ 111

El cluster | incluyé a los Aspergillus Uniseriados (A. japonicus y A. uvarum) con
altos valores de soporte (84%), mientras que el cluster Il incluyé a las especies
pertenecientes al agregado A. niger el cual fue resuelto en 3 subclados (lla, lib y lic)
(Figura V.24).

El subclado lla incluyé a las especies A. tubingensis (100% de soporte) y A.
luchuensis (96% de soporte) y se dividié a su vez en dos subclados, Ila1 y Ha2 (Figura
V.24). El subclado Ila1 incluyé 4 cepas que mostraron una similitud genética de 72%
con la cepa de referencia A. luchuensis ANRC 703 con altos valores de soporte (96%).
Estas 4 cepas no habian amplificado los productos especificos usando los cebadores
NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2 y no fueron capaces de producir OTA. E! subclado lla2
incluyé una cepa (ANRC 123) que amplificé con los cebadores especificos de A.
tubingensis (TUB1/TUB2) y que mostré 81% de similitud genética con la cepa de
referencia de A. tubingensis ANRC 452, anteriormente identificada por analisis
preliminar de maxima parsimonia del gen de la calmodulina (96% de soporte) (Figura
V.24).

El subclado llb incluyé a la especie biseriada A. brasiliensis ANRC 412,
anteriormente identificada por analisis preliminar de maxima parsimonia del gen de la
calmodulina (Figura V.24). La similitud genética promedio con respecto al subclade lla
(A. tubingensis y A. luchuensis) y al subclade lic (A.niger/A. welwitschiae) fue del 19%
y 33%, respectivamente.

El subclado lic incluy6 a las especies A. welwitschiae y A. niger (54% de soporte).
Dentro de este subclado se ubicaron las 24 cepas identificadas morfolégicamente
como pertenecientes al agregado A. niger y que amplificaron con los cebadores
especificos de A. niger/A. welwitschiae (NIG1/NIG2). Dichas cepas presentaron una
similitud genética de 79% y 66% con las cepas de referencia A. niger y A.
welwitschiae, respectivamente (Figura V.24).

Los cluster | (conteniendo a las especies de Aspergillus Uniseriadas) y el cluster ||
(conteniendo a las especies de Aspergillus biseriadas), presentaron un 18% de
similitud entre ellos. En particular, las especies del agregado A. niger (cluster H)
presentaron un 55% de similitud entre ellas, mientras que las especies de Aspergillus
uniseriados (cluster 1) presentaron un 29%.

Para verificar el analisis de cluster realizado se procedié a calcular una matriz
cofenética (realizada a partir del dendrograma; Coph, NTSYS), para compararia con la

matriz de similitud genética (MxComp, NTSYS). El coeficiente de correlacion resultante
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fue de 0,96, lo cual indica que no habria distorsion entre el dendrograma y la matriz de
similitud genética (Anexo VIII.5).

V.4.3. Evaluacion de la diversidad genética de las cepas aisladas de pasas de

uvas a través del uso de marcadores ISSRs

Se evaluaron 63 cepas (5 Aspergillus uniseriados, 37 pertenecientes al agregado
A. niger y 23 Aspergillus Serie Carbonaria) aisladas de pasas de uvas con los
cebadores ISSR6 e ISSR7 y se compararon con cepas identificadas anteriores (A.
ibericus \TEM 4776, A. carbonarius A2034, A. japonicus |ITEM 7034, A. aculeatus
ITEM 7046, A. uvarum ITEM 4834, A. niger ANRC 704, A.tubingensis ITEM 4845,
A.luchuensis ANRC 703 y A. welwitschiae ANRC 458). El perfil de bandas obtenido
con el cebador ISSR7 se muestra en la Figura V.25.

Los dos cebadores ISSR seleccionados (ISSR6; ISSR7) fueron capaces de
separar los tres grandes grupos de la seccidon Nigri (Aspergillus Uniseriados,
Aspergillus de la Serie Carbonaria y Aspergillus del agregado A. niger) que se

agruparon en dos clusters principales (I y II) (Figura V.26).
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Figura V.25. Perfiles ISSR de cepas de Aspergillus seccién Nigri aisladas de pasas de uvas
usando el cebador ISSR7. Linea 1: A. ibericus ITEM 4776; Linea 2: ANRC 500; Linea 3: ANRC
547; Linea 4: ANRC 501; Linea 5: ANRC 502; Linea 6: ANRC 503; Linea 7: ANRC 504; Linea
M: Marcador de peso molecular (Marcador 100pb DNA Ladder Invitrogen), Linea 8: ANRC 505;
Linea 9: ANRC 5086; Linea 10: ANRC 507; Linea 11: ANRC 508; Linea 12: ANRC 509; Linea
14: ANRC 510; Linea 14: ANRC 511; Linea 15: ANRC 512; Linea 16: ANRC 513; Linea 17:
ANRC 514, Linea 18: ANRC 515.
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Figura V.26. Dendrograma de 72 cepas de Aspergillus seccién Nigri generados por el software
NTSYS utilizando analisis de cluster UPGMA con el Indice de similitud genética Dice. Los

valores de soporte mayores al 50% se muestran en la parte superior de las ramas.
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El cluster | incluyé a las especies pertenecientes a Aspergillus de la Serie
Carbonaria (A. carbonarius y A. ibericus) y fue resuelto en 2 subclados (la y Ib). El
subclado la contiene a las cepas ANRC 547 y ANRC 500 identificadas
morfolégicamente como A. carbonarius. Dichas cepas mostraron un 89% de similitud
genética con la cepa de referencia A. ibericus ITEM 4776 (valor de soporte de 100%) y
un 35% de similitud con la cepa de referencia A. carbonarius A2034. Cabe aclarar que
dichas cepas no amplificaron el fragmento especifico usando los cebadores
CARBO1/CARBO2 y fueron capaces de producir OTA. El subclado Ib incluyé a las 21
cepas restantes identificadas morfolégicamente como A. carbonarnus, que amplificaron
el fragmento especifico con los cebadores CARBO1/CARBO2 y solo una de ellas
(ANRC 559) no fue capaz de producir niveles detectables de OTA. Estas presentaron
90% de similitud genética con la cepa de referencia A. carbonarius A2034 (valor de
soporte 99%).

El cluster ll incluy6 a las especies pertenecientes al agregado A. niger (llay lic) y
a las especies de Aspergillus Uniseriados (A. japonicus y A. aculeatus) (llb). EI
subclado lla incluyé a las especies A. tubingensis (85% de soporte) y A. Juchuensis
(97% de soporte) presentando dos divisiones llal y lla2, respectivamente (Figura
V.26). El subclado 1la1 inciuyd 22 cepas que mostraron 72% de similitud genética con
la cepa de referencia de A. tubingensis ANRC 452 con altos valores de soporte (85%).
Todas estas cepas amplificaron el fragmento especifico con los cebadores de A.
tubingensis (TUB1/TUB2). El subclado Ha2, incluyé 7 cepas que mostraron una
similitud genética de 82% con la cepa de referencia A. luchuensis ANRC 703 con altos
valores de soporte (97%). Estas 7 cepas no habian amplificado los productos
especificos usando los cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2.

El subclado Ilb incluyé a las especies A. japonicus (100% de soporte) y A.
aculeatus (78% de soporte). Este incluyé a 5 cepas identificadas morfolégicamnete
como Aspergillus Uniseriados y que amplificaron con los cebadores JAPO1/JAPO2,
las cuales mostraron 93% de similitud genética con la cepa de referencia A. japonicus
ITEM 7034, 30% con A. uvarum ITEM 4834 y 54% con A. aculeatus ITEM 7046.

El subclado llc incluy6 a las especies A. welwitschiae y A. niger (94% de soporte).
Dentro de este subclado Ilb se ubicaron las 6 cepas identificadas morfoléogicamente
como pertenecientes al agregado A. niger y que amplificaron los fragmentos
especificos con los cebadores de A. niger/A. welwitschiae (NIG1/NIG2). Dichas cepas
presentaron una similitud genética de 70% y 67% con las cepas de referencia A. niger
y A. welwitschiae, respectivamente, con altos valores de soporte (94%) (Figura V.26).
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Los cluster | (conteniendo a las especies pertenecientes a Aspergillus de la Serie
Carbonaria) y el cluster Il (conteniendo a las especies pertenecientes al agregado A.
niger y a las especies de Aspergillus Uniseriados), presentaron un 31% de similitud
genética entre ellos. En particular, las especies del agregado A. niger (cluster 1l)
presentaron un 50% de similitud genética entre ellas, mientras que las especies de
Aspergillus uniseriados (cluster Il) presentaron un 60% y las de la Serie Carbonaria
(cluster 1) sélo un 37% de similitud genética entre ellas.

Para verificar el andlisis de cluster realizado se calculd una matriz cofenética
(realizada apartir del dendrograma; Coph, NTSYS) y se la comparé con la matriz de
similitud genética (MxComp, NTSYS). El coeficiente de correlacion resultante fue de
0,93, lo cual indica que no habria distorsion entre el dendrograma y la matriz de

similitud genética (Anexo VIilL.6).
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V.5. Analisis del gen caimodulina

Basado en los resultados obtenidos mediante cebadores especificos y analisis
ISSR se seleccionaron 111 cepas representativas de cada grupo para la
secuenciacion del gen caimodulina a fin de confirmar el poder de resolucién de Ia
técnica ISSR y establecer la identidad a nivel de especie.

El alineamiento de las secuencias de calmodulina (111 cepas de Aspergillus
seccion Nigri evaluadas junto con secuencias disponibles en el GenBank) consistié en
629 caracteres, incluyendo 281 sitios informativos de parsimonia; dando lugar a 6
arboles igualmente parsimoniosos (longitud = 878, indice de consistencia = 0.58,
indice de retencién = 0.93), uno de los cuales se presenta en la Figura V.27. Dichos
arboles se encontraron en el 100% de las réplicas, indicando que existe un alto grado
de certidumbre para considerar a esta topologia como 6ptima globales para la matriz
analizada. La ronda final de TBR no produjo topologias 6ptimas adicionales.

Hasta el momento, existen 26 taxas dentro de las especies de Aspergillus seccién
Nigri, incluyendo las nuevas especies A. saccharolyticus (Serensen y col., 2011), A.
floridensis y A. trinidadensis (Jurjevi¢ y col., 2012). La secciéon se pueden dividir en
cinco clados principales (llamados Series en Frisvad y col., 2007). Las 111 cepas de
Aspergillus negros evaluados en el presente estudio se ubicaron dentro de tres de los
cinco clados fuertemente soportados (I-V) (Figura V.27).
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Figura V.27a. Uno de los arboles mas ;;rsimoniosos generados a partir de los datos
combinados de las secuencias del calmodulina de las 111 cepas de Aspergillus seccion Nigri
del presente estudio y de las 31 cepas de las secuencias disponibles en el GenBank. La cepa
A. flavus (CBS 100927) se us6 como grupo externo. Los valores de soporte mayores al 50% se
muestran en la parte superior de las ramas.
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Figura V.27b. Uno de los arboles mas parsimoniosos generados a partir de los datos

94

combinados de las secuencias del calmodulina de las 111 cepas de Aspergillus seccion Nigri
del presente estudio y de las 31 cepas de las secuencias disponibles en el GenBank. La cepa
A. flavus (CBS 100927) se usd como grupo externo. Los valores de soporte mayores al 50% se
muestran en la parte superior de las ramas.
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Figura V.27c. Uno de los arboles mas parsimoniosos generados a partir de los datos
combinados de las secuencias del calmodulina de las 111 cepas de Aspergillus seccion Nigri
del presente estudio y de las 31 cepas de las secuencias disponibles en el GenBank. La cepa

A. flavus (CBS 100927) se us6 como grupo externo. Los valores de soporte mayores al 50% se

muestran en la parte superior de las ramas.




El clado de A. niger (Clado 1) incluy6 10 especies biseriadas (100% de soporte), y
se subdividid en tres subgrupos: subgrupo A. niger (lé), A. tubingensis (Ib) y A.
brasiliensis (Ic).

El subgrupo la (99% de soporte) incluy6 las cepas que habian amplificado con los
cebadores especificos de A. niger (Tabla V.3). Adicionalmente, el subgrupo la incluyé
las cepas de referencias A. niger ITEM 4501, A. foetidus CBS 121.28, A. foetidus
NRRL 341 (=CBS 114.49) y A. lacticoffeatus CBS 101883T. Dentro de este subgrupo,
45 cepas formaron un grupo independiente junto con la cepa de referencia A.
welwitschiae CBS 557 .65T (=A. awamori ITEM 4509) (99% de soporte) (Figura V.27a).
Recientemente, se ha descripto que A. niger contiene la especie filogenéticamente
criptica A. awamori (Perrone y col., 2011). Dichas especies no pueden distinguirse
usando caracteres morfolégicos o producciéon de extrolitos. Sin embargo, datos
moleculares incluyendo secuenciacion de los genes de B-tubulina, calmodulina o factor
de elongacion, AFLP, UP-PCR pueden distinguir estas dos especies (Perrone y col.,
2011; Varga y col., 2011). Aspergillus awamori cumple los requisitos para el
reconocimiento de especies bajo el criterio de phylogenetic and genealogical
concordance phylogenetic species recognition (GCPSR) (Dettmanet y col., 2003). En
el criterio GCPSR un clado es reconocido como una especie cuando el grupo
monofilético esta concordantemente apoyado en la mayoria de los loci, o bien apoyado
por al menos un locus, pero no en contradiccién con cualquier otro locus. En el analisis
multilocus llevado a cabo por Perrone y col. (2011), el locus de calmodulina, tratado
bajo el criterio de parsimonia, es el Unico en el cual ambas especies se encuentran
como grupos monofileticos distintos con altos valores de soporte, no observandose
contradiccion en los demas locus analizados. En el presente trabajo también se puso a
prueba la monofilia de este grupo de especies mediante la generacion del arbol
consenso (Figura V.28). En lo que respecta a los marcadores fingerprinting AFLP en la
distincién de estas especies cripticas existen datos ambiguos, tal vez debido a las
diferentes combinaciones de cebadores utilizados.

En la Figura V.29 se muestra un mapa de sinapomorfias comunes (caracteres
derivados compartidos) de los 6 arboles igualmente parsimoniosos (878 pasos).
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Figura V.28._~'Arbol consenso de los 6 arboles igualmente parsimoniosos encontrados a partir de los datos combinados de las secuencias de
calmodulina de las 111 cepas de Aspergillus seccion Nigri del presente estudio y de las 31 cepas de las secuencias disponibles en el GenBank. La

cepa A. flavus (CBS 100927) se us6 como grupo externo. En la parte superior de las ramas se muestra el nimero de nodo.
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Figura V.29. Mapa de sinapomorfias comunes de los 6 arboles igualmente parsimoniosos encontrados. En la parte superior de las ramas se muestra
los caracteres sinapomorficos.
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Figura V.29. Mapa de sinapomorfias comunes de los 6 arboles igualmente parsimoniosos encontrados. En la parte superior de las ramas se muestra

los caracteres sinapomorficos.
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Figura V.29. Mapa de sinapomorfias comunes de los 6 arboles igualmente parsimoniosos encontrados. En la parte superior de las ramas se muestra
los caracteres sinapomorficos.
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Figura V.29. Mapa de sinapomorfias comunes de fos 6 arboles igualmente parsimoniosos

encontrados. En la parte superior de las ramas se muestra los caracteres sinapomorficos.
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A partir de la lectura de este mapa se puede dilucidar los caracteres y los estados
de esos caracteres que permiten establecer las relaciones filogenéticas (Anexo VIil.2).
Por ejemplo, para el caso de las especies cripticas A. nigerlA. welwitschiae se
muestran en la tabla V.8 los nodos del consenso (con caracteres y estados) (Figura
V.29) que permiten la monofilia de los grupos.

Tabla V.8. Nodos del consenso que permiten la monofilia de las especies criticas A. niger/A.

welwitschiae.
Nodo Especie Para todos los arboles Para algunos arboles
145 A. welwitschiae  Caracter 190: C-->T Caracter. 189: T —>C

Caracter 196: C-->T
Caracter 197: G -->T
Caracter510: C-—>T
151 A. niger Caracter 127: T —-> A
Caracter165: C > T

Al igual que lo informaron Varga y col. (2011), los datos de secuencia indican
también que tanto las cepas A. foetidus (CBS 114.49 = NRRL 341; CBS 121.28), y A.
lacticoffeatus son sinénimos de A. niger, mientras que A. coreanus (Yu y col., 2004) es
sinénimo de A. foetidus var. acidus (actualmente nombrado A. luchuensis por Hong y
col., 2013).

Solo el subgrupo de A. niger es conocido por contener especies productoras de
ocratoxina A y fumonisinas. En el presente estudio sélo una cepa (0,63%) (A.
welwitschiae ANRC 104) que se agrupd dentro del subgrupo Ia fue capaz de producir
niveles detectables de ocratoxina A (Figura V.27a).

El subgrupo Ib (100 % de soporte) incluy6 14 cepas que se agruparon junto con la
cepa de referencia de A. luchuensis CBS 565.65 (= A. acidus CBS 565.65) (86% de
soporte) y 3 cepas que se agruparon con la cepa de referencia A. tubingensis ITEM
7040 (96% de soporte). La especie A. acidus (previamente conocido como A. foetidus
var. pallidus y A. foetidus var. acidus) ha sido nuevamente validada por Vargas y col.
(2011) en base a datos fisiologicos y moleculares. Dicha especie es frecuentemente
aislada de hojas de té (Mogensen y col., 2009) y también ha sido identificada en casos
de aspergilosis humana (Alcazar-Fuoli y col., 2009).
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E!l subgrupo Ic (100% de soporte) incluyd 11 cepas aisladas de mani, que se
agruparon junto con la cepa de referencia de A. brasiliensis CBS 101740" formando un
clado monofilético (Figura V.28). Es de destacar que mediante marcadores ISSR,
estas 11 cepas también formaron un grupo separado del resto de las especies del
agregado A. niger con altos valores de soporte (100%) y mostrando un 46% de
similitud con las especies A. niger/A. awamori (Figura V.22). Los resultados obtenidos
en el presente trabajo indican que estas cepas se separan de otros Aspergillus negros
usando todas las herramientas moleculares utilizadas. Estos resultados estan de
acuerdo a lo informado por Varga y col. (2007) quienes informan que la especie A.
brasiliensis forma un clado monofilético apoyado por altos valores de soporte basado
en la secuenciacién de los genes ITS, B-tubulina y calmodulina, y también forma un
grupo bien definido utilizando el algoritmo UPGMA en base a datos obtenidos a partir
de AFLP. Aspergillus brasiliensis sélo ha sido aislado de suelo de Brasil, Australia,
Estados Unidos, Holanda y a partir de uvas en Portugal (Vargas y col., 2007).
Recientemente Castrillo y col. (2013) informaron la presencia de esta especie en yerba
mate en Argentina, aunque, debido a las metodologia de identificacion que los autores
usaron, no permitirian asegurar la categorizaciéon de los aislados pertenecientes al
agregado A. niger. Los autores usaron la secuenciaciéon de la region ITS del ADNr
para confirmar la identidad de las cepas y a partir de los resultados obtenidos, todos
los integrantes del agregado A. niger se agruparon en un unico clado monofiletico sin
resolucion de las distintas especies. Por otro lado, las herramientas de clasificacion
morfolégica no son las mas adecuadas ya que existe superposicién de caracteristicas
lo cual no permitiria la diferenciacion dentro de este complejo grupo. Por lo tanto, este
grupo de 11 cepas son el primer reporte confirmado de A. brasiliensis en Argentina.

En la tabla V.9 se muestra una lista de sinapomorfias comunes en los nodos del
consenso. Las sinapomorfias del nodo 155 (Figura V.28) sugieren que las 11 cepas
aisladas en el presente estudio evolucionaron a partir de un ancestro comun,
existiendo variaciones con respecto a las cepas de referencia, que bien podrian ser
variaciones intraespecificas dentro de la especie A. brasiliensis o sugerir que podria
tratarse de una especie filogenética criptica. Para confirmar esto se deberian analizar
bajo el criterio de reconocimiento de especies bajo concordancia filogénetica al menos
otros dos genes.

Otro clado principal (Clado l) incluyé a las especies pertenecientes a la Serie
Carbonaria (A. carbonarius, A. ibericus, A. sclerotioniger y A. sclerotiicarbonarius).

Dichas especies se caracterizan por presentar conidios relativamente grandes y dos




de ellas, A. carbonarius y A. sclerotioniger, son capaces de producir ocratoxina A
(Figura V.15). Ademas este clado incluyé cepas (ANRC 502, ANRC 514, ANRC 601 y
ANRC 559) previamente identificados como A. carbonarius por caracteres
morfolégicos y cebadores especificos CARBO1/2, que se agruparon junto con A.
carbonarius ITEM 4503 (100 % de soporte). Todas las cepas de A. carbonarnus
tuvieron idéntica secuencia del gen de la calmodulina a la cepa de referencia. Este
resultado esta de acuerdo con el alto grado de similitud (82 %) obtenido por analisis de
conglomerados basandose en los perfiles ISSR, confirmando la falta de variabilidad
molecular dentro de A. carbonarius. Estos resultados también estan de acuerdo con
los de Abarca y col. (2004) y Samson y col. (2004). El bajo nivel de polimorfismo
revelado por ISSR y la falta de variabilidad nucleotidica observada en la secuencia
calmodulina sugieren una relacién muy estrecha entre las cepas que comparten un

ancestro comun productor de OTA.
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Tabla V.9. Nodos del consenso que permiten la monofilia de las especies cripticas A. nigerlA.

awamori,
Nodo Clado Para todos los arboles Para algunos arboles
156 A. brasiliensis Caracter0: T--> A Caracter. 209: A-> G

155

47

ANRC 412, 427,
433, 446, 447,
411, 416, 434,
444, 445, 450

A. brasiliensis
iMi 381727

Caracter 1: G —> A
Caracter2: A-->T
Caracter4. C --> A
Caracter 13: A—-> G
Caracter20: T > A
Caracter 25: G-—> A
Caracter. 26: A > G
Caracter 51: G —> A
Caracter 54: A --> G
Caracter64: T-->C
Caracter65: T-—>C
Caracter68: C > G
Caracter 158: A --> G

Caracter. 159: T —-> A
Caracter. 168: G --> A
Caracter. 173: T-—>C
Caracter. 188: T —->C
Caracter. 266: T > C
Caracter. 381: G-—> A
Caracter. 386: T —> G
Caracter. 492: C-->T
Caracter. 574: C->T
Caracter. 601: T-->C
Caracter.622: C-->T

Caracter35: T-->C

Caracter 121: C > A

Caracter 190: C --> T
Caracter293: C-->T
Caracter 399: T-—>C
Caracter. 34: T —> A

Caracter. 350: G --> A
Caracter. 394: G --> A
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El clado Il también incluyé las cepas ANRC 500 y ANRC 547 que agruparon junto
con A. jbericus ITEM 4776 (100% de soporte). Estas cepas también mostraron baja
similitud con la cepa de referencia de A. carbonarius A2034 usando ISSR y no
amplificaron con los cebadores especificos de A. carbonarius, ademas de no ser
productoras de OTA. Es por esto que estas cepas se identificaron como A. ibericus.
Aspergillus ibericus se aislé y describié por primera vez en Espafia y Portugal (Serra y
col., 2006) y, este es el primer reporte de la presencia de esta especie fuera de la
Peninsula Ibérica (paises mediterraneos). Cabe aclarar que la especie A.
sclerotiicarbonarius formé un grupo hermano junto con A. ibericus (valor de soporte
80%) de A. carbonarius y A. sclerotioniger (valor de soporte 73%) (Figura V.27c),
coincidiendo la monofilia del grupo con la capacidad de producir o no ocratoxina A
(Figura V.28). En la tabla V.10 se muestra la lista de sinapomorfias de los nodos del
consenso implicados, que permiten la monofilia de los grupos:

Tabla V.10. Nodos del consenso que permiten la monofilia de las especies pertenecientes a la
Serie Carbonaria

Nodo Especie Para todos los drboles
168 A. carbonarius y A. Caracter 110: T-—->C
sclerotioniger Caracter 115: C > T

Caracter 376: T-->C
Caracter531: C-->T
Caréacter543: G —>T
177 A. ibericus y Caracter. 51: G —-> A
A.sclerotiicarbonarius Caracter. 381. G-—-> A
Caracter. 388: C-—> G
Caracter. 407: G -> A
Caracter. 564. C--> T

Todas las especies uniseriadas pertenecen al clado A. aculeatus (IV), que agrupa
a nueve especies (Figura V.27c). En este clado se incluyeron las cepas ANRC 529,
ANRC 528, ANRC 545 y ANRC 549 aislados de pasas, que se agruparon junto con la
cepa de referencia A. japonicus ITEM 7034 (100% de soporte). Ademas incluyo 3
cepas (ANRC 410, ANRC 426 y ANRC 429) aisladas de mani, que se agruparon junto
con la cepas de referencia A. uvarum ITEM 4834 (100% de soporte) formando un
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grupo monofilético (Figura V.28). Estas agrupaciones también se encontraron en los
dendrogramas de UPGMA basados en marcadores ISSR (Figura V.22; Figura V.26).
De esta forma el analisis de parsimonia confirmé el agrupamiento obtenido por ISSR,
siendo éste el primer reporte de esta especie en Argentina. Perrone y col. (2008)
describieron la especie de A. uvarum e informaron que sélo se aisla a partir de uvas
procedentes de Portugal, Italia, Francia, Israel, Grecia y Espafa. Recientemente
Jurjevi¢ y col. (2012) aislaron también a esta especie a partir de muestras de aire.

Aspergillus ellipticus y A. heteromorphus formaron otro clado (Ilf), ademas de A.
homomorphus que formé un clado distinto junto con A. saccharolyticus (V) (Figura
V.27¢c).
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V.6. Diseiio de cebadores especificos de especie

A partir de los 12 cebadores ISSR que se seleccionaron para analizar la
variabilidad genética entre las cepas de Aspergillus seccion Nigri durante la
optimizacion del protocolo, se encontraron bandas polimérficas Unicas en las distintas
especies evaluadas, las cuales podrian representar sitios blancos para el posible
desarrollo de cebadores especificos de especie.

En un principio, se seleccionaron aquellos fragmentos considerados especificos
de especies mayores a 400 pb, se escindieron del gel de agarosa y se purificaron
usando columnas comerciales para purificacién de ADN siguiendo las instrucciones
del fabricante. De esta manera, no se logré recuperar productos de ADN con niveles
cuantificables por fluorometria. Por este motivo, se decidié que, luego de cortar la
banda especifica del gel se disolvieran en agua destilada estéril y se reamplificaran
usando las mismas condiciones de amplificacién iniciales descriptas en el punto
ll.5.1.a. De esta manera, no se obtuvo un unico fragmento tal como se esperaba sino
que se obtuvieron multiples fragmentos. Por lo tanto, se cambiaron las condiciones del
programa del termociclador (tiempos y temperaturas) y fa composicion de la mezcla de
reaccion descriptas en el punto Ill.6.1.a. Usando dichas modificaciones tampoco se
logré obtener un unico fragmento en ninguno de los casos, por lo que se pensé en la
posibilidad de que los fragmentos seleccionados podrian contener mas de una
repeticion en tandem, complementario a los cebadores en cuestion. Debido a esto, se
decidié continuar trabajando con fragmentos menores a 400 pb con las modificaciones
anteriormente descriptas. De esta manera se logré obtener una Unica banda con el
mismo tamafio en pares de bases de los fragmentos de interés escindidos del gel
(Figura V.30). Dichos fragmentos fueron clonados y secuenciados.
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Figura V.30. Bandas polimoérficas Unicas de especies de Aspergillus seccién Nigri utilizando
diferentes cebadores ISSR. Lineas 1-2: fragmento de aproximadamente 300 pb de A. japonicus
ITEM 7034 utilizando el cebador ISSRS5; Linea 3: control negativo sin ADN; Lineas 4-5:
fragmento de aproximadamente 250 pb de A. ibericus ANRC 500 utilizando el cebador ISSR2;
Lineas 6-7: fragmento de aproximadamente 300 pb de A. aculeatus ITEM 7046 utilizando el
cebador ISSR2; Linea 8: control negativo sin ADN; Lineas 9-10: fragmento de
aproximadamente 300 pb de A. luchuensis ANRC 703, utilizando el cebador ISSR6; Linea 11:
control negativo sin ADN; M: Marcador de peso moiecular (Marcador 100pb DNA Ladder

Invitrogen).

V.6.1. PCR directo de colonia

Con el objetivo de seleccionar colonias que hayan incorporado vectores clonados
con los fragmentos de interés se realizé una PCR directa de 2 colonias de cada clon
usando los cebadores M13F y M13R (Figura V.31). La longitud en pares de bases del
producto resultante de estos cebadores en el vector sin clonar fue de 251 pb y
teniendo en cuenta que los fragmentos de interés analizados oscilaban entre 250 y
300 pb aproximadamente, el producto esperado de la PCR directo de colonia oscilaria

entre 501-551 pb, aproximadamente.
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Figura V.31. PCR directo de colonia utilizando los cebadores M13F y M13R de 4 clones
conteniendo fragmentos especificos de especie en el vector p-GEM T easy. M: Marcador de
peso molecular (Marcador 100pb DNA Ladder Invitrogen), Linea 1-2: fragmento de
aproximadamente 550 pb de A. japonicus; Linea 3-4: fragmento de aproximadamente 550 pb
de A. aculeatus; Linea 5: fragmento de aproximadamente 550 pb de A. luchuensis; Linea 6:
fragmento de aproximadamente 250 pb (sin fragmento clonado); Lineas 7-8: fragmento de

aproximadamente 500 pb de A. ibericus; Linea 9: control negativo sin ADN.

V.6.2. Reaccidn de clivaje

Las reacciones de clivaje se realizaron con la enzima de restriccidon £coRl con el
objetivo de comprobar el clonado y a su vez de volver a evidenciar el tamario de los
fragmentos de interés. Todos, a excepcion de unos de los plasmidos clonados con el
fragmento de A. acidus, liberaron un fragmento del tamafio esperado (Figura V.31).
Cabe destacar que el plasmido que no liberd el fragmento, tampoco amplificd el
fragmento esperado con los cebadores M13 cuando se les realizé la PCR directo de

colonia (Figura V.32).
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Figura V.32. Extraccion de plasmido y reaccion de clivaje utilizando la enzima EcoRI. A) Linea
1-2: plasmido clonado con fragmento de A. japonicus; Lineas 3-4. Plasmido clonado con
fragmento de A. aculeatus; Lineas 5-6: Plasmido clonado de A. luchuensis; Lineas 7-8:
Plasmido clonado de A. ibericus. B) Linea 1: Plasmido clonado con A. japonicus; Linea 2:
Reaccion de clivaje de plasmido clonado de A. japonicus; Linea 3: Plasmido clonado con A.
aculeatus; Lineas 4-5: Reaccion de clivaje de plasmido clonado de A. aculeatus; Linea 6:
Plasmido clonado con A. luchuensis; Lineas 7-8: Reaccion de clivaje de plasmido clonado de
A. acidus. Linea 9: Plasmido clonado con A. ibericus; Linea 10: Reaccién de clivaje de

plasmido clonado de A. ibericus.
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V.6.3. Analisis de secuencias de los fragmentos especificos

La estrategia usada fue la adquisicion a partir de los perfiles ISSR de secuencias
especificas de ADN para utilizarlas como sitios blancos para el disefio de cebadores,
que proporcionen una forma rapida y conveniente de detecciéon especifica de las
diferentes especies de Aspergillus seccion Nigri contaminantes de alimentos.

Los datos de la secuencias de las bandas obtenidas se alinearon con el programa
BioEdit version 4.7.8n y se compararon con la base de datos no redundante del
GenBank. Los resultados de la baisqueda se muestran en la Tabla V.11. A partir de las
secuencias obtenidas de las bandas monomérficas de especie, se disefaron
cebadores especificos con el programa Primer 3 (Tabla V.12) (Figura V.33; Figura
V.34; Figura V.35) y se sintetizaron a fin de comprobar la especificidad y sensibilidad

de los mismos.




Tabla V.11. Resultado de la basqueda de BLAST.

Banda Monomarfica Tipo de Descripcion del acierto Méximo Coberturade  E valor Identidad Numero de
de especie Busqueda Puntaje la secuencia Acceso
A. luchuensis Megablast  Aspergillus niger contig
An05c0030, genomic contig 137 82% 4,00E-29 91% AM270103.1
A. japonicus Blastn Amborella trichopoda
chromosome mitochondrion,
complete sequence 446 10% 0.50 96% KF754803.1
PREDICTED: Latimeria
chalumnae nidogen 1 (NID1),
partial Mrna 42.8 17% 1.7 82% XM_006006822.1
A. ibericus Megablast  Asperygillus niger CBS 513.88
discontinuo FAD binding domain protein,
mRNA 122 54% 2,00E-24 85% XM_001399734.2
Aspergillus niger contig
An02¢0190, genomic contig 122 54% 2,00E-24 85% AM270014.1
Aspergillus fumigatus Af293 FAD
binding domain protein
(AFUA_3G10680), partial mMRNA  91.5 47% 3,00E-15 81% XM_749458.1
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GACCCAGTTTTTCGCCAGTA
CAGGCGACGACTGGAACTAT

SEQUER
INCLUDEI

PRODUCT SIZE 181 ANY COMPL 600 PAIR 2'COMPL 1.00

STGTAGTGTAGTGTATCTAGCTAGCTGCTTGGTACTTGGTAGTGA

CGCCTGCGTGCG

Figura V.33. Secuencia del fragmento especifico de las cepas de A. luchuensis obtenida por
ISSR. Los signos > indicant el sitio de apareamiento de los cebadores Faci/Raci. pb: pares de
bases, tm: temperatura de mealting en °C, gc%: contenido de guanina y citosina.

GAAAGTGGAGTGCGAGAAGG
CAGACCTCCGTCAGTCATCA

Figura V.34. Secuencia del fragment especifico de las cepas de A. japonicus obtenida por

ISSR. Los signos > indican el sitio de apareamiento de los cebadores Fjapo/Rjapo. pb: pares
de bases, tm: temperatura de mealting en °C, gc%: contenido de guanina y citosina.
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CCAACGGTATCACTGGATCA
GACGCAGACGAGTACGAAGA

Figura V.35. Secuencia del fragmento especifico de las cepas de A. ibericus obtenida por
ISSR. Los signos > indican el sitio de apareamiento de los cebadores Fibe/Ribe. pb: pares de
bases, tm: temperatura de mealting en °C, gc%: contenido de guanina y citosina.

Tabla V.12. Secuencia de los cebadores y tamafic de los productos de amplificacion

esperados.
Especie Cebadores (5°-3") Producto esperado
A. luchuensis Faci: GACCCAGTTTITCGCCAGTA Faci/Raci: 163 pb

Raci: CAGGCGACGACTGGAACTAT Faci2/Raci: 136 pb
Faci2:CACCCAGAAAGTTGCAGCAC

A. japonicus Fjapo:GAAAGTGGAGTGCGAGAAGG Fjapo/Rjapo: 234 pb
Rjapo:CAGACCTCCGTCAGTCATCA Fjapo/Rjapo2: 119p pb
Rjapo2:CGGTTCACGGTGCATGAAAA

A. ibericus Fibe:CCAACGGTATCACTGGATCA Fibe/Ribe: 189 pb
Ribe:GACGCAGACGAGTACGAAGA

V.6.4. Pruebas de sensibilidad y especificidad de los cebadores diseiiados

Para todos los cebadores disefiados se optimizaron las condiciones de
amplificacién, utilizando diferentes condiciones de reaccién a fin de lograr buena
intensidad de ampilificacion y especificidad, variando la concentraciéon de Mg, la
concentracion de los cebadores y las temperaturas de apareamiento. Las condiciones

optimas de reaccion y termociclado fueron las siguientes:




Mezcla de reaccidon de PCR optimizada (para una reaccién): 0.2 mM dNTPs
(Promega), Buffer PCR 1X (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCl a pH 8.3), 1,25 U Taqg DNA
polimerasa (Promega), 0,2 yM cebador (Tabla V.12), 1,5 mM de Mg Cl, y 2 ul de ADN
templado; en un volumen final de 20 pl.

Programa de PCR: 1 cicio a 94° C por 5 min, seguido por 30 ciclos a 94° C por

1min, §7° C por 50 s, 72° C por 1 min. Se realiz6é una extensién final de 5 mina 72° C
y se mantuvo a 4° C por 10 min.

Tras la optimizacién del ensayo y condiciones de PCR, se comprobé Ia
especificidad de los cebadores usando todas las especies de Aspergillus seccién Nigri
y otras especies fungicas que co-habitan en los sustratos analizados (Fusarium spp.,
Aspergillus spp. y Penicillum spp.). Bajo las condiciones éptimas de reaccién, sélo el
par de cebadores Fibe/Ribe pudo ampilificar un unico fragmento del tamafio de pares
de bases esperado y no se observaron reacciones cruzadas con otras especies
fungicas (Figura V.36) (Tabla V.12). La sensibilidad de la técnica permitié6 obtener un
producto de amplificacién hasta una concentracién minima de 0,01 ng/ul de ADN total
(Figura V.37).

Los resultados obtenidos demostraron que los cebadores SCAR (Fibe/Ribe)
pueden utilizarse para identificar inequivocamente a A. ibericus. Dicho marcador es de
gran valor en estudios ecolégicos y epidemiolégicos de especies de Aspergillus
seccion Nigri, ya que provee una herramienta Util para discriminar a A. ibericus de la
especie estrechamente relacionada, A. carbonarius, ademas de otros patégenos
fungicos de plantas, incluyendo diferentes especies de Aspergillus spp. Debido a que
A. carbonarius, es conocido por producir altos niveles de OTA, su delimitacion con A.
ibericus es muy importante para evitar una sobreestimacién de los riesgos de
contaminacion y toxicologicos. Ademas, la incapacidad de A. ibericus de producir OTA
es interesante desde un punto de vista biotecnolégico debido a que muchos
metabolitos con valor comercial se producen por otras especies de la seccion. Otra
cualidad importante del marcador es su sencillez, rapidez y sensibilidad. Las especies
fungicas, en especial las especies de Aspergillus, presentan una diversidad
considerable, lo cual hace que sea mas dificil asignar la identidad taxonémica de los
aislados en este tipo de poblaciones (Perrone y col., 2007).
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Los demas pares de cebadores no presentaron buena especificidad ya que se
obervaron reacciones cruzadas con especies emparentadas dentro de Aspergillus
seccidn Nigri (datos no mostrados).

A 1234567 8 910 M1112131415 16171819

Figura V.36. Productos de amplificacion para evaluar fa especificidad del método Fibe/Ribe
(189 pb). A) Linea 1-3. A. ibericus ITEM 4776, ANRC 500, ANRC 547; Linea 4-10: A
carbonarius ANRC 501, 502, 514, 558, 559, 601, A2034; M: Marcador de peso molecular
(Marcador 100pb DNA Ladder New England Biolabs); Linea 11: A. japonicus ITEM 7034, Linea
12: A. aculeatus ITEM; Linea 13: A. uvarum ITEM 4834; Linea 14:. A. niger ANRC 704; Linea
15: A. tubingensis ANRC 452; Linea 16: A. welwitschiae ANRC 524; Linea 17: A. brasiliensis
ANRC 412; Linea 18: A. luchuensis ANRC 703; Linea 19: control negativo sin ADN. B) Linea 1-
3. A. ibericus ITEM 4776, ANRC 500, ANRC 547; Linea 4-6: Alternaria oregonensis A70,
Alternaria infectoria 128, Alternaria alternata 158; Linea 7-8 Fusarium graminearum
RCFG6001, Fusarium proliferatum ITEM 16395; Linea 9-10: Aspergillus flavus FA213,
Aspergillus parasiticus LV3 84; Linea 11: control negativo sin ADN; M: Marcador de peso
molecular (Marcador 100pb DNA Ladder New England Biolabs).
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Figura V.37. Productos de amplificacién utilizando distintas concentraciones de ADN para
evaluar la sensibilidad del método Fibe/Ribe. Linea 1-7: 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 0,001ng,
0,0001ng, 0,00001ng de ADN de la cepa ANRC 547. Linea 8: control negativo sin ADN. M:
Marcador de peso molecular (Marcador 100pb DNA Ladder New England Biolabs). Linea 9-15:
10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 0,001ng, 0,0001ng, 0,00001ng de ADN de la cepa ANRC 500.
Linea 16: contro! negativo sin ADN.

V.6.5. Multiple PCR utilizando los cebadores CARBO1/2 y Fibe/Ribe

Existen en la actualidad una gran variedad de cebadores especificos para la
deteccion de A. carbonarius (Perrone y col., 2004; Mule y col., 2006; Schmidt y col.,
2004), ya que es considerada la principal especie que contribuye a la contaminacion
con OTA en la cadena alimentaria, pero no existen cebadores para su especie
hermana A. ibericus la cual es morfologicamante indistinguible y no productora de
dicha micotoxina.

El desarrollo de una PCR multiple ofrece el analisis en un paso en forma rapida y
especifica para la diferenciacion de estas especies estrechamente relacionadas. Esta
metodologia se puede utilizar para identificar dichas especies sin la necesidad de
realizar un analisis morfolégico y los consiguientes riesgos de errores de identificacion.

Ademas, este método es adecuado para investigaciones que implican un gran namero
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de aislados flngicos ya que solo es necesaria una rapida extraccion de ADN y la
simple amplificacién por PCR.

La importancia de contar con herramientas moleculares para la identificacion a
nivel de especies radica en lo dificultoso del reconocimiento morfolégico de especies
dentro de esta seccion. Estos cebadores podrian ser herramientas utiles para
investigaciones donde se trabaja con un gran namero de aislamientos.

En conclusion, los nuevos cebadores disefiados podrian ser utilizados para
detectar e identificar A. ibericus y junto con los cebadores CARBO1/2 (especificos de
A. carbonarius), detectar simultaneamente ambas especies bajo las mismas
condiciones de PCR (Figura V.38).

Figura V.38. Productos de amplificacion para evaluar la especificidad del metodo multiple PCR
para la deteccion especifica de A. ibericus (189pb) y A. carbonarius (375pb). M. Marcador de
peso molecular (Marcador 100pb DNA Ladder Promega); Linea 1: A. ibericus ITEM 4776; Linea
2: A. ibericus ANRC 500, Linea 3: A. ibericus ANRC 547; Linea 4: A. carbonarius 514, Linea 5:
A. carbonarius A2034; Linea 6: Mezcla de DNA A. carbonarius A2034 y A. ibericus ITEM 4776;

Linea 7: Control negativo sin ADN.
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V.7. Resumen del estudio polifasico de 194 cepas de Aspergillus seccion Nigri

En el Anexo VIII.7 se muestran todos los resuitados obtenidos en el presente
trabajo. La identificacion morfolégica permitié clasificar a los aislados dentro de tres
grandes grupos, agregado A. niger, Aspergillus Uniseriados y Serie Carbonaria.
Ademas se logrd distinguir en base a la macromorfologia a A. /acticoffeatus (Samson y
col., 2004) y A. sclerotioniger (Samson y col., 2004) dentro del agregado A. niger y
Serie Carbonaria, respectivamente. Es bien sabido que la identificacion morfolégica no
puede ser tomada como Unico criterio diagnéstico en la identificacion fungica, ya que
existe una superposicion de caracteres que no permiten establecer limites claros para
determinar la identificacion a nivel de especie. Es por esto que surge la idea de
establecer estudios polifasicos de clasificacidon incluyendo ademas perfil de
metabolitos secundarios y el establecimiento de relaciones filogenéticas basados en el
analisis de secuencias conservadas. Varga y col. (2011) realizaron una revision de la
seccion Nigri donde reclasificaron e identificaron nuevas especies, entre ellas,
demostraron que A. /acticoffeatus es sinénimo de A. niger. Chiang y col. (2011)
demostraron que la macromorfologia distintiva de ésta especie sélo se trata de una
mutacion del gen albA PKS, el cual es responsable de la produccion de un precursor
de la pigmentaciéon ademas de ser también un precursor de la formacioén de naphtho-c-
pyrones comunmente encontrados en cantidades significativas en cultivos de A. niger.
De esta forma queda claro que si no se logra la coincidencia de todos los criterios de
clasificacion no se puede determinar la identidad de una especie en particular o la
definicién de una nueva especie.

Para contrarrestar las limitaciones que se presentan al utilizar criterios
morfolégicos en la identificacion de las especies de Aspergillus seccion Nigri, se
considera necesario usar criterios basados en el analisis de ADN ya que pueden
proporcionar una informacién mas objetiva. La utilizacién de cebadores especificos
permitié clasificar dentro del agregado A. niger a A. tubingensis y A. niger/A.
welwitchiae (especies cripticas, Perrone y col.,, 2011), y A. carbonarius. Ademas de
sugerir la posible presencia de otras especies dentro del agregado y de la Serie
Carbonaria cuando no se logré la amplificacion en algunos aislados. En cuanto a los
cebadores JAPO1/2 (Perrone y col, 2004), se demostré6 que no presentan
especificidad ya que amplifican a todas las especies uniseriadas incluidas en este
trabajo. Esto podria ser debido a que dichos cebadores fueron disefiados cuando sélo

habian sido descriptas dos especies dentro de este grupo, A. japonicus y A. aculeatus,
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y para muchos investigadores eran considerados la misma especie puesto que no
podian diferenciarse usando algunos de los marcadores moleculares (DNA
fingerprinting; analisis ITS, entre otros).

Es bien conocido que los criterios basados en analisis multigénicos son el
denominado “gold standard” en la clasificacion de organismos pero también es real
que es una metodologia demasiado cara y no convencional para ser utilizada en
laboratorios de rutina de alimentos y/o clinica (Balajee y col., 2009). Es por esto que se
decidié implementar una técnica de fingerprinting para ser usada cuando es necesario
evaluar un alto nimero de cepas. Mediante el marcador molecular ISSR se logré
agrupar por similitudes de perfiles de las bandas amplificadas a las especies
Uniseriadas (A. japonicus, A. uvarum, A. aculeatus), Serie Carbonaria (A. carbonarius,
A. ibericus) y Aspergillus del agregado A. niger (A. niger/A. welwitchiae, A. tubingensis,
A. luchuensis y A. brasiliensis) todos con altos valores de soporte. A fin de confirmar el
poder de resolucion de la técnica ISSR y establecer la identidad a nivel de especie se
seleccionaron 111 cepas representativas de cada grupo para la secuenciacién del gen
calmodulina. De este modo se determiné la identidad de cada agrupamiento (ISSR) y
la identidad de las cepas a nivel de especie. Esta ultima metodologia fue la tnica que
permitié separar la especie criptica A. awamori de A. niger definida por Perrone y col.
(2011).

En las Figuras V39, V40, V41 y V42 se muestran las especies y el porcentaje de
aislamiento segun cada sustrato. Como puede observarse, en pasas de uvas las
especies mas frecuentemente encontradas fueron A. fubingensis y A. carbonarius,
seguido por A. luchuensis, A. japonicus, A. niger, A. welwitchiae y A. ibericus (Figura
V39). En cambio, en mani las especies mas frecuentemente aisladas fueron A.
welwitchiae, A. tubingensis y A. brasiliensis, seguidas por A. uvarum, A. luchuensis, A.
faponicus y A. niger (Figura V40), mientras que en soja solo se aislaron especies
pertenecientes al agregado A. niger, siendo las mas frecuentes A. niger y A.
welwitchiae, seguidos por A. luchuensis y A. tubingensis (Figura V41).
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Figura V.39. Especies y porcentajes de aislamiento en pasas de uvas.
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Figura V.40. Especies y porcentajes de aislamiento en mani.
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Figura V.41. Especies y porcentajes de aislamiento en soja.
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VI. CONCLUSIONES

> El agregado A. niger es el grupo de especies mas frecuentemente aislado
como contaminante en todos los sustratos analizados. Dependiendo de los
mismos, el grupo taxonémico siguiente en orden de importancia fue Serie
Carbonaria y Aspergillus Uniseriados en pasas de uvas; los Aspergillus

uniseriados en mani, y en soja no se encontraron otros grupos.

> El 93% de las cepas identificadas morfologicamente como A. carbonarius
fueron productoras de OTA, en cambio solo el 0,63% de las pertenecientes al
agregado A. niger produjeron dicha micotoxina. Por lo tanto, se infiere que A.
carbonarius seria la principal especie responsable de la posible acumulacion
de OTA en los sustratos. Los niveles de produccién fueron altamente variables

e inversamente proporcional a los niveles de oxigeno.

» La produccién de FB; por algunas cepas pertenecientes al agregado A. niger,
alerta acerca de la posible presencia de esta micotoxina en los sustratos donde

esta especie es un contaminante frecuente.

» Un marcador ISSR se desarrolio, el cual permitid evaluar la diversidad de
especies de Aspergillus seccion Nigri, cuyo analisis concordd con la identidad
de los aislados basada en morfologia clasica y uso de cebadores especificos.
A pesar que este marcador no permite la categorizacion taxondémica de las
especies en cuestiéon, es una herramienta de sumo valor cuando se quiere

identificar un gran nimero de aislados.

> El analisis de agrupamiento de los perfiles ISSR, revelé:

e La presencia de un grupo muy homogéneo conformado por cepas que
no habian amplificado con los cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2,
cuya categorizacion taxondémica por analisis de secuencias fue A.
brasiliensis. Este grupo se aislé sblo en el sustrato mani. Este es el

primer informe confirmado de esta especie en Argentina.

e La presencia de un grupo de cepas identificadas morfolégicamente
como Aspergillus uniseriados que mostraron una alta similitud genética

con la cepa de referencia A. uvarum ITEM 4834. La categorizacion
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taxonémica del mismo fue confirmada por analisis de secuencias como
A. uvarum. Este grupo se aisld sélo en el sustrato mani. Este es el

primer informe de esta especie en Argentina.

e La presencia de un grupo de cepas identificadas morfolégicamente
como pertenecientes al agregado A. niger, que no habian amplificado
con los cebadores NIG1/NIG2 y TUB1/TUB2 y que mostraron una alta
similitud genética con la cepa de referencia A. luchuensis ANRC 703.
La categorizacion taxonémica de este grupo fue confirmada por analisis
de secuencias como A. luchuensis. Este grupo se aisl6 en los sustratos

mani, soja, pasas de uvas y café.

e La presencia de dos cepas (ANRC 500 y 547), clasificadas
morfologicamente como A. carbonarius y no productoras de OTA, que
mostraron alta similitud genética con la cepa de referencia A. ibericus
ITEM 4776. La categorizacion taxondmica fue confirmada por analisis
de secuencias como A. ibericus. Este grupo se aisl6 sélo en el sustrato
pasas de uvas. Este es el primer informe de esta especie en Argentina.

Las cepas de A. tubingensis, A. niger/A. welwistchiae, A. luchuensis y A.
brasiliensis fueron claramente separados por ISSR en cuatro clusters

diferentes con altos valores de soporte.

Los agrupamientos generados por los perfiles de banda ISSR no permitieron
discriminar entre las cepas con diferente perfil toxicogénico, origen geografico

y/o sustrato.

El analisis filogenético sugiere que las 11 cepas categorizadas como A.
brasiliensis evolucionaron a partir de un ancestro comun hipotético no
compartido con la cepa de referencia evaluada. Esto podria deberse a
variaciones intraespecificas dentro de la especie A. brasiliensis o bien tratarse
de especies filogenéticas cripticas dentro del clado de A. brasiliensis.

A partir de los perfiles ISSR se encontraron bandas monomérficas Unicas de
especie que podrian ser sitios blancos para el desarrolio de cebadores

especificos de especies.
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El marcador SCAR desarrollado en el presente trabajo, utilizando los
cebadores Fibe/Ribe, puede distinguir claramente A. ibericus de la especie
estrechamente relacionada A. carbonarius de forma rapida, confiable y de bajo
costo. Esta distincion es de suma importancia para evitar una sobreestimacion

de los riesgos de contaminacién y toxicoldgicos.
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Anexo VIiIL.1. ldentificacion morfologica de las cepas de Aspergillus seccién Nigri analizadas en

el presente estudio provenientes de diferentes sustratos y regiones geograficas.

Sustrato

Origen geografica

Cepa

Clasificacion morfologica

Almendra

Café

Desechos de mani

Mani

Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Aimacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almaceén Rio Cuarto
Almaceén Rio Cuarto
Sur de Cordoba

Sur de Cérdoba

Sur de Cérdoba

Sur de Coérdoba

Sur de Cérdoba

Sur de Cérdoba

Sur de Cérdoba

Sur de Cérdoba
Acequias (Cordoba)
Molies (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Moilles (Cérdoba)
Molles (Cdérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molies (Cérdoba)
Moiles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Molles (Cordoba)

ANRC 800
ANRC 801
ANRC 802
ANRC 803
ANRC 804
ANRC 805
ANRC 807
ANRC 808
ANRC 809
ANRC 810
ANRC 811
ANRC 813
ANRC 814
ANRC 700
ANRC 701
ANRC 702
ANRC 703
ANRC 704
ANRC 400
ANRC 401
ANRC 402
ANRC 407
ANRC 408
ANRC 409
ANRC 411
ANRC 412
ANRC 413
ANRC 414
ANRC 415
ANRC 416
ANRC 417
ANRC 418
ANRC 419
ANRC 420
ANRC 421
ANRC 422

Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
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Mani

Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Moiles (Cordoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Molles (Cérdoba)
Molies (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cardoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molies (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Moiles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Moilles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Molles (Cérdoba)
Molies (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cérdoba)
Molles (Cordoba)
Sur de Cérdoba

Sur de Cérdoba

Sur de Cérdoba

Acequias (Cérdoba.)

ANRC 423
ANRC 424
ANRC 425
ANRC 427
ANRC 428
ANRC 430
ANRC 431
ANRC 432
ANRC 433
ANRC 434
ANRC 435
ANRC 436
ANRC 437
ANRC 438
ANRC 439
ANRC 440
ANRC 441
ANRC 442
ANRC 443
ANRC 444
ANRC 445
ANRC 446
ANRC 447
ANRC 448
ANRC 449
ANRC 450
ANRC 451
ANRC 452
ANRC 453
ANRC 454
ANRC 455
ANRC 456
ANRC 457
ANRC 458
ANRC 459
ANRC 460
ANRC 403
ANRC 404
ANRC 405
ANRC 406

Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Agregado A.
Aspergitlus Uniseriado

niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
niger
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Mani

Pasas de uvas

Molles (Cdrdoba)
Molles (Cdrdoba)
Molies (Cdrdoba)
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
Desconocido
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan

ANRC 410
ANRC 426
ANRC 429
ANRC 558
ANRC 559
ANRC 560
ANRC 561
ANRC 562
ANRC 564
ANRC 500
ANRC 501
ANRC 503
ANRC 504
ANRC 505
ANRC 506
ANRC 507
ANRC 508
ANRC 509
ANRC 510
ANRC 511
ANRC 512
ANRC 613
ANRC 514
ANRC 515
ANRC 547
ANRC 502
ANRC 563
ANRC 516
ANRC 517
ANRC 519
ANRC 520
ANRC 521
ANRC 522
ANRC 518
ANRC 523
ANRC 524
ANRC 525
ANRC 526
ANRC 527
ANRC 531

Aspergillus Uniseriado
Aspergillus Uniseriado
Aspergillus Uniseriado
. carbonarnius
. carbonarius
. carbonarnius
. carbonarius
. carbonanus
. carbonanus
. carbonarius
. carbonarius
. carbonanus
. carbonarnus
. carbonarius
. carbonarnus
. carbonanus
. carbonarius
. carbonanus
. carbonanus
. carbonarius
. carbonarnus
. carbonarius
. carbonarius
. carbonarnus
. carbonanus

> > > > > D> > DD DD DD DD DD DDdDD

. carbonarnus

Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
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Pasas de uvas

Pimienta

Residuo de cerveceria

Soja

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

Mendoza

San Juan

San Juan

San Juan

San Juan

Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Almacén Rio Cuarto
Villa Gral. Belgrano
Villa Gral. Belgrano
Villa Gral. Belgrano
Villa Gral. Belgrano
Villa Gral. Belgrano

Acopio Sur de Cérdoba

ANRC 532
ANRC 533
ANRC 534
ANRC 535
ANRC 536
ANRC 537
ANRC 538
ANRC 539
ANRC 540
ANRC 541
ANRC 542
ANRC 543
ANRC 544
ANRC 546
ANRC 548
ANRC 550
ANRC 551
ANRC 552
ANRC 553
ANRC 554
ANRC 555
ANRC 556
ANRC 557
ANRC 528
ANRC 529
ANRC 530
ANRC 545
ANRC 549
ANRC 900
ANRC 901
ANRC 902
ANRC 903
ANRC 904
ANRC 905
ANRC 202
ANRC 203
ANRC 204
ANRC 200
ANRC 201
ANRC 101

Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Aspergillus Uniseriado
Aspergillus Uniseriado
Aspenrgillus Uniseriado
Aspergillus Uniseriado
Aspergillus Uniseriado
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger

A. carbonanus

A. carbonarius

A. carbonarnius
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
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Soja

Suelo

Uvas

Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Coérdoba
Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cdrdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Coérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cardoba
Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Coérdoba
Acopio Sur de Cordoba
Chilecito (La Rioja)
Pocito (San Juan)
Serrano (Cordoba.)
Serrano (Cordoba)
Serrano (Cérdoba)
Mendoza

Mendoza

Mendoza

Mendoza

Mendoza

ANRC 102
ANRC 103
ANRC 104
ANRC 105
ANRC 106
ANRC 107
ANRC 108
ANRC 109
ANRC 110
ANRC 111
ANRC 112
ANRC 113
ANRC 114
ANRC 115
ANRC 116
ANRC 118
ANRC 119
ANRC 120
ANRC 121
ANRC 122
ANRC 123
ANRC 124
ANRC 125
ANRC 127
ANRC 128
ANRC 129
ANRC 100
ANRC 126
ANRC 601
ANRC 600
ANRC 602
ANRC 603
ANRC 604
ANRC 300
ANRC 301
ANRC 302
ANRC 303
ANRC 304

Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
A. carbonarius

A. carbonarius

Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
Agregado A. niger
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Anexo VIli.2. Buffer de salida del analisis de parsimonia del gen calmodulina de las cepas de
Aspergillus seccion Nigri usando el programa TNT.

Reading from C:\Users\Guillermo\Alineamiento_Calmodulina_Curado.fas.tnt
Matrices will be read as DNA data

Matrix space: allocate for up to 8 states

Matrix (629x143, 8 states). Memory required for data: 0.37 Mbytes
348 uninformative characters are inactive

Time 0.00 secs.

Outgroup is taxon 0 - A.flavus CBS 100927

Space for 10000 trees in memory

0 trees in memory

Random seed is 1

Repl. Algor. Tree Score Best Score Time Rearrangs.
1000 SPR  8of8 -—— 878 0:01:06 403,380,939
Completed 1000 random addition sequences.

Total rearrangements examined: 403,380,939.

Best score hit 1000 times out of 1000.

Best score (TBR): 878. 8 trees retained.

Time 66.15 secs.

Start swapping from 6 trees (score 878)...

Repl. Algor. Tree Score Best Score Time Rearrangs.
--- TBR 70f8 ———— 878 0:00:.05 4,806,824
Completed TBR branch-swapping.

Total rearrangements examined: 4,806,824.

Best score (TBR): 878. 8 trees found.

Time 5.04 secs.

6 trees retained (score 878)

Time 0.02 secs.

Reading from C:\Cladistica_2011\TNT\STATS.RUN

Macro language is ON

Macros: 42.7 Kb in use, 59.6 Kb free

Report is ON

Floating point printing uses 3 digits

Consistency index

340 413 42 +3% +43 +5°

3 0°0.584° 0.584° 0.584° 0.584° 0.584° 0.584°

Retention index




3 4+0° +13 428

Synapomorphies common to 6 trees

+53

3 0°0.930° 0.930° 0.930° 0.930° 0.930° 0.930°

.................................................

(Node numbers refer to nodes in consensus)

A. flavus CBS 100927:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 417
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 414:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 129:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 420:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 419:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 125:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 304:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 105:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 443:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 456:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 431:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 701:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 421:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 102:
All trees:
Char.619:G—-—>C

ANRC 106:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 119:
All trees:
No autapomorphies:

A.aculeatus ITEM 7046:

All trees:
Char.17:C-->T

Char. 57:T-—>C

Char. 156: C-->T
Char.332: C->T
Char.344:C->T
Char.394:C->T
Char. 489:C—>T
Char. 552: C --> T
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A. welwitschiae ITEM 4509:

All trees:

No autapomorphies:

ANRC 412:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 415:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 427:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 433;
Ali trees:

No autapomorphies:

ANRC 4486:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 447
All trees:

No autapomorphies:



ANRC 452:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 458:
Ali trees:
No autapomorphies:

A. costaricaenses CBS
115574:
All trees:
Char. 165:C > T
Char.202:G-->C’
Char. 227:T->C

A.  eucalypticola CBS
122712:
All trees:
Char. 70: A>T
Char. 197: G > A
Char. 314: C-->T
Char. 528: T->C
Char. 558:C —>T

A. fijensis CBS 311.89:
All trees:
Char. 155: C ->G
Char. 170: C—>T
Char.359: C-->T
Char. 386: G --> A
Char. 477:.C->T

A. foetidus NRRL341:
All trees:
No autapomorphies:

A. indologenus ITEM 7038:
All trees:
Char. 332: C-->T
Some trees:
Char. 232: T-->C
Char.571:C—->T

A. japonicus ITEM 7034:

All trees:
No autapomorphies:

A. lacticofeatus CBS
101883:
All trees:
Char. 54: A --> G
Char. 88: T-->A
Char.64: T-->C
Char.66: T —-> A

A.neoniger CBS 115656

All trees:
Char.221: G —> A

A. sclerotioniger CBS
116572:
All trees:

Char.64: C > A
Char. 67: T--> A
Char. 75: A--> G
Char. 109: T--> C
Char. 182: C ->T
Char.190: C-->T
Char.191: C->T
Char. 314:C->T
Char.320: C->T
Char. 405:C->T
Char. 441:T->C
Char.444:C-->T
Char. 465: G > A
Char.540: C-->T

ANRC 410:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 426:
All trees:
No autapomorphies:
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ANRC 524
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 700:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 702:
All trees:
Char.138: T—>C
Char. 155:C-->T

ANRC 528:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 528:
All trees:
No autapomorphies:

A. floridensis ITEM 14783:
All trees:
Char. 12:.C-->T
Char.34: G > A
Char. 57: T--> A
Char. 112: T-->C
Char.344:C-->T
Char. 373: G-->C

A. trinidadensis ITEM
14821:

All trees:

Char. 278: T-->C

A. luchuenesis CBS
564.65:
All trees:
No autapomorphies:
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A. aculeatinus CBS Char.622: C—>T Char.409:G-->T
121060: Char. 415:A-->G
All trees: A. foetidus CBS 12.128: Char.453: C-->T
Char. 68: G —>C All trees: Char. 498: T --> A
Char. 69: A-->T No autapomorphies: Char.531:C-—->T
Char. 70: T-> G Char. 555: C > T
Char.72.C-->T A. heteromorphus ITEM Some trees:
Char. 73: C --> A 7045: Char. 228: T-->C
Char. 163: G > A All trees:
Char.384:C-->T Char. 16:C —> G A. ibericus ITEM 4776:
Char.398:C-—>T Char. 16:C—->T All trees:
Char.50: T-->G Char. 40: G —> A
A.brasiliensis Ml 381727: Char.60: G -->C
All trees: Char.67: T—>G A. niger ITEM 4501:
Char. 34: T--> A Char. 109: T-->C All trees:
Char. 350: G --> A Char. 114: T->C No autapomorphies:
Char. 384: G --> A Char. 168: C-->T
Char.222: T-->C A. sclerotiicarbonarius CBS
A.carbonarius ITEM 4503: Char. 278:C —>T 121057:
All trees: Char. 390: A-->G All trees:
No autapomorphies: Char. 407: G --> A Char.34.T-->C
Char. 415: A-->G Char. 46:C-->T
A.ellipticus ITEM 4505: Char.431:C-->T Char.93:C—>T
All trees: Char. 121: C-->G
Char. 14: T-->C A. homomorphus ITEM Char. 260: G —>C
Char. 38: C--> A 7556: Char. 323: C-->T
Char.44:C—>G All trees: Char. 375: G-->C
Char. 51: G —> A Char. 74 T->G Char.441: T-->C
Char.61: C-—>G Char.170: C —>T Char.444:C ->T
Char. 180: G > A Char. 179:C-->T Char.453: T-->C
Char. 184: T->C Char. 184: T --> G
Char. 206: C --> A Char. 187: C->G A. saccharolyticus CBS
Char. 208: T --> A Char. 190: C-->T 127449:
Char. 260: G-->C Char. 210: A—>C All trees:
Char.263: C > T Char. 215: G --> A Char. 123: C-> A
Char. 266: T -->C Char.222: T --> A Char. 158:C-->T
Char. 392: G —> A Char. 225: T > A Char. 162: A>T
Char.393:C-->T Char. 229: A -->C Char. 163: G --> A
Char. 402: G->T Char.308:C-->T Char. 174: G > A
Char. 404: A-->T Char. 372: T-->C Char. 185: A-=> G
Char.441: T-->C Char. 398: C --> G Char. 186: G --> A
Char. 510: C —->T Char.400: C->T Char. 192: A->T

Char. 564:C -->T Char. 403: G --> A Char. 194: A-->C




Char. 197: G —-> A
Char.199:C ->T
Char. 208: C —~> A
Char. 227: C-->T
Char.281: C-—>G
Char.320: C-->T
Char.323:C-->T
Char.332:C-->T
Char.359: C-->T
Char. 383: C-->T
Char. 394: A > G
Char. 396: G —-> A
Char. 407: G --> A
Char. 424:C > G
Char. 444: C --> A
Char. 465: G --> A
Char. 477: C > T
Char. 486: G --> A
Char.519: T->C
Char. 558: C > T
Some trees:
Char.59: G > A

A. tubingensis ITEM 7040:

All trees:
No autapomorphies:

A. uvarum ITEM 4834:
All trees:
Char. 431:C->T

A. vadensis CBS 113365:

All trees:
Char. 157: G --> A
Char. 199: T —> G
Char. 204: A>T
Char.296: C-—>T

A. violaceusfuscus CBS
12327:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 500:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 502:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 601:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 514:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 703:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 704:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 603:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 300:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 539:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 540:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 544
All trees:

No autapomorphies:
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ANRC 545:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 547:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 548:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 549:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 552:
All trees:
Char. 177: A-—>G

ANRC 554:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 555:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 556:
Alf trees:
No autapomorphies:

ANRC 559:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 563:
All trees:
Char.200: C-->T

ANRC 801:
All trees:
No autapomorphies:



ANRC 802:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 811:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 400:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 401:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 403:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 404:
Ali trees:

No autapomorphies:

ANRC 516:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 517:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 519:
All trees:
Char.574: C-->T

ANRC 521:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 602:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 100:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 101:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 107:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 108:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 109:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 110:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 111:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 112;
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 113:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 114:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 115
All trees:

No autapomorphies:
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ANRC 116:
All trees:
No autapomorphies:

A. piperis KACC45133:
All trees:
No autapomorphies:

A. pipenis KACC45132:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 118:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 120:
Ali trees:
No autapomorphies:

ANRC 121:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 122:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 124:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 126:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 127:
Ali trees:
No autapomorphies:

ANRC 128:
All trees:
No autapomorphies:



ANRC 407:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 408:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 409:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 411:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 413:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 416:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 423:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 424
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 428:
All frees:

No autapomorphies:

ANRC 429:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 430:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 432:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 434:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 436:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 441:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 444
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 445:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 450:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 453:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 454;
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 900:
All trees:

No autapomorphies:

ANRC 801:
All trees:

No autapomorphies:
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ANRC 902:
All trees:
Char. 222: T-->C

ANRC 904:
Ali trees:
No autapomorphies:

ANRC 903:
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 905;
All trees:
No autapomorphies:

ANRC 200:
All trees:
No autapomorphies:

Node 144:
All trees:
Char. 110: T-->C

Node 145:
All trees:
Char. 190: C-->T
Char. 196: C-->T
Char. 197: G->T
Char.510:C-—>T
Some trees:
Char. 189: T—>C

Node 146:
All trees:
Char. 17:A-->T
Char. 124: G --> A
Char. 165:C—>T
Char. 203: A->G
Char. 215: G —> A
Char. 234: A>T
Char. 281:C-—>T
Char. 371 A>T
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Char. 396: G--> A Some trees:
Char.531: C-->T Char. 189:C —>T
Some trees: Node 153:

Char.329:C->T

Char. 195 GT --> A Node 149: All trees:
All trees: Char.23: T->C
Node 147: Char.11:G-->T Char. 26: A>T
All trees: Char. 14. A>T Char.34: T-->G
Char.2:.G-> A Char.66:C-->T Char.35:T-->C
Char. 28: AT-->C Char. 100: T --> G Char.39: T-->G
Char.46:C-—>T Char. 101: A—>G Char. 40: G--> A
Char. 141: G -> A Char. 161: T—>C Char. 44:C > A
Char. 145: A -->C Char. 162: A —>G Char. 51: G --> A
Char. 178: A->C Char. 163: G —> A Char. 58: T-->C
Char. 199: C-->T Char. 169: A--> G Char.65: T-->C
Char. 223: G > A Char. 187:C->T Char.66: C > G
Char. 260: G-->C Char. 229: A -->G Char.68:T-->G
Char. 347: C > A Char. 233: G > A Char. 75:A-->G
Char. 373: G--> A Char. 258: T->C Char. 105:C-->T
Char. 375: G --> A Char. 421: A—>T Char. 110: T-->C
Char. 385: A > G Char. 528: C > T Char. 114: T-—-> A
Char. 404: A —> G Some trees: Char. 115:A-->C
Char. 486: G --> A Char.402: A->G Char. 120: T->C
Char. 525:C --> T Char. 121: C --> A
Char. 571: C->T Node 150: Char. 125: C--> A
Char. 595: G > A All trees: Char. 135:A-->C
No synapomorphies Char. 137: C-->G
Node 148: Char. 139:G-->C
All trees: Node 151: Char. 184. T-->C
Char. 17:. G > A All trees: Char. 187: C —> A
Char. 19: G-—> A Char. 127. T —> A Char. 189: C --> A
Char.23: T->A Char. 165:C ->T Char. 194: A>T
Char. 71: G --> A Char. 199: C > A
Char. 105: C > G Node 152: Char. 210: A>T
Char. 113: T--> AG All trees: Char. 222: T-->G
Char. 115: A-->C Char. 173: T->C Char. 223: G --> A
Char. 158: C —-> A Char. 191: C-->T Char.233: G-—->T
Char. 168: C > G Char. 278: C->T Char. 245:C -->T
Char. 172: C—>T Char. 628:C —>T Char. 392: G --> A
Char. 232: T-->A Some trees: Char. 394: A-->C
Char.384:C-->T Char. 195: G --> A Char. 406: T > A
Char.394:A-->G Char.228. T-->C Char.407: G-->T
Char. 453: C -—>T Char.232: T—>C Char.537.C-->T
Char.589: T-->C Char. 275: T-->C Char. 595: G --> A




Some trees:
Char. 17:G-->C
Char. 567: C-->T

Node 154:
All trees:
Char. 41: G --> A
Char. 73: T-->C
Char. 127: T —> A
Char. 138: T-->C
Char. 157: G —> A
Char. 166: G —-> A
Char. 174: T --> G
Char. 186: T --> G
Char. 188: T --> A
Char. 193: G-->C
Char. 208: T-->C
Char. 2122 A>T
Char. 228: G —->CT
Char.239: C --> A
Char. 242: G > A
Char. 263:C-->T
Char.393:C—->T
Char. 397: A-->G
Char. 398: A-->C
Char. 400: G-->C
Char. 422: T-->G
Char.513: C-—>T
Some trees:
Char. 275:C ->T

Node 155:
All trees:
Char. 35: T->C
Char. 121: C--> A
Char. 190: C—>T
Char.293: C-->T
Char.389: T—>C

Node 156:

All trees:
Char. 0: T-->A
Char. 1. G->A

Char. 22A->T
Char.4:C->A
Char. 13: A-->G
Char. 20: T-—-> A
Char. 25: G > A
Char.26: A > G
Char.51: G ->A
Char.54: A > G
Char.64: T-->C
Char.65: T—->C
Char. 68:C > G
Char. 158: A->G
Char. 159: T —> A
Char. 168: G --> A
Char. 173: T-->C
Char. 188: T—>C
Char. 266: T -->C
Char. 381: G—> A
Char. 386: T —> G
Char. 492: C-->T
Char. 574:C-->T
Char. 601: T-->C
Char. 622: C-->T
Some trees:
Char. 209: A-->G

Node 157:
All trees:
Char.6: T—->C
Char. 27.G->C
Char. 59: G --> A
Char. 200: T-->C
Char. 377: T-->C

Node 158:
All trees:
Char. 1:G—>A
Char.34: T-—>A
Char. 138: T-->C
Char.628:C-->T

Node 159:
All trees:

Char.66: T—->C
Char. 121: C->T
Char. 390: A --> G

Node 160:
All trees:
Char. 14:T-->C
Char. 16:C-->T
Char.21:C->T
Char.42: A-->C
Char. 70. G--> A
Char. 192: A-—>C
Char.227: C->T
Char. 402: G -->C
Char.404: G->T
Char. 405: C > A
Char. 547: C->T
Char. 586: C -->T
Char.619:G->T

Node 161:

Ali trees:
Char.69: G > A
Char. 182: C->T
Char. 194: A>T

Some trees:
Char.26: A>T
Char. 409: G -> A

Node 162:

All trees:
Char. 58: T--> G
Char. 65:T-->G
Char. 66: T —> A
Char.67: T—>C
Char. 69: G -—>T

Node 163:
All trees:
Char. 441: T-->C

Node 164:
All trees:



Char.193: C ->T

Node 165:

All trees:
Char.192: A—->G
Char.308:C->T
Char. 356: C -->T
Char.394:C --> G
Char. 397: G --> A
Char. 574: C > T

Node 166:
All trees:
Char. 45:A->C
Char. 135: C --> A
Char.179:C-->T
Char. 269: T ->C
Char. 359: C-->T
Char. 388:C->T
Char. 507: C —>T
Char. 522:C-->T

Node 167:
All trees:
Char.50: T-->C
Char. 110: T-->C
Char. 179: A>T
Char. 182: C -> A

Node 168:

All trees:
Char. 110: T->C
Char. 116:C-->T
Char. 376: T-->C
Char. 531: C —>T
Char.543: G —>T

Node 169:
All trees:
Char.0: T-->A
Char. 11: T-->C
Char. 14: T-->G
Char. 16: C > G

Char.20: T-->G

Char. 26: A--> G

Char.44:C->T

Char.64: T-->C

Char. 69: G > A

Char. 70:G-->T

Char. 139: G -> A
Char. 169: T --> A
Char.174: T->C
Char. 185: A-->G
Char.225: T->C
Char.227:C-->T
Char. 278: C > G
Char. 371: A->G
Char.372: T-—>C
Char. 382: C-->T
Char. 383: C-->T
Char. 406: T -->C
Char. 418: G —> A
Char.552: C —->T
Char. 555:C -->T
Char.574:C->T

Node 170:

All trees:
Char. 177:A->G
Char.314:C->T
Char. 546: G > A
Char. 547: C->T
Some trees:
Char. 71:C->T
Char. 160: A-->C
Char. 474:C-->T
Char. 567: T > A
Char.571:C—>T

Node 171:

Al trees:
Char.194: T-->C
Char. 201:C->T

Node 172:

All trees:

Char. 202:
Char. 222:
Char. 226:
Char. 228:
Char. 435:

Node 173:
All trees:

Char. 124:
Char. 209:
Char. 226:
Char. 296:
Char. 323:
Char. 329:
Char. 332:
Char. 379:
Char. 384:
Char. 386:
Char. 394:
Char. 395:
Char. 403:
Char. 489:

Node 174:

Ali trees:
12:.C->T
13:A-->T
34:T-->C

Char.

Char.

Char.

Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.

104:
106:
112:
123:
135:
138:
139:
159:
173:
190:
191:
192:
197:
212:
223:

G->A
G->C
T->C
C->T
A—>G

G—>A
A->G
T->A
C-->T
C->T
T->C
C-->T
A->G
T-->C
T->C
G-->A
G-->A
G->A
C-->T

G->T
A-->C
T-->C
CT-—>A
A-->G
T-->G
G-->T
T->C
T->C
C—>G
C->A
A>T
G-->T
A->G
G->T
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Char.356:C—>T
Char. 373:G-->C
Char. 376: T->C
Char. 386: T->C
Char. 388: C -> A
Char. 425: T > G
Char. 498: T--> G
Char. 598: C —->T
Char.613: T-->C
Some trees:
Char. 474:C > T

Node 175:
All trees:
Char. 42: A-->T
Char. 55: A —>T
Char.64: T—> A
Char.67:T->C
Char. 79: T-->C
Char.112: T-->C
Char. 140: T--> G
Char. 180: G > A
Char. 200: T —> A
Char. 205: T > A

Char. 230: T~>C

Char. 293: C->T

Char. 384: C > G

Char.401: C-->G

Char. 404: A > C
Some trees:

Char. 474:C -->T

Node 176:

All trees:
Char.68:A-->G
Char. 118: C > T
Char. 139: A-->C
Char. 186: C > T
Char.206:C-->T
Char. 232: A --> G
Char.374: G->T
Char. 378: T-->G
Char. 393: C --> A
Char. 404: A > G
Char. 540: C-->T
Char. 549: G ->C
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Node 177:
All trees:
Char.51: G--> A
Char. 381: G —> A
Char. 388: C --> G
Char. 407. G > A
Char. 564:C -->T

Node 178:

Ali trees:
Char. 161: C-—>T
Char.332:C->T

Node 179:
All trees:
Char. 138: T > A

Node 180:

All trees:
Char.6:C—->T
Char. 10: A-->G
Char. 156:C-->T

Some trees:

Char. 226: C-->T

Time 0.78 secs.

Note: for consensus calculation, trees will be temporarily collapsed (when min. branch length = 0)

Strict consensus of 6 trees (0 taxa excluded) calculated, as tree 6

Time 0.00 secs.

Log file: C:\Users\Guillermo\Buffer_878.out

Buffer: lines 0 - 1259 saved to C:\Users\Guillermo\Desktop\Buffer_878.out
Time 0.00 secs.




| 188

Anexo VIill.3. Validacién del analisis de cluster (Figura V.19) mediante comparacién de la
matriz cofenética con la matriz de similitud usando el programa NTSYS.

MxComp: NTSYSpc 2.01e, (C) 1986-1997, Applied Biostatistics Inc.
Date & time: 27/09/2014 09:27:53 p.m.

Input parameters

Read X input from file: C:\Users\Public\Documents\ISSRMarkenAnalisis\MatrizISSR_32cepas.txt.sim
Read Y input from file: C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Cofenetic.nts

Mantel statistic will be normalized

1000 random permutations will be performed.

Comments:  SIMQUAL:input=C:\Users\Public\Documents\ISSRMarken\Analisis\MatriziSSR _32cepas.txt,
coeff=DICE by Cols, += 1.00000, -= 0.00000

type=3, size=32 by 32, nc=none

Comments:

SIMQUAL:input=C:\Users\Public\Documents\ISSRMarken\Analisis\MatrizISSR_32cepas.txt, coeff=DICE by
Cols, += 1.00000, -= 0.00000
SAHN:input=C:\Users\Public\Documents\ISSRMarken\Analisis\MatrizISSR_32cepas.ixt.sim,
method=UPGMA, tie=WARN
COPH:tree=C:\Users\Public\Documents\ISSRMarken\Analisis\MatrizISSR_32cepas.txt.fim

type=3, size=32 by 32, nc=none

N = 496

Mean X = 0.3847 SSx = 19.3060

Mean Y = 0.3947 SSy = 18.3088

Tests for association:

Matrix correlation: r= 0.97383 (= normalized Mantel statistic Z)

Approximate Mantel t-test: t = 19.9017
Prob. random Z <obs. Z: p = 1.0000

Out of 1000 random permutations:

1000 were<Z,0were=2Z, and 0> 2

(The observed comparison is not included in these counts.)
The one-tail probability is:

p[random Z >= gbserved Z] = 0.0020
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Anexo VIil.4. Validacion del andlisis de cluster (Figura V.21) mediante comparacion de la
matriz cofenética con la matriz de similitud usando el programa NTSYS.

MxComp: NTSYSpc 2.01e, (C) 1986-1997, Applied Biostatistics Inc.
Date & time: 25/09/2014 03:26:10 p.m.

Input parameters

Read X input from file: C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Mani.txt.sim
Read Y input from file: C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\CofeneticMani.nts
Mantel statistic will be normalized

1000 random permutations will be performed.

Comments:

SIMQUAL: input= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarken\Analisis\MatrizISSR_Mani.txt, coeff=DICE by
Cols, += 1.00000, -= 0.00000

type=3, size=73 by 73, nc=none

Comments:

SIMQUAL: input= C:Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Mani.txt, coeff=DICE by
Cols, += 1.00000, -= 0.00000

SAHN: input= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Mani.txt.sim,
method=UPGMA, tie=FIND

COPH: tree= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarkenAnalisis\MatrizISSR_Mani.txt.fim

type=3, size=73 by 73, nc=none

N = 2628

Mean X = 8.0013 SSx = 199792320.0381

Mean Y = 8.0013 SSy = 149812294.4786

Tests for association:

Matrix correlation: r= 0.86593 (= normalized Mantel statistic Z)

Approximate Mantel t-test: t=44.,1387
Prob. randomZ <obs. Z: p= 1.0000

Out of 1000 random permutations:

1000 were<Z,0were=Z, and 0> Z

(The observed comparison is not included in these counts.)
The one-tail probability is:

pirandom Z >= observed Z] = 0.0020
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Anexo VIII.5. Validacion del analisis de cluster (Figura V.23) mediante comparacion de la
matriz cofenética con la matriz de similitud usando el programa NTSYS.

MxComp: NTSYSpc 2.01e, (C) 1986-1997, Applied Biostatistics Inc.
Date & time: 25/09/2014 03:28:06 p.m.

Input parameters

Read X input from file: C:\Users\Public\Documents\\ISSRMarken\Analisis\MatriziISSR_Soja.txt.sim
Read Y input from file: C:\Users\Public\Documents\ISSRMarken\Analisis\Cofenetic_Soja.nts
Mantel statistic will be normalized

1000 random permutations wilf be performed.

Comments:

SIMQUAL: input= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatriziSSR_Soja.txt, coefl=DICE by
Cols, += 1.00000, = 0.00000

type=3, size=37 by 37, nc=none

Comments:

SIMQUAL: input= C:Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatriziISSR_Soja.txt, coeff=DICE by
Cols, += 1.00000, -= 0.00000

SAHN: input= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Soja.txt.sim,
method=UPGMA, tie=WARN

COPH: tree= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Soja.bet.fim

type=3, size=37 by 37, nc=none

N = 666

Mean X = 0.4976 SSx = 46.9551

Mean Y = (0.4976 SSy = 44.0284

Tests for association:

Matrix correlation: r= 0.96833 (= normalized Mantel statistic Z)

Approximate Mantel t-test: t= 8.9237
Prob. random Z <obs. Z: p= 1.0000

Out of 1000 random permutations:

1000 were<Z,0were=2Z,and 0> 2

(The observed comparison is not included in these counts.)
The one-tail probability is:

plrandom Z >= observed Z] = 0.0020
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Anexo VIII.6. Validacién del analisis de cluster (Figura V.25) mediante comparacion de la
matriz cofenética con la matriz de similitud usando el programa NTSYS.

MxComp: NTSYSpc 2.01e, (C) 1986-1997, Applied Biostatistics Inc.
Date & time: 26/09/2014 09:03:47 a.m.

Input parameters

Read X input from file: C:\Users\Public\Documents\ISSRMarken\Analisis\MatriziISSR_Pasas.txt.sim
Read Y input from file: C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\Cofenetic_Pasas.nts
Mantel statistic will be normalized

1000 random permutations will be performed.

Comments:

SIMQUAL.: input= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Pasas.txt, coeff=DICE by
Cols, += 1.00000, -= 0.00000

type=3, size=72 by 72, nc=none

Comments:

SIMQUAL: input= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarkenAnalisis\MatriziISSR_Pasas.txt, coeff=DICE by
Cofs, += 1.00000, -= 0.00000

SAHN: input= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Pasas.txt.sim,
method=UPGMA, tie=WARN

COPH: tree= C:\Users\Public\Documents\ISSRMarker\Analisis\MatrizISSR_Pasas.txt.fim

type=3, size=72 by 72, nc=none

N = 2556

Mean X = 0.4375 SSx = 119.6516

Mean Y = 0.4375 SSy = 103.6791

Tests for association:

Matrix correlation: r= 0.93086 (= normalized Mantel statistic Z)

Approximate Mantel t-test: t = 32.9768
Prob. randomZ <obs. Z: p= 1.0000

Out of 1000 random permutations:

1000 were<Z,0were=2,and0>2

(The observed comparison is not included in these counts.)
The one-tail probability is:

p[random Z >= observed Z] = 0.0020
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Identificacién molecular Micotoxinas
Clasificacién morfolégica Regitn geogréfica Cebadores especificos ISSR Calmodulina OTA FB2
Aspergillus uniseriados
ANRC 406 Las Acequias (Cba.) JAPO1/2 A. japonicus nd ND
ANRC 426 Molles (Cba) JAPO1/2 A. uvarum A. uvarum nd ND
ANRC 429 Molles (Cba) JAPO1/2 A. uvarum A. uvarum nd ND
ANRC 410 Molles (Cba) JAPO1/2 A. uvarum A. uvarum nd ND
Agregado A. niger
ANRC 415 Molies (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 408 Molies (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 416 Molles (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 427 Molles (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 433 Molles (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 434 Molles (Cba) Negativo NiG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 444 Molles (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 445 Molles (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 446 Molles (Cba) Negativa NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 447 Molles (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 450 Molles (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 411 Molies (Cba) Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 412 Molles (Cba) Negativo NiG1/2; TUB1/2 A. brasiliensis A. brasiliensis nd ND
ANRC 400 Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwitschiae nd nd
ANRC 401 Sur de Cordoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae ~ A. welwitschiae nd nd
ANRC 403 Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwitschiae nd nd
ANRC 404 Sur de Cérdoba NIG1/2 A. welwitschiae nd nd
ANRC 417 Molles (Cba) NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwitschiae nd nd
ANRC 418 Molles (Cba) NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae nd nd




Anexo Viil.7a. Continuacién.

| 193

ANRC 419
ANRC 420
ANRC 421
ANRC 423
ANRC 424
ANRC 407
ANRC 428
ANRC 430
ANRC 431
ANRC 432
ANRC 436
ANRC 441
ANRC 443
ANRC 409
ANRC 453
ANRC 454
ANRC 456
ANRC 458
ANRC 413
ANRC 414
ANRC 402
ANRC 405
ANRC 422
ANRC 425
ANRC 435
ANRC 437
ANRC 438
ANRC 439

Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)

Las Acequias (Cba.)

Molles (Cba)
Moiles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molies (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molies (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)

Sur de Cérdoba
Sur de Cérdoba

Molles (Cba)
Molies (Cba)
Molles (Cba)
Molies (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)

NiG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NiG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NiG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NiG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NiG1/2
NIG1/2
NiG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NIG1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2

P> >>> 32> 3B>>2>>>>>D>

. niger/A.
. niger/A.
. niger/A.
niger/A.
. higer/A.
. niger/A.
. niger/A.
. niger/A.
. niger/A.
. higer/A.
. higer/A.
niger/A.
. niger/A.
. niger/A.
. higer/A.
niger/A.
. niger/A.
. higer/A.
. niger/A.
. niger/A.

welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwilschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwilschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwitschiae
welwilschiae
welwitschiae

A. tubingensis

A. tubingensis
A. tubingensis
A. tubingensis
A. tubingensis
A. tubingensis
A. tubingensis

> > > > >

D222 >>D>>>>D>DD>DDd

. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae

A. niger

. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwilschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwitschiae
. welwilschiae

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
ND
nd
ND
ND
ND
ND
ND
ND
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ANRC 440
ANRC 442
ANRC 448
ANRC 449
ANRC 451
ANRC 452
ANRC 455
ANRC 457
ANRC 459
ANRC 460

Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)
Molles (Cba)

TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2

> > > >>D>>DdDDd>n

. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis

A. tubingensis

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND: no determinado; nd: no detectable;+: niveles de toxina cuantificables; JAPO1/JAPO2, TUB1/TUBZ2, NIG1/2: amplificacion especifica con los cebadores

correspondientes; Negativo NIG1/2; TUB1/2: sin amplificacion con los cebadores correspondientes.
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Clasificacion morfologica Region geografica Identificacion molecular Micotoxinas
Cebadores especificos ISSR Calmodulina QOTA FB2
Aspergillus uniseriados
ANRC 528 Mendoza JAPO1/2 A. japonicus A. japonicus nd ND
ANRC 529 San Juan JAPO1/2 A. japonicus A. japonicus nd ND
ANRC 530 San Juan JAPO1/2 A. japonicus nd ND
ANRC 545 San Juan JAPO1/2 A. japonicus A. japonicus nd ND
ANRC 549 San Juan JAPO1/2 A. japonicus A. japonicus nd ND
Agregado A. niger
ANRC 539 San Juan Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 540 San Juan Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 544 San Juan Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 548 San Juan Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 553 San Juan Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis nd ND
ANRC 554 San Juan Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 555 San Juan Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 516 Mendoza NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd ND
ANRC 517 Mendoza NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 519 Mendoza NiG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwilschiae nd nd
ANRC 521 Mendoza NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwitschiae nd nd
ANRC 524 San Juan NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. welwitschiae nd +
ANRC 552 San Juan NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 556 San Juan NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 518 San Juan TUB1/2 A. tubingensis nd ND
ANRC 520 Mendoza TUB1/2 A. tubingensis nd ND




Anexo VIiL.7b. Continuacion.

| 196

ANRC 522
ANRC 523
ANRC 525
ANRC 526
ANRC 527
ANRC 563
ANRC 531
ANRC 532
ANRC 533
ANRC 534
ANRC 535
ANRC 536
ANRC 537
ANRC 538
ANRC 541
ANRC 542
ANRC 543
ANRC 546
ANRC 550
ANRC 551
ANRC 557
Serie Carbonaria
ANRC 501
ANRC 502
ANRC 503
ANRC 504

Mendoza
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
Desconocido
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan

San Juan
San Juan
San Juan
San Juan

TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TuB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2
TUB1/2

CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2

> > > >

> B2 > > > > > > > >dD>D DD dBDdDDL

. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis

tubingensis

. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis
. tubingensis

. carbonarius
. carbonarius
. carbonarnius
. carbonarius

A. tubingensis
A. tubingensis

A. carbonarius

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

+ + + o+

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND




Anexo VIL.7b. Continuacian.

| 197

ANRC 505
ANRC 506
ANRC 507
ANRC 508
ANRC 509
ANRC 510
ANRC 511
ANRC 512
ANRC 513
ANRC 514
ANRC 515
ANRC 558
ANRC 559
ANRC 560
ANRC 561
ANRC 562
ANRC 564
ANRC 500
ANRC 547

San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
San Juan
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
San Juan
San Juan

CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
CARBO1/2
Negativo CARBO1/2
Negativo CARBO1/2

B2 D> > > DD >>dD D DD L >d>dDL

. carbonarius
. carbonarius
. carbonarius
. carbonarnus
. carbonarius

carbonanus

. carbonarius
. carbonarius
. carbonarius
. carbonarius
. carbonarnius
. carbonarnius
. carbonarius
. carbonarius
. carbonarius
. carbonarius
. carbonarius

A. ibericus
A. ibericus

A. carbonanus

A. carbonarius

A. ibericus
A. ibericus

+ + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

3
+ a

4

+
+
nd
nd

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND: no determinado; nd: no detectable;+: niveles de toxina cuantificables; JAPO1/JAPO2, TUB1/TUB2, NIG1/2: amplificacion especifica con los cebadores
correspondientes; Negativo NIG1/2; TUB1/2: sin amplificacion con los cebadores correspondientes.
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Clasificacion morfolégica  Region geografica Identificacion molecular Micotoxinas
Cebadores especificos ISSR Caimodulina OTA

Agregado A. niger

ANRC 100 Acopio Sur de Cérdoba Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 108 Acopio Sur de Cérdoba Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd ND
ANRC 110 Acopio Sur de Cérdoba Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd nd
ANRC 118 Acopio Sur de Cérdoba Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd nd
ANRC 109 Acopio Sur de Cordoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 111 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 112 Acopio Sur de Cérdoba NiG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. welwitschiae nd nd
ANRC 113 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 114 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 115 Acopio Sur de Cordoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 116 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 101 Acopio Sur de Cordoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwitschiae nd nd
ANRC 119 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 120 Acopio Sur de Cérdoba NiG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. welwilschiae nd nd
ANRC 121 Acopio Sur de Cordoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 122 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. welwitschiae nd nd
ANRC 124 Acopio Sur de Cérdoba NiG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. welwitschiae nd nd
ANRC 125 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwitschiae nd nd
ANRC 126 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwitschiae nd nd
ANRC 102 Acopio Sur de Cérdoba NiG1/2 A. niger/A. welwitschiae  A. welwilschiae nd nd
ANRC 127 Acopio Sur de Cérdoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 128 Acopio Sur de Cordoba NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
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ANRC 129
ANRC 103
ANRC 104
ANRC 105
ANRC 106
ANRC 107
ANRC 123

Acopio Sur de Cardoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cordoba
Acopio Sur de Cérdoba
Acopio Sur de Cérdoba

NiG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NIG1/2
NiIG1/2
NIG1/2
TUB1/2

> > > > D> D

. niger/A. welwitschiae
. niger/A. welwitschiae
. higer/A. welwitschiae
. niger/A. welwitschiae
. higer/A. welwitschiae
. higer/A. welwitschiae

A. tubingensis

A. niger

A. niger
A. welwilschiae
A. welwitschiae

nd
nd
+
nd
nd
nd
nd

nd
nd
+
nd
nd
nd
ND

ND: no determinado: nd: no detectable:+: niveles de toxina cuantificables; JAPO1/JAPO2, TUB1/TUB2, NIG1/2: amplificacién especifica con los cebadores correspondientes; Negativo

NIG1/2; TUB1/2: sin amplificacion con los cebadores correspondientes.
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Anexo VIIL.7d. Resumen del estudio polifasico de 39 cepas de Aspergillus seccién Nigri aisladas de suelo, uvas, pimienta, residuos de cerveceria,
almendra y café.

Clasificacién morfolégica Regién geografica y sustrato {dentificacién molecular Micotoxinas

Cebadores especificos ISSR Calmodulina OTA FB2

Agregado A. niger

ANRC 604 Serrano (Cha.), Suelo NIG1/2 nd nd
ANRC 603 Serrano (Cba.), Suelo NIG1/2 A. niget/A. welwitschiae A. welwitschiae nd nd
ANRC 602 Serrano (Cba.), Suelo NIG1/2 A. welwitschiae nd +

ANRC 300 Mendoza, Uvas NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. welwitschiae nd nd
ANRC 304 Mendoza, Uvas NIG1/2 A. welwitschiae nd nd
ANRC 301 Mendoza, Uvas TUB1/2 A. tubingensis nd nd
ANRC 302 Mendoza, Uvas TUB1/2 nd nd
ANRC 303 Mendoza, Uvas TUB1/2 nd nd
ANRC 900 Almacén (Rio Cuarto), Pimienta NIG1/2 A. welwitschiae nd nd
ANRC 901 Almacén (Rio Cuarto), Pimienta NIG1/2 A. niger nd nd
ANRC 902 Almacén (Rio Cuarto), Pimienta NiG1/2 A. niger nd nd
ANRC 903 Almacén (Rio Cuarto), Pimienta NIG1/2 A. niger nd nd
ANRC 904 Almacén (Rio Cuarto), Pimienta NiG1/2 A. niger nd nd
ANRC 905 Almacén (Rio Cuarto), Pimienta NIG1/2 A. niger nd nd
ANRC 201 Villa Gral. Belgrano, Residuos de cerveceria NiG1/2 nd nd
ANRC 200 Villa Gral. Belgrano, Residuos de cerveceria NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. welwilschiae nd nd
ANRC 801 Almacén (Rio Cuarto), Aimendra NIG1/2 A. welwitschiae nd nd
ANRC 811 Almacén (Rio Cuarto), Aimendra NiG1/2 A. welwitschiae nd nd
ANRC 800 Almacén (Rio Cuarto), Almendra TUB1/2 ' nd ND

ANRC 802 Almacén (Rio Cuarto), Almendra TUB1/2 nd ND
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ANRC 803 Almacén (Rio Cuarto), Alimendra TUB1/2 nd ND
ANRC 804 Almacén (Rio Cuarto), Aimendra TUB1/2 nd ND
ANRC 805 Almacén (Rio Cuarto), Almendra TUB1/2 nd ND
ANRC 807 Almacén (Rio Cuarto), Almendra TUuB1/2 nd ND
ANRC 808 Almacén (Rio Cuarto), Aimendra TUB1/2 nd ND
ANRC 809 Almacén (Rio Cuarto), Almendra TUB1/2 nd ND
ANRC 810 Almacén (Rio Cuarto), Aimendra TUB1/2 nd ND
ANRC 813 Almacén (Rio Cuarto), Aimendra TUB1/2 nd ND
ANRC 814 Almacén (Rio Cuarto), Almendra TUB1/2 nd ND
ANRC 700 Sur de Cérdoba, Café comercial Negativo NIG1/2; TUB1/2 A. luchuensis A. luchuensis nd nd
ANRC 702 Sur de Cérdoba, Café comercial Negativo NIG1/2; TUB1/3 A. neoniger nd nd
ANRC 703 Sur de Coérdoba, Café comercial Negativo NIG1/2; TUB1/4 A. luchuensis A. luchuensis nd nd
ANRC 704 Sur de Cérdoba, Café comercial NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
ANRC 701 Sur de Cérdoba, Café comercial NIG1/2 A. niger/A. welwitschiae A. niger nd nd
A. carbonarius

ANRC 601 Chilecito (La Rioja), Suelo CARBO1/2 A. carbonarius + ND
ANRC 600 Pocito, San Juan CARBO1/2 A. carbonarius + ND
ANRC 202 Villa Gral. Belgrano, Residuos de cerveceria CARBO1/2 A. carbonarius + ND
ANRC 203 Villa Gral. Belgrano, Residuos de cerveceria CARBO1/2 + ND
ANRC 204 Vilia Gral. Belgrano, Residuos de cerveceria CARBO1/2 A. carbonarnius + ND

ND: no determinado; nd: no detectable;+: niveles de toxina cuantificables; JAPO1/JAPO2, TUB1/TUB2, NIG1/2: amplificacion especifica con los cebadores
correspondientes; Negativo NIG1/2; TUB1/2: sin amplificacion con los cebadores correspondientes.
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