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1. INTRODUCCION.
1.1. Importancia del género Aspergillus.

El género Aspergillus fue descrito por primera vez por Micheli en 1729, siendo validado por Link en
el afio 1809. Sus especies se hallan ampliamente distribuidas por todo el mundo, aislandose

principalmente en zonas tropicales o subtropicales a partir de un gran niimero de substratos (Tabla

1).

Substrato Fuente
Aceites Aceite de cacahuete 22
Aceite de colza 22
Aceite de maiz 22
Aceite de oliva 22
Aceite de palma 22
Carne y productos carnicos Bacon 22
' Came 22,68, 142, 216
Jamén | 22, 216
Salami 22
Salchicha 22
Salchicha fermentada 22
Especies Clavo 68
Cilantro 68
Mezcla de especies 22, 68, 216
Pimienta 68, 216
Frutas y derivados Albaricoque 22
- Cafia de azicar 68, 142
Citricos 22
Datil 142
Higo 22,216
Manzana 68, 142
Melocoton 22,142
Nectarina 22
Papaya 68
Pera 68, 142
Pifa 68
Platano 68
Uva 22,142, 216

Tabla 1. Incidencia de Aspergillus en diversos substratos (sigue).



Substrato Fuente
Frutas y derivados Conservas de fruta 22,68, 216
: . Mermeladas 68, 142, 216
Zumos de fruta 68
Frutos secos Almendra 216
' Anacardo 216
Avellana 216
Cacahuete 68, 216
Castania del Brasil 68
Ciruela seca 22,216
Coco 216
Higo seco 216
Nuez 216
Pacana 68, 216
Pistacho 216
Uva pasa 216
Granos Algodén 22,68
Aoz 56, 68, 142, 216,
Avena 22,68, 56
Cacao 22, 68, 142
Café 68, 142, 216, 56
Cebada 68, 216, 56
Centeno 68, 216, 56
Garbanzo 216
Guisante 68, 216
Haba 22,68
Maiz 22, 68, 142, 216, 56
Semilla de girasol 216
Soja 68, 216, 56
Sorgo 68, 216
‘ Trigo 68, 142, 216, 56
Miscelanea Agua 68
Aguas residuales 68
Aire 68
- Cuero 68
Heces (hombre y animales) 68
Insectos 68
Madera 68
Nidos y plumas de aves 68
Suelo 68
Tabaco 68, 142

Tabla1 (cont). Incidencia de Aspergillus en diversos substratos (sigue).



Substrato Fuente

Panaderia / pasteleria Harinas 68, 142, 216
Pasta 216
Pasteles 216

Piensos 56

Productos lacteos Queso 22,216
Mantequilla : 68

Productos de la pesca y derivados Katsuobuschi (fermentado) 22

' Pescado ahumado 216

Pescado en salazén 142, 216

Verduras ' Aceituna 68, 142
Ajo 22,142
Cebolla 22, 68, 142, 216
Col 68, 142
Patata 68
Pepino : 68
Tomate 68
Zanahoria 142

Tabla1 (cont). Incidencia de Aspergillus en diversos substratos.

Algunas especies del género Aspergillus tienen una gran importancia en la industria, siendo
utilizadas en la produccion de acidos organicos y de enzimas. Aspergillus niger es la principal
especie implicada en la produccién industrial de acidos organicos, basicamente acido citrico y acido
glucdnico. En la produccion industrial de enzimas, cabe destacar a A. oryzae como productor de o
amilasa, de amplio uso en la industria panadera, o a A. niger como productor de catalasa. En oriente
y en menor medida en paises de Africa y América del Sur, se utilizan diversas especies de
Aspergillus como fermentos naturales en la produccion de alimentos tradicionales. Aspergillus
awamori 0 A. oryzae, entre otros microorganismos, se utilizan como fermentos en la produccion del
koji, una masa elaborada a partir de cereales y leguminosas fermentados que constituye la base del
miso, la salsa de soja o el sake (23, 45).

Diversas especies del género Aspergillus son capaces de producir micotoxinas, destacando entre

ellas las aflatoxinas, la ocratoxina A y la esterigmatocistina (Tabla 2).



Micotoxinas Seccidn Principales especies productoras

Aflatoxinas Flavi A. flavus, A. nomius, A. parasiticus
Acido ciclopiazénico Flavi A. flavus, A. oryzae
Acido penicilico Circumdati A. ochraceus, P. alliaceus
Citrinina | Terrei A. terreus
Esterigmatocistina Nidulantes E. nidulans
Versicolores A. versicolor
Ocratoxina A Circumdati A. ochraceus, P. alliaceus
% Nigri A. niger*, A. carbonarius*
Patulina Clavati A. clavatus
Terrei A. terreus

Tabla 2. Principales micotoxinas producidas por el género Aspergillus (adaptada y ampliada® de
Frisvad y Thrane, 1996).

Aspergillus spp. produce numerosas pérdidas econémicas al deteriorar cereales, frutas y otros
alimentos almacenados (216). Algunas de sus especies son fitopatégenas, destacando
principalmente A. niger que produce, entre otras enfermedades, la antracnosis del algodonero, y el
carbon o afiublo en los higos (142, 204, 266, 286, 287).

Algunas especies del género Aspergillus producen infecciones tanto en los animales como en el
hombre (Tabla 3). Las aspergilosis se producen generalmente en el caso de individuos
inmunodeprimidos. En los Ultimos afios, la incidencia de infecciones por hongos oportunistas ha
aumentad‘o paralelamente al incremento de enfermedades y tratamientoé que disminuyen la
respuesta‘. inmunifaria (102). La mayoria de aspergilosis estan causadas por A. fumigatus, si bien
también pueden estar producidas por A. niger, A. flavus, A. terreus o A. nidulans, entre otros (35, 80,
160, 271).

1.2. Clasificacion del género Aspergillus.

Aspergillus es un hongo mitospdrico cuyas formas perfectas se incluyen dentro de la familia
Trichocomaceae, del orden de los Eurotiales, perteneciente al phylum Ascomycota (108). El género
Aspergillus se caracteriza por la produccion de unas hifas especializadas, llamadas conidioforos,
sobre las que se situan las células que daran lugar a la formacion de las esporas asexuales o

conidios. .



Hospedador Presentacion clinica

Principales especies implicadas

Hombre Aspergiloma (*bola fingica”) A. fumigatus, A. terreus, A. niger, A. flavus
Aspergilosis invasiva A. fumigatus, A. flavus
Aspergilosis infiltrativa alveolar A. fumigatus
Aspergilosis alérgica broncopulmonar  A. fumigatus
Aspergilosis asmatica A. fumigatus
Aspergilosis toxica A. fumigatus
Otomicosis A. niger, A. fumigatus
Aves Aspergilosis pulmonar A. fumigatus, A. flavus
Aspergilosis sistémica A. fumigatus
Perro Aspergilosis nasal A. fumigatus
Aspergilosis diseminada A. terreus
Vaca Aborto micético A. fumigatus, A. terreus, A. nidulans

Tabla 3. Principales patologias producidas por Aspergillus y especies mas frecuentemente
involucradas (35, 114, 229, 263).

1.2.1. Caracteristicas morfolégicas.

El coniditforo tipico de Aspergillus posee tres partes diferenciadas entre si aunque se trata de una
estructura unicelular. Dichas partes son: un extremo apical hinchado, denominado vesicula, una
seccion cilindrica localizada por debajo de la vesicula, llamada estipe y una seccion final que une al
conidiéforo con el micelio, denominada célula pie, a veces separada por un septo. Encima de la
vesicula se disponen las células que generaran los conidios, llamadas fialides. En muchas especies
de Aspergillus existen unas células dispuestas entre la vesicula y las fialides denbminadas métulas
(Figura 1). Los Aspergillus que sblo presentan fidlides se denominan uniseriados, y los que
presentan métulas y fidlides, biseriados.

Algunos autores (181) propusieron un cambio en la nomenclatura de las estructuras morfolégicas de
Aspergillus, usando terminologia no latina y eliminando los términos que pudieran inducir a
confusién. Dichos autores recomendaron la sustitucion de los términos vesicula, estipe y célula pie
por los de "apice hinchado del conidiéforo" (swollen apex), “parte media del conidiéforo” (medium
part) y "parte basal del conidioforo" (basal part), respectivamente, debido a que se trata de tres
partes de una misma estructura. Ademas, el término estipe se utiliza para denominar otras
estructuras fuera del género Aspergillus. Los mencionados autores recomendaron la sustitucion de

los terminos fialide y métula por los de "célula conidibgena” (conidiogenous cell) y "célula que



soporta a la célula conidiégena" (cell supporting conidiogenous cefl) o simplemente “célula soporte”
(supporting cell), respectivamente. Debido a que los términos biseriado y uniseriado se emplean en
los Ascomycota para describir la disposicion de las ascosporas dentro del asca, se desaconsej6 su
utilizacién para denominar la presencia y ausencia de métulas, respectivamente. Dichas propuestas
de modificacion de la nomenclatura parece no haber prosperado y la mayoria de los investigadores

sigue utilizando la terminologia tradicional (141) (Figura 1).

Figura 1. Conidioforos del género Aspergillus. a: uniseriado; b: biseriado; 1: estipe o “parte media
del coniditforo”; 2: vesicula o “apice hinchado del conidiéforo”; 3: fialide o “célula conididgena”; 4:
métula o “célula soporte”; 5: conidio; 6: célula pie o “parte basal del conididforo’. Adaptada y
ampliada de Klich y Samson (1996).

En el género Aspergillus, 1a ontogenia conidial es holoblastica, es decir, todas las capas de la pared
de la célula conidiégena estan implicadas en la formacion del conidio y la secesion conidial es
esquizolitica, lo que implica que el conidio, al madurar, se libera de la célula que lo genera por

escision del septo de separacion creado entre ésta y el conidio (108).

Algunas eépecies del género Aspergillus pueden reproducirse sexualmente. Las formas perfectas de
Aspergillus se incluyen en los géneros Chaetosartorya; Dichlaena; Emericella; Eurotium; Fennellia;

Hemicarpenteles; Neosartorya; Petromyces; Sclerocleistay Warcupiella (Tabla 4) (92).



Algunas especies son capaces de producir esclerocios, formados por masas de hifas endurecidas,
generalmente observables a simple vista. Se desconoce la funcién de los esclerocios si bien se ha
especulado con la posibilidad que sean cleistotecios abortados. Algunos miembros del género
producen las denominadas células de Hiille, de funcién desconocida, que cominmente se asocian

con los cleistotecios.
1.2.2. Antecedentes histéricos

El género Aspergillus fue descrito por primera vez por Micheli en el afio 1729 en su Nova Plantarum
genera. Describid las estructuras tipicas del género, como los conidiéforos y sus cabezas conidiales
y la forma de los mismos le recordaron a un hisopo de los usados para bendecir en las ceremonias
cristianas cuyo nombre latino es aspergillium. Micheli describié, con una nomenclatura latina bi o
trinomial, ‘9 especies dentro del género Aspergillus. Afios mas tarde, Haller, en sus tratados
fechados en 1742 y 1768, usé la nomenclatura polinomial y las especies descritas por Micheli,
afianzando el nombre de Aspergillus. En el afio 1801, Persoon incluyé las especies descritas en el
género Aspergillus en el género Monilia, debido a la presencia de cadenas de esporas que

recordaban las cuentas de un rosario (142, 227).

Link, en 1809, restablecid la definicion de Aspergillus hecha por Micheli, restringiendo el género a
. aquellos taxones en los que las cadenas de conidios se originaban en el capitulum (cabeza) lo que
situd al género fuera de Monilia. Link estad considerado como el autor que validé el género,
describiendo seis especies, entre ellas algunas de las mas conocidas del género como A. flavus, A.
candidus, o A. glaucus. En el afio 1832, Fries sancioné todas las especies establecidas por Link.
Inicialmente, las formas perfectas del género Aspergillus fueron clasificadas independientemente
hasta que, en 1854, De Bary introdujo las técnicas necesarias para estudiar cultivos puros de
hongos en el laboratorio, demostrando la relacion existente entre los anamorfos de Aspergillus y los
teleomorfos de Eurotium (91, 142, 227).

Wehmer fue el primero en introducir la idea de grupo de especies. Asi, en 1901 publicé la

monograffa Die Pilzgattung Aspergillus en la que se describian 102 especies. Este fue el primer



tratado critico sobre Aspergillus y en él se basé la taxonomia del género en el siglo XX. En 1926 se
publicd The Aspergilli, el primer tratado en inglés sobre taxonomia del género Aspergillus. En dicho
estudio, Thom y Church redujeron a 69 las 350 especies descritas hasta la fecha, y las distribuyeron
en 11 grupos segun criterios morfologicos tales como color y tamaiio de la colonia, tamafio y forma
de las vesiculas, conidios, etc. En 1938, Smith, incidiendo en la importancia de los grupos, simplificé
considerablemente las descripciones de las especies. Basandose en el color de las colonias y la
forma de las cabezas conidiales, dividio el género en seis grupos que incluian a 20 especies y un
conjunto de 12 especies no agrupadas. En su tratado, sélo estaban consideradas las especies que

él crey6 de mayor incidencia (142, 227).

En 1945, Thom y Raper revisaron el género y publicaron A Manual of the Aspergilli, donde
describian- 80 especies y diez variedades, divididas en 14 grupos. En este tratado, al igual que
hicieron Thom y Church, el nombre genérico Aspergillus se aplico a todas las especies, presentaran
éstas o no su forma perfecta. Benjamin en 1955 comparé las formas perfectas del género
Aspergillus y las dividié en tres series relacionadas con los grupos descritos por Thom y Raper.
Considerando que debian poseer el rango de género denominé a las series de la siguiente forma:
Eurotium para el grupo A. glaucus, Emericella para el grupo A. nidulans y Sartorya para la serie A.
fischerianus del grupo A. fumigatus (142, 227).

The Genus Aspergillus , la tercera gran revision del género, fue realizado por Raper y Fenell (1965).
Dividieron‘al género en 18 grupos que agrupaban a 132 especies. No reconocieron la division
generica realizada por Benjamin, con lo que las formas perfectas descritas estan incluidas en el
género Asbergillus. Su clasificacion, si bien con amplias modificaciones, aun es utilizada hoy en dia.
Samson (1979) realizé un compendio de las nuevas especies descritas desde la publicacion del

manual de Raper y Fennell (1965).
1.2.3. Clasificacion actual.
La division en grupos del género Aspergillus realizada por Raper y Fennell (1965) no seguia las

normas del codigo de nomenclatura botanica. Con el fin de reemplazar el uso erroneo del término

“grupo”’, Gams et al. (1985) reclasificaron el género Aspergillus y lo dividieron en seis subgéneros



cada uno de los cuales dividido a su vez en una 0 mas secciones (Tabla 4). Dichas secciones se
correspondieron con los grupos descritos por Raper y Fenell (1965). Gams y Samson (1985)
tipificaron el género Aspergillus y sus teleomorfos y Samson y Gams (1985) tipificaron las especies
de Aspergillus aceptadas por Raper y Fennell (1965). Klich y Pitt (1988) publicaron un manual de
identificacion de las especies mas frecuentes del género, incluyendo a sus teleomorfos, que
incorporo todos estas modificaciones.

Kozakiewicz (1989) realizé una clasificacion de las especies de Aspergillus mas frecuentemente
aisladas de productos agralmacenados basandose en la ornamentacion de los conidios observada
mediante técnicas de microscopia electronica de barrido (SEM). Dicha clasificacion parece haber
tenido poca repercusion y no ha sido utilizada por ningun otro autor. Es mas, algunos investigadores
(276) dudaron de la validez de la técnica de SEM en este tipo de estudios taxondmicos debido a que

puede producir artefactos.

Pitt y Samson (1993) elaboraron una lista de 186 especies de Aspergillus y de 72 teleomorfos con
un anamorfo clasificado dentro de Aspergillus para su conservacion que fue presentada para su
aprobacion en el Fifteenth Internatinal Botanical Congress celebrado en Japon. Asi, entre otros, se
propuso la conservacion del nombre A. niger frente a denominaciones mas antiguas como A.
phoenicis o A. ficuum. La propuesta de conservacion de dicho nombre se hizo en base al poco uso
de los nombres que deberian sustituirlos y a la gran importancia econdmica de A. niger (83, 143). La
conservacion del nombre A. niger fue la (nica propuesta aprobada en dicho congreso (97). La lista
de especies realizada por Pitt y Samson (1993), si bien no fue finalmente aprobada, sirve
actualmente como referente de los nombres que deben utilizarse para denominar a las especies de

Aspergillus y sus teleomorfos (97).

Los criterios seguidos hasta este momento para clasificar las especies del género Aspergillus y sus
teleomorfos fueron caracteristicas morfologicas, tanto macroscopicas como microscépicas. En
algunas de las secciones esta aproximacion morfoldgica no fue suficiente y por ello se realizaron
diversos estudios bioquimicos o moleculares encaminados a resolver los problemas planteados en

la cIasiﬁcapién de dichas secciones.
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i Subgénero Aspergillus Gams et al.
Especie tipo: A. glaucus (Mich. ex L.: Fr) Link
Teleomorfo; Eurotium Link: Fr., Edyuillia Subram.

a Seccion Aspergillus Gams et al.

Sinénimos: Grupo A. glaucus Thom y Church
Especie tipo: A. glaucus
Teleomorfo: Eurotium Link: Fr., Edyuillia Subram.

b. Seccion Restricti Gams et al.
Sinénimos: Serie A. restrictus Thom y Raper
' Grupo A. restrictus Raper y Fenell
Especie tipo: A. retrictus G. Sm.
Teleomorfo: desconocido

il Subgénero Fumigati Gams et al.
Especie tipo: A. fumigatus Fres.
Teleomorfo: Neosartorya Malloch y Cain

a. Seccion Fumigati Gams ef al.
Sinénimos: Grupo A. fumigatus Thom y Church
Especie tipo: A. fumigatus
Teleomorfo: Neosartorya

b. Seccion Cervini Gams et al.
Sinénimos: Grupo A. cervinus Raper y Fennell
Especie tipo: A. cervinus Massee
Teleomorfo: desconocido

] Subgénero Omati Gams et al.
Sinénimos: Grupo A. ornatus Raper y Fennell
(excluyendo las especies con células de Hiille)
Especie tipo: A. ornatulus Samson y Gams
Teleomorfo: Warcupiella Subram., Sclerocleista Subram., Hemicarpenteles
Sarbhoy & Elphick

v Subgénero Clavati Gams et al.
Seccion Clavati Gams et al.
Sinénimos: Grupo A. clavatus Thom y Church.
Especie tipo: A. clavatus Desm.
Teleomorfo: desconocido

Tabla 4. Qlasiﬁcac‘i()n del género Aspergillus realizada por Gams ef al. (1985) (sigue).
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v Subgeénero Nidulantes Gams et al.
Especie tipo: A. nidulans (Eidam) Winter
Teleomorfo: Emericella Berk., Fennellia Wiley y Simmons.

A Seccion Nidulantes Gams et al.
‘ Sinénimos: Grupo A. nidulans Thom y Church.
'Especie tipo: A. nidulans
Teleomorfo: Emericella

B Seccion Versicolores Gams et al.
Sindnimos: Grupo A. versicolor Thom y Church.
Especie tipo: A. versicolor (Vuill.) Tirab.
Teleomorfo: desconocido.

C Seccion Usti Gams et al.
Sinénimos: Grupo A. ustus Thom y Raper
Especie tipo: A. ustus (Bain.) Thom y Church
Teleomorfo: desconocido.

D Seccion Terrei Gams et al.
Sinénimos: Grupo A. terreus Thom y Raper
Especie tipo: A. terreus Thom
Teleomorfo: desconocido.

E Seccion Flavipedes Gams etal.
Sindnimos: Grupo A. flavipes Thom y Church
Especie tipo: A. flavipes (Bain. y Sart.) Thom y Church
Teleomorfo: Fennellia.

) Subgénero Circumdati Gams et al.
Especie tipo: A. ochraceus Wilh.
Teleomorfo: Petromyces Malloch y Cain, Chaetosartorya Subram.

A Seccion Wentii Gams et al.
‘ Sinonimos: Grupo A. wentii Thom y Raper
Especie tipo: A. wentii Wehmer
Teleomorfo: desconocido.

Tabla 4 (cont). Clasificacion del género Aspergillus realizada por Gams et al. (1985) (sigue).



B Seccién Flavi Gams et al.
Sinénimos; Grupo A. flavus-oryzae Thom y Church, grupo A. flavus
Raper y Fenell.
Especie tipo: A. flavus Link: Fr.
Teleomorfo: desconocido.

C Seccion Nigri Gams et al.
Sindnimos: Grupo A. niger Thom y Church
Especie tipo: A. niger van Tieghem
Teleomorfo: desconocido.

D Seccion Circumdati Gams et al.

Sindnimos: Grupo A. ochraceus Thom y Church
Especie tipo: A. ochraceus

Teleomorfo: Petromyces

E Seccioén Candidi Gams et al.
Sinénimos: Grupo A. candidus Thom y Raper
Especie tipo: A. candidus Link: Fr.
Teleomorfo: desconocido

F Seccion Cremei Gams et al.
‘ Sindnimos: Grupo A. cremeus Raper y Fennell
Especie tipo: A. cremeoflavus Samson y Gams
Teleomorfo: Chaetosartorya Subram

G Seccion Sparsi Gams ef al.
Sinénimos: Grupo A. sparsus Raper y Fennell
Especie tipo: A. sparsus Raper y Thom
Teleomorfo: desconocido

Tabla 4 (cont). Clasificacion del género Aspergillus realizada por Gams et al. (1985).

El andlisis de la distribucion de los sistemas de ubiquinonas en Aspergillus y sus teleomorfos,
generalmente Q-9 y Q-10, puede ayudar a la clarificacién de la relacion entre algunas especies del
genero, pero no resulta til para diferenciar especies muy relacionadas (154, 239). Asimismo, el
andlisis del perfil de isozimas ha sido utilizado por diversos investigadores aunque por el momento

tampoco ha resultado ser un sistema bréctico de identificacion (239, 288, 325).
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Algunos autores indican que el estudio de los perfiles de metabolitos secundarios puede ser una
técnica Gtil en la clasificacion de Aspergillus (239). Los estudios realizados en la seccion Fumigati
confirmaron la separacion de taxones propuesta por Raper y Fennell (1965) (84) y demostraron la
relacién existente entre las secciones Fumigati y Clavati (239). La producciéon de micotoxinas
también puede resultar de ayuda en la identificacion de ciertas especies. Asi, en la seccion Flavi se
encontrd una buena correlacion entre la morfologia de las especies y su capacidad de producir

aflatoxinas B1, B2, G1 y Gz y acido ciclopiazonico (140)

Se han disefiado técnicas de ELISA y de aglutinacién en latex para detectar polisacaridos
extracelulares de ciertas especies de Aspergillus. En este sentido, pueden producirse anticuerpos
especie-especificos o género-especificos (196). Estas técnicas inmunoldgicas son de gran utilidad
para la deteccion rapida de Aspergillus en el suero de pacientes con aspergilosis (163) o para

detectar la presencia de Aspergillus en alimentos. (88, 239).

De entre las técnicas moleculares aplicadas a la taxonomia de Aspergillus como el porcentaje de
G+C (155, 156), las técnicas de complementaridad de DNA (155, 156), el andlisis de cariotipo (178,
289) o la secuenciacion génica (183, 312, 320), podemos destacar el analisis de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y el andlisis de polimorfismos del DNA amplificado
aleatoriamente (RAPD) (16). Estas técnicas han sido ampliamente usadas para revisar la taxonomia
de las especies incluidas en varias secciones del género Aspergillus, especialmente en aquellas en
las que Ia]. clasificacién morfolégica presenta mas problemas, como pueden ser las secciones Nigri
(apartado 1.3.1.2) o Flavi.

En un estudio realizado con cepas de la Seccion Circumdati, se observo que los RFLP de mtDNA
obtenidos mediante digestion con Haelll fueron especie-especificos salvo en el caso de A.
ochraceus y A petrakii, que presentaron patrones idénticos. Los patrones de RFLP de rDNA
obtenidos mediante la digestion con Smal del DNA total sugirieron posibles relaciones entre algunas

especies del grupo (49).
i

Las técnicas de RFLP se han utilizado para diferenciar especies muy proximas dentro de la Seccion

Flavi (155, 156). Asi pues, mediante digestion con Smal del DNA total se obtuvieron unos patrones
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que permifian distinguir entre A. flavus, A. sojae, A. oryzae y A. parasiticus (138). Yuan et al. (1995)
diferenciaron cepas de A. parasiticus y A. sojae en base a los patrones de RAPD obtenidos. Otros
investigadores (184, 185) pudieron diferenciar, mediante digestion del DNA con Hinfl y Rsal, A.
flavus, A. nomius y A. parasiticus, si bien el pequefio grado de variacién obtenido entre los patrones

hacia concluir a los autores que se trataba de especies muy relacionadas.

Los estudios moleculares realizados en la Seccion Fumigati tienen basicamente por objetivo la
caracterizacion de especies aisladas de muestras clinicas y asi se han obtenido patrones de
hibridacion espécificos de A. fumigatus usando sondas de diversos origenes (64, 163). Por otra
parte, también se han aplicado técnicas moleculares, como el andlisis de RFLP del rDNA y mtDNA,

para intentar clarificar la taxonomia de esta seccion (230).

Con respecto a la Seccion Nidulantes, a pesar de la variedad fenotipica observada en A. nidulans,
se pudo demostrar muy poca variabilidad a nivel genotipico en dicha especie mediante andlisis de
RFLP con o sin hibridacion con distintas sondas y analisis de RAPD (48, 49).

1.3. Aspergillus seccion Nigri (Gams et al.).

Los componentes de la seccion Nigri son unos de los de mayor importancia del género Aspergillus.
De distribucion ubicuitaria, se aislan de infinidad de substratos: semillas, granos, forrajes, piensos,
frutas, ver?duras y cuero, entre otros, siendo especialmente abundantes en suelos de las areas
tropicales y subtropicales (68; 216, 227). Algunas especies de la seccion, como A. niger o A.
awamori, se utilizan a nivel industrial como productoras de &cidos y enzimas. Estos productos de A.
nigery A. awamori poseen la categoria GRAS (generally regarded as safe) de la FDA '(24). Algunas
especies de la seccién Nigri como A. niger, A. awamori o A. foetidus se utilizan en la elaboracion de

alimentos y bebidas tradicionales, principalmente en el lejano oriente (45).
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1.3.1. Clasificacion.

La taxonomia de los componentes de Aspergillus seccion Nigri es una de las complejas del género.
Dicha complejidad se debe en gran parte a lo minucioso de los estudios realizados (11, 227), ya que
las diferencias descritas entre algunos taxones son tan sutiles que es muy dificil distinguirlos con
certeza. Por ofra parte, al ser unas especies distribuidas por todo el mundo y ser ampliamente
utilizadas a nivel industrial, muchos de sus nombres, a veces obsoletos, han visto su uso

conservado a lo largo de la historia.

Ya en 1729, cuando Micheli describié por primera vez el género Aspergillus, una de las nueve
especies que describi fue Aspergillus capitatus capitulo pullo, un Aspergillus de color negro.
Posteriormente, otros autores incluyeron especies pertenecientes a la seccion Nigri en ofros
géneros, como por ejemplo Ustilago phoenicis o U. ficuum, que mas tarde serian denominadas
como A. phoenicis o A. ficuum, respectivamente. Cramer, en el afio 1859 describio el género
Sterigmatocystis con el fin de agrupar a las especies biseriadas de Aspergillus. La especie tipo, S.
antacustica, fue un Aspergillus de la Seccion Nigri y es considerada hoy dia como un probable
sinénimo de A. niger. Pese a que en 1901, Wehmer, en su tratado sobre Aspergillus, reline en un
solo grupo a las especies negras de Sterigmatocystis y Aspergillus, algunos autores continuaron
describiendo especies de Aspergillus negros dentro del género creado por Cramer. Spegazzini, en
el afio 1911, complicé alin mas las cosas describiendo un nuevo género, Aspergillopsis, en el que

incluyd las especies negras de Sterigmatocystis, si bien esta propuesta no tuvo una gran aceptacion

(11).

Thom y Church, en 1926, agruparon las especies de Aspergillus en base a sus caracteristicas
morfolégicas y describieron 13 especies (tanto uniseriadas como biseriadas) dentro de lo que ellos
definieron como el grupo A. niger (11). En 1934, Mosseray describié hasta 35 especies de
Aspergillus negros, de las que 25 eran nuevas especies o nuevas combinaciones (227). La clave de
identificacion que realizd es poco practica debido a la gran cantidad de caracteristicas que
contempla. En su tratado del afio 1945, Thom y Raper redujeron el nimero de especies a 15 y
subdividieron el grupo A. niger en tres series segun el tamafio de los conidios y la ausencia o

presencia de métulas (11).
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1.3.1.1. Criterios morfoldgicos.

En 1965 se realiza el gran paso hacia la clarificacion de la taxonomia del género Aspergillus con la
publicacién del manual de Raper y Fenell, que redujeron a 12 el numero de especies dentro del que
ellos denqminaron Grupo A. niger, basandose en caracteristicas morfologicas tales como el tamafio
y color de la colonia, presencia o ausencia de métulas, tamafio, forma y ornamentacion de los
conidios, etc. Pese a todo, la distincion entre algunas de las especies del grupo A. niger en su clave
es muy sutil y puede inducir a error. Samson (1979), en su compendio de especies de Aspergillus
descritas desde la publicacion del manual de Raper y Fennell (1965), no acepto ninguna especie

nueva dentro de la seccion Nigri.

Al Musallam (1980) realiz6 una gran revision de las especies negras del género Aspergillus,
basandose en caracteristicas morfolégicas y de cultivo y dividi6 el grupo en 5 especies claramente
distinguibles entre si y el agregado A. niger, formado por dos especies: A. foetidus y A. niger, ésta
dltima dividida a su vez en seis variedades y dos formas. Las modificaciones a la taxonomia de la
Seccion Nigri propuestas por Al Musallam fueron aceptadas en la clave que aparece en el manual
de Klich y.Pitt (1988).

Dentro de la seccién existen unas especies facilmente distinguibles por sus caracteristicas
morfolégicas: A. japonicus, A. carbonarius, A. helicothrix, A. ellipticus y A. heteromorphus. Dichas

especies tienen los siguientes rasgos distintivos (11):

- A jabonicus: es la Unica especie uniseriada de la Seccion Nigri. Esta especie incluye dos
variedades, A. japonicus var. japonicus y A. japonicus var. aculeatus, que se diferencian por el
tamafio de las vesiculas, menores o mayores de 45 um, respectivamente.

— A carbonarius: esta especie se reconoce facilmente debido al gran tamafio de todas sus
estructuras microscopicas y, especialmente, por sus conidios de mas de 6 um de diametro.

— A helicothrix: presenta unos caracteristicos esclerocios recubiertos por hifas espiriladas y unos
conidios de mas de 6 pm de diametro.

A. ellipticus: este taxén es reconocible por sus conidios tipicamente elipticos.

|

17



— A. heteromorphus:. esta especie se distingue por presentar en algunas cabezas conidiales
métulas anormalmente alargadas, que presentan el apice hinchado y recubierto éste por
métulalls y fidlides normales, como si fueran unas cabezas conidiales secundarias.

Los integrantes del agregado A. niger se caracterizan por presentar unas colonias con tonalidades

negruzcas y conidios mas o menos globosos, de diametros inferiores a 6 um y una ornamentacion

mas o menos marcada (11). Dicho agregado esta compuesto por los siguientes taxones:

A. niger var. niger

A. niger var. niger f. hennebergii

A. niger var. phoenicis

A. niger var. phoenicis f pulverulentus

A. niger var. awamori

i

A. niger var. nanus

— A niger var. usamii

A. niger var. intermedius
- A foetidus.

I

Las dos eépecies que integran el agregado, A. nigery A. foetidus se diferenciaron por el diametro de
las colonias, mientras que las variedades de A. niger se diferenciaron basicamente segun el grado
de rugosidad y la ornamentacion de los conidios. Algunos de los tipos de ornamentacion descritos
son muy dificiles de diferenciar entre si, lo que hace que dichas variedades sean morfolégicamente

idénticas.

Gams et al. (1985), al reclasificar el género Aspergillus de acuerdo con las normas del codigo de
nomenclatura botanica, crearon la seccion Nigri, incluida dentro del subgénero Circumdati. A. niger

fue considerada la especie tipo de la seccién (Tabla 4).

Kozakiewicz (1989), observo que la maduracion de los conidios de las especies de la seccion Nigri
es lenta y, en el caso de las cepas pertenecientes al agregado A. niger, puede demorarse hasta las
5 semanas de incubacién en condiciones dptimas. Asi, desestimé la clasificacion realizada por Al
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Musallam (1980) y propuso una clasificacion distinta de la seccion, basandose en la ornamentacion
de los conidios utilizando técnicas de microscopia electronica de barrido (SEM). En su estudio
distingui6 dos patrones basicos de ornamentacion conidial: conidios verrugosos o conidios
espinosos y dividio a los Aspergillus negros en diez especies y ocho variedades: A. carbonarius; A.
fonsecaeu§; A. heteromorphus; A. ellipticus; A. helicothrix; A. japonicus; A. atroviolaceus; A. acidus;
A. citricus, con dos variedades, A. citricus var. citricus y A. citricus var. pallidus y A. niger, con 6
variedades, A. niger var. niger, A. niger var. tubingensis, A. niger var. phoenicis, A. niger var.
pulverulentus, A. niger var. awamori y A. niger var. ficuum. Dicha clasificacion parece haber tenido

poca repercusion y no ha sido utilizada por ningdn otro autor.

En la Tabla 5 se resumen las clasificaciones de Aspergillus seccion Nigri realizadas por Raper y
Fennell (1965), Al Musallam (1980) y Kozakiewicz (1989).
Algunos éutores han descrito, basandose en caracteristicas morfologicas, dos nuevas especies

dentro de la seccion Nigri aisladas de muestras de suelo del area del mar Muerto (277).

Cabe destacar que, en'Japén, debido al gran interés que estos hongos tienen en la industria, existe
un sistema de clasificacion distinto basado en caracteristicas morfologicas y fisiolégicas para

ordenar las especies que integran la Seccion Nigri (11, 189, 190).

1.3.1.2. Otros criterios.

Las dificultades que presenta la clasificacion morfologica de las especies de la seccion Nigri,
especialmente en el caso de los componentes del agregado A. niger, propiciaron la aplicacion de
otros criterios de clasificacion tales como la capacidad de hidroxilar la progesterona (75), la
asimilacion de fuentes de carbono (104, 134), el analisis de isozimas (104, 134, 178) o técnicas de
biologia molecular (104, 134, 143, 157, 158, 178, 309, 310, 315).
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La asimilacion de distintas fuentes de carbono por parte de cepas de la Seccion Nigri fue ensayada
por diversos investigadores (104, 134). En dichos estudios se probaron mas de cien compuestos
entre azlcares, alcoholes, oligo y polisacaridos, aminoacidos, acidos organicos, efc. Siete de estos
compuesté)s: melicitosa, xilitol, galactitol, acido vanillico, acido cis-aconitico, L-serina y L- tirosina
dieron lugar a ciertos patrones de asimilacion de fuentes de carbono por parte de las cepas
estudiadas. Los resultados obtenidos fueron muy homogéneos, encontrandose pocas variaciones
dentro de los tres grupos de cepas ensayadas: cepas del agregado A. niger, cepas de A
carbonarius y cepas de A. japonicus y A. aculeatus. Mas del 95% de las 400 cepas ensayadas del
agregado A. niger fueron capaces de utilizar como unica fuente de carbono los compuestos
previamente mencionados, a excepcion de la L-tirosina. Las restantes cepas no fueron capaces de
asimilar la melicitosa, el xilitol o el galactitol (104, 134). Con respecto a los ensayos realizados con
cepas de A. carbonarius, la melicitosa y el xilitol fueron utilizados como dnica fuente de carbono por
todas las cepas. Por el contrario ninguna cepa asimilé el acido vanillico, el acido cis aconitico, la L-
serina y la L-tirosina, mientras que en el caso del galactitol los resultados obtenidos fueron variables
(134). En el estudio realizado por Hamari ef al. (1997) con las especies uniseriadas de la seccién
Nigri, sélo_ una cepa fue capaz de asimilar |as siete fuentes de carbono anteriormente mencionadas,
mientras que otra no pudo usar ninguna y las 38 restantes sélo asimilaron la L-tirosina como Gnica

fuente de carbono.

Se han réalizado varios estudios en los que se incluyé el analisis de isozimas de cepas de la
seccion Nigri (104, 134, 178). En un estudio que incluia cepas de coleccion del agregado A. niger y
una cepa de cada una de las siguientes especies: A. carbonarius, A. ellipticus, A. helicothrix, A.
heteromorphus, A. japonicus y A. aculeatus (178) se demostré mediante el analisis de la aspartato
transaminasa, la dihidrofolato reductasa, la 6 fosfogluconato deshidrogenasa y la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa una gran variabilidad entre las cepas ensayadas. Estos resultados coincidieron con
los obtenidos mediante el anlisis de RAPD, y RFLP de rDNA en el mismo estudio (178). En un
estudio con aislamientos de A. carbonarius, se obtuvieron unos patrones constantes en la mayoria
de las cepas ensayadas con la malato deshidrogenasa NADP dependiente y con la glutamato
deshidrogenasa NADP dependiente ya que solamente dos cepas mostraron un patrén distinto en el
primer céso y sblo una en el segundo. Todas las cepas de A. carbonarius se comportaron
homogéneamente en el caso de la malato deshidrogenasa NAD dependiente (134). En un estudio
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realizado é:on A. japonicus y A. aculeatus, mediante el analisis de la superdxido dismutasa y la
lactato deshidrogenasa no se demostré ninguna variabilidad entre las 40 cepas ensayadas. Por el
contrario, mediante el andlisis de la arilesterasa y las glutamato y malato deshidrogenasas se
observd una gran variabilidad intraespecifica, en contraposicion con los resultados obtenidos
mediante RFLP de rDNA (104).

En el primer estudio realizado aplicando técnicas de biologia molecular con cepas de especies
pertenecientes al agregado A. niger se obtuvieron, mediante doble digestion del mtDNA con Hindlll
y EcoRl, unos resultados un tanto sorprendentes. Los patrones de RFLP obtenidos indicaron solo
una ligera relacion entre A. nigery A. awamori'y que A. niger estaba filogenéticamente mas cerca de

A. oryzae que de A. awamori (144).

Kusters van Someren et al. (1990) basandose en técnicas de Southern blot usando el gen pelD
como sonda y un andlisis de Wester blot de la pectina liasa no pudieron diferenciar las cepas del
agregado A. niger ensayadas. En un trabajo posterior (158) realizado con 23 cepas de coleccion de
la seccion Nigri (mayoritariamente integrantes del agregado A. niger) estudiaron los patrones de
RFLP del rDNA obtenidos mediante digestion del DNA total con Smal. Basandose en los patrones
de RFLP 6btenidos, propusieron Ia divisién del agregado A. niger en dos especies morfoldgicamente
idénticas: A. niger (rDNA tipo 1) y A. tubingensis (rDNA tipo II), denominadas asi ya que entre las
cepas del grupo | se encontraba la cepa neotipo de A. niger (CBS 554.65) y entre las del grupo |l, la
cepa tipo de A. tubingensis (CBS 134.48). Estos resultados se confirmaron mediante andlisis de
Southem blot, usando como sondas a varios genes de pectina liasa. Entre cepas de los dos grupos
no se observd la formacion de heterokarion. La propuesta de separacion del agregado A. niger en
las dos mencionadas especies fue confirmada en estudios posteriores (Tabla 6) (178, 206, 309, 310,
315).
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Megnegneau et al. (1993) confirmaron los resultados de Kusters van Someren et al. (1991)
mediante analisis de RFLP del DNA total digerido con distintas enzimas de restriccion (Smal, EcoR|
y Pstl). En las cepas de coleccion del agregado A. niger se obtuvieron cuatro patrones de RFLP de
rDNA (I, I', Il y II, que podian agruparse en dos grupos principales (I y Il). Estos dos grupos
principales se correspondieron con las dos especies propuestas por Kusters van Someren et al.
(1991). Mediante analisis de RAPD demostraron la existencia de una gran variabilidad
intraespeéiﬁca, compatible con los resultados obtenidos con los RFLP de rDNA. En este estudio
(Megnegneau et al. 1993), el andlisis de cariotipo mostré una notable variacion entre las cepas

ensayadas.

Vargé et al. (1993), en un estudio realizado con cepas de coleccion del agregado A. niger,
obtuvieron cinco patrones de RFLP de mtDNA (1a, 1b, 1c, 2a y 2b) al digerir el DNA total y el
mtDNA con distintos enzimas de restriccion. Dichos patrones se podian agrupar en dos grupos
principales (1 y 2) que se correspondian con las dos especies propuestas por Kusters van Someren
(1991). Posteriormente, en un estudio con aislamientos de suelos del agregado A. niger (309)
confirmaron la existencia de un gran nivel de variacion en el mtDNA dentro del agregado,
describiendo hasta doce patrones distintos de mtDNA. Todos los patrones excepto uno podian
agruparse en los dos tipos 1y 2 correspondientes a A. niger y A. tubingensis. Este tercer patron de
RFLP s6lo se mostré en seis cepas aisladas de muestras de tierra del Brasil. Los autores apuntaron
la posibilidad que esas cepas correspondieran o bien a una subespecie de A. niger o bien a una
especie nueva dentro del agregado que, de manera provisional, se denominé "A. brasiliensis". Los
resultados obtenidos medianie RFLP de mtDNA se confirmaron con RFLP de rDNA.

Kevei et al (1997) demostraron que es posible transferir mitocondrias entre cepas del agregado A.
niger con distintos patrones de mtDNA. Dicha transferencia no fue posible entre cepas del agregado

A. nigery cepas de A. carbonarius o A. japonicus (135).

La division del agregado en dos especies, A. niger y A. tubingensis, fue confirmada de nuevo
medianté digestion del DNA total con distintos enzimas de restriccion e hibridacion con varias
sondas (315). En un nuevo estudio (206) se describié un nuevo patron de RFLP entre algunas de
las cepas de coleccion ensayadas pertenecientes al agregado A. niger mediante la digestion del

i
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DNA totali con Pstl y Sall. Sin embargo, las cepas que presentaron este nuevo patron podian
clasiﬁcarsé como A. niger o A. tubingensis al analizar sus RFLP de DNA total digerido por Smal
segln el método propuesto por Kusters van Someren et al. (1991). Parenicova et al. (1997)
propusieron la division del agregad'o en tres especies, morfologicamente idénticas: A. niger, A.

tubingensis y una especie por denominar descrita en torno a variedades de A. foetidus.

Mediante técnicas de Southern blot usando el gen pelD como sonda y anélisis de Western blot de la
pectina Iiésa, Kusters van Someren et al. (1990) obtuvieron patrones diferenciados en cepas de
coleccion de A. japonicus, A. carbonarius, A. heteromorphus y A. ellipticus, si bien los resultados
obtenidos con ambas técnicas mostraron una baja correlacion. Posteriormente, en 1991, mediante
digestion del DNA total con Smal obtuvieron un patrén de RFLP diferenciado en dos de las tres
cepas ensayadas de A. carbonarius. La cepa restante presenté el mismo patron de bandas que A.
tubingens}'s (rDNA tipo 1l). Algunos autores (178, 206) sugirieron que dicha cepa estaba mal
identificada y Visser et al. (1996) la identificaron como A. tubingensis. La cepa de A. helicothrix
ensayada por Kusters van Someren ef al. (1991) presenté el mismo patrén que la de A. ellipticus,

por lo que los autores la consideraron como una variante de A. ellipticus.

Mediante analisis de RFLP del rDNA y analisis de RAPD, Megnegneau et al. (1993) detectaron
patrones claramente diferenciados para las cepas de A, carbonarius, A. ellipticus y A. japonicus
ensayadas. Parenicov4 et al. (1997) describieron también patrones de RFLP diferenciados para A.
carbonarii/s 'y en el caso de A. heteromorphus y A. ellipticus, observaron unos patrones muy

parecidos entre ellos, pero claramente distintos del resto de las especies de la seccion ensayadas.

Kevei et al. (1996) realizo un estudio con 13 cepas de A. carbonarius aplicando técnicas de
Southern blot, con pMN1 como sonda; RFLP de DNA total y mitocondrial y RAPD. Todas las cepas
excepto una mostraron una gran uniformidad. La cepa discordante ha sido presentada por parte de
los autores como una posible subespecie, a la que denominaron como “A. carbonarius var. indicus”.
El analisis RAPD fue til para detectar caracteristicas especificas de cada cepa (134).

En el caso de las especies uniseriadas se ha realizado un estudio (104) con 40 cepas aplicando las

técnicas anteriormente mencionadas. No se observo ninguna variabilidad en los patrones de RFLP

1
f
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de rDNA y se encontraron hasta siete patrones distintos de RFLP al digerir el mtDNA. Uno de estos
grupos estaba formado por las tres cepas de A. aculeatus estudiadas, lo que demuestré, segin los
autores, que se trata de una especie diferenciada y no de una variedad como concluy6 Al Musallam
(1980). El analisis RAPD detect6 variabilidad entre los grupos de RFLP y caracteristicas especificas
de cada cepa (104). Sin embargo, otros estudios no distinguieron entre los patrones de RFLP
obtenidos de las cepas ensayadas de A. aculeatus y A. japonicus (158, 206) y sugirieron que se
trata de una sola especie (158).

i

1.3.2. Capacidad micotoxigénica.

Algunas de las especies de la seccion Nigri son capaces de producir micotoxinas (Tabla 7). Asi, los
integrantes del agregado A. niger producen ocratoxina A (OA) (3), malforminas y naftopironas (85).
Asperillus carbonarius también produce OA (115) y naftopironas (85). La OA es la mas importante
de las micotoxinas producidas por la seccion Nigri. La produccion de OA por parte de la seccion
Nigri, reviste una especial importancia, debido al extensivo uso que en la industria alimentaria se
hace de especies como A. niger, que dispone de la categoria GRAS de la FDA (24) y por ofra parte,

por la gran incidencia de estas especies en todo el mundo.

1.4. Las cgcratoxinas

Las ocratoxinas son un grupo de micotoxinas, producidas por algunas especies de los géneros
Aspergillus y Penicillium. La OA es la mas importante de ellas y se caracteriza por ser nefrotdxica,
carcinogénica, teratbgena e inmunosupresora. Esta formada por una dihidrocumarina unida en su
grupo 7-carboxilo a una molécula de L-R-fenilalanina mediante un enlace amida. Su estructura
quimica es la siguiente: (R)-N-((5-cloro-3,4-di hidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-benzopirano-7-
il)carbonil)-L-fenilalanina (Figura 2). La ocratoxina B (OB) es el derivado dicloro de la OA y la
ocratoxina C (OC) es el etil éster de la OA. La OA, junto con su metil éster y la 4R-hidroxi-OA, la OB,
junto con sus metil y etil ésteres y la OC son metabolitos fungicos. La ocratoxina o (Oa) y la
ocratoxiné R (OB) son productos de la hidrélisis de la OA y la OB, respectivamente, no poseen la
mitad fenilalanina y no son toxicos (152, 153). La Oa. ha sido aislada de la orina de animales de

experimentacion a los que se administré OA (275, 285). La OA esta estructuralmente relacionada
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con la citrinina (153), otra importante micotoxina que puede aparecer como co-metabolito de la OA

en P. verrucosum (216).

Especie Metabolito

A. aculeatus Acido secalonico B, Dy F
Aculeasinas
Eumodina
Endocrocina
Neoxalina
A. japonicus E-64
A. carbonarius Naftopironas
* Ocratoxina A*
A. niger Acido glutaconico
| Acido 4 hidroximandélico
Acido kjico (?)
Acido monoglucosil oxi octadecanoico
Aspergillinas
Aspereillonas
Asperrubrol
Dehidroflavininas
Flaviolina
Genisterinas
Malforminas A1, Az, By, B, C
Naftopironas
Neoequinufina A
i Nigerazinas
Nigragillina
Ocratoxina A*
Orlandina
Tubingensina Ay B

Tabla 7: Micotoxinas y otros metabolitos secundarios producidos por las especies de la seccion
Nigri (adaptada y ampliada* de Frisvad y Samson, 1991)

1.4.1. Hongos productores y biosintesis.

La ocratoxiné A fue aislada por primera vez en Sudéfrica en 1965 a partir de un cultivo de A.
ochraceus (179). Posteriormente se constatd que dicha toxina era producida también por otras
especies: de la seccion Circumdati (el antiguo grupo A. ochraceus) tales como A. sulphureus, A.
sclerotiorum, A. alliaceus, A. melleus, A. ostianus y A. petrakii (111). Recientemente, A. auricomus y

A. albertensis han sido descritos también como productoras de OA (311).
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Figura 2. Formula quimica de la OA.

La produccion de OA pdr especies del género Aspergillus no se restringe a la seccion Circumdati.
Asi, se describié la capacidad ocratoxigénica de las siguientes especies: E. chevalieri (245) y E.
herbariorum (58) de la seccion Aspergillus; A. fumigatus de la seccion Fumigati (1, 290); A. awamori
(200, 296), A. carbonarius (109, 115, 296, 322), A. foetidus (304), A. niger (3, 109, 191, 295, 296) y
A. usamii (200) dentro de la seccion Nigri; A. terreus en la seccion Terrei (304); A. ustus de la
seccion Usti (304); A. sydowii (304) y A. versicolor (1) de la seccion Versicolores y A. wentii de la

seccion Wentii (311).

después en cepas de Penicillium viridicatum (317) y posteriormente en otras especies, en algunos
casos no siempre correctamente identificadas dada la complejidad taxonomica del género
Penici/lium. Pitt (1987) demostré que las cepas de P. viridicatum ocratoxigénicas eran en realidad
cepas de P. verrucosum. Este error de identificacion se ha perpetuado hasta hoy por lo que cabe
remarcar:que P. verrucosum es la Unica especie del género Penicillium actualmente considerada

como ocratoxigénica (216).

Generalmente se considera que P. verrucosum es el responsable de la produccion de OA en zonas
b

frias mientras que la contaminacion por OA en zonas mas célidas se atribuye a A. ochraceus (177).

Sin embargo, parece posible que las especies ocratoxigénicas de la seccion Nigri sean las

responsables de la contaminacion por OA en zonas tropicales donde A. ochraceus no parece estar

28



muy extendido y P. verrucosum, mas propio de zonas frias, no tiene su nicho ecolégico (216). Las
especies ocratoxigénicas de la seccion Nigri podrian ser el origen de la OA presente en substratos

procedentes de zonas tropicales o ecuatoriales como, por ejemplo, los granos de café (191, 294).

La detecc_"ic’)n de cepas ocratoxigénicas en el laboratorio se realiza mediante cultivos en substratos
naturalesltales como arroz (115, 182, 200), maiz (1, 3, 111, 179) o trigo (51, 58, 111, 175) y en
medios semisintéticos liquidos (1, 3, 51, 127, 244, 311, 317) o solidos (26, 109, 215). La produccion
depende ‘principalmente de la temperatura y de la ay del sustrato (153). A una aw 6ptima, el rango
de tempe:raturas de produccion de OA por parte de A. ochraceus es de 12-37°C y en el caso de P.
verrucosum, de 4-31°C. Para A. ochraceus y P. verrucosum, las aw minimas necesarias para la
produccién de OA oscilan entre 0.83 y 0.90 y las aw optimas entre 0.85 y 0.99, a una temperatura
de 24°C (177).

i

1.4.2. Incjdencia

Debido a la amplia distribucion de los hongos que la producen, la OA es una micotoxina de
distribuciz"an mundial. La OA se ha detectado en substratos vegetales, principalmente cereales, asi
como en cerdos y aves alimentados con piensos contaminados, en un elevado nimero de paises (5,
113, 153, 220, 278, 327). Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha detectado también la presencia
de OA en otro tipo de substratos (Tabla 8).

Debido a la amplia distribucion de la OA en diferentes substratos en todo.el mundo, el hombre se
encuentra cada vez mas expuesto a esta micotoxina. Cada vez son mas los estudios en los que se
detecta QA en el hombre, especialmente en suero (Tabla 9). La deteccion de OA en suero humano

ha sido sugerida como un indicador del nivel de exposicién del hombre ha dicha micotoxina (220).
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Substrato: Pais Fuente
Café Dinamarca 130
Espafia 31
Hungria 294
Reino Unido 209
Suiza 30, 221
USA 300
Japén 191, 303, 304
Cerveza Alemania 63
Espaa 163
Dinamarca 163
‘ Japén 192, 303
Licores | Japon 303
Vinos y mosto  Alemania 329
Espaiia 33
Italia 314
Japén 303
Salsadesoja  Japon 303
Leche devaca  Noruega 269

Tabla 8. incidencia de OA en diversos alimentos.

1.4.3. Metabolismo y mecanismo de accion

Los grupos fendlico y carboxilico dan a la molécula de OA unas propiedades débilmente acidas. La
difusion de las formas no ionizadas a través de la membrana lipidica es el principal mecanismo de
penetracion en el tracto gastrointestinal. La absorcion de la OA tiene lugar en los tramos superiores
del tracto gastrointestinal siendo maxima en el yeyuno proximal. En el torrente sanguineo la OA se

encuentra unida a la albimina y esta unién con Ias proteinas sanguineas es reversible (90).

La OA se hidroliza, convirtiéndose en O en distintos lugares. En los rumiantes esta transformacion
la efectiian los microorganismos del rumen, lo que los hace relativamente resistentes a los efectos
de la OA ingerida (121,. 136). En terneros, un 85-90% de la OA se eliminé en forma de O,
mayoritariamente en la orina (275). No obstante, recientemente se ha detectado también la
presencia de OA én la leche (269). En roedores, la hidrolisis fa llevan a cabo las bacterias a nivel del
ciego, si bién en el duodeno, ileon y pancreas también se produce esta reaccion. Las enzimas
carboxipéptidasa A y quimiotripsina, son las responsables de dicha hidrdlisis tanto en rumiantes
como roedores (153).
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Tanto la éxcrecién biliar como la filtracion glomerular juegan un papel importante en la eliminacion
de la OA del plasma de las ratas (153). En ratas el metabolito mayoritario (tanto en heces como en
orina) es la Oa., seguida de la propia OA y el 4R-OH-OA (285).

B Pais Fuente
Suero - Alemania 19,103
Bulgaria 280
Canada 257
; Checoslovaquia 89
; Rep. Checa 172
I~ Croacia 212,223
Dinamarca 213
Espafia 32,126
Francia 213
Hungria 274,294
Italia 213
Polonia 153
Suecia 28
Suiza 213
Egipto 315
Tunez 169
Sierra Leona 128
s Japén 305
Leche Alemania 93
” ftalia 180
‘Sierra Leona 129
Ridén Alemania 19
: Egipto 315
Orina - Egipto 315

Tabla 9. Incidencia de OA en la especie humana

La OA ai:tl]a inhibiendo Ia sintesis de proteinas; secundariamente a esta inhibicion la sintesis de
RNA'y DNA podria estar también inhibida (153). El efecto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas
se ha demostrado en bacterias, levaduras y cultivos celulares de mamiferos (302). Dicha inhibicion
es especjﬁca y tiene lugar a nivel post transcripcional donde la OA tiene un efecto directo en el paso
de la traduccion en la sintesis de proteinas. La fenilalanina-tRNA sintetasa reconoce la mitad
fenilalani_ha de la OA, con lo que la OA actia como inhibidor de dicha enzima, parando la

aminoacetilacion y bloqueando la elongacion del péptido. Los analogos de la OA en los que la
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fenilalaniﬁa ha sido substituida por otro aminoécido tienen un efecto inhibitorio similar sobre la
respectiva tRNA sintetasa especifica del aminoacido (153, 302).

La OA iqduce en ratas y ratones la formacién de aductos OA-DNA, con una mayor présencia y
persistencia de los mismos en el rifion (193) y detectandose en menor nimero en higado y bazo
(65). Estos aductos han sido localizados en células tumorales de rifion y bufeta urinaria de hombres
proceden'tes del area de la nefropatia endémica de los Balcanes y en cultivos celulares de rifién de
mono, dq células epiteliales de bufeta urinaria de cerdo y de células de epitelio bronquial humano
(65). Sin f'embargo, a pesar de estos datos, algunos autores ponen en duda el efecto genotoxico de
la OA (249). Inicialmente la OA fue considerada como no mutagénica basandose en los resultados
obtenidos en el test de Ames (302). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado el poder
mutagéniico de la OA (101). Es poco probable que la inmunosupresion producida por la OA sea un
factor primario en la aparicion de tumores renales, pero podria ser importante en el posterior

desarrollo y metastasis de dichos tumores (153).
1.4.4. Ocratoxicosis natural

1.4.4.1. Ocratoxicosis en animales

La nefrobatia porcina es una enfermedad no infecciosa descrita por primera vez en Dinamarca en
1928 (146). Dicha enfermedad se describi6 posteriormente en otros paises, tales como Alemania;
Bulgaria (183, 284), Finlandia (177), Hungria (177), Noruega (177), Polonia (98, 99), el Reino Unido
(177), Suecia (235), USA (44) y la ex Yugoslavia (177). La OA es la causa primaria de la
enfermedad, si bien la accidn de ofra micotoxina, la citriniha, puede colaborar en su apaﬁciéﬁ. La
nefropatia porcina se asocié, desde un principio, al consumo de cereales enmohecidos (146). Krogh
et al. (1973) asociaron el consumo de cereales contaminados con OA vy citrinina con la nefropatia |
porcina. ;Los autores (148) aislaron cepas, inicialmente identificadas como P. viridicatum,
productoras de OA vy citrinina de muestras de cereales recogidas en zonas con una elevada
incidencia de la enfermedad. La sintomatologia en la nefropatia porcina es bastante vaga: polidipsia,
poliuria, disminucién de la produccion y ocasionalmente la muerte, precedida de depresion y apatia.

A veces no se observan sintomas clinicos y la enfermedad es un hallazgo de matadero,
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presentandose unos rifiones palidos y aumentados de tamafio (44, 203). Histopatologicamente se
observa degeneracion de los tibulos proximales, seguida de una atrofia del epitelio tubular; fibrosis

intersticial del cortex renal y hialinizacion de los glomérulos (146, 153, 203).

La nefropatia aviar asociada a OA, se describi6 por primera vez en 1975 en Dinamarca, en unos
pollos y gallinas decomisados en el matadero por sufrir lesiones renales. Los rifiones de dichas aves
estaban pélidos y presentaron un tamafio mayor al normal. En dichos rifiones se observé una
fibrosis intersticial y una degeneracion de los tibulos proximales y distales de las nefronas (112,
146). La ocratoxicosis aviar también se detectdé en otros paises como Itaﬁa, Canada y USA,
afectando a gansos, pavos, broilers y gallinas ponedoras (105, 146, 259, 264, 313). La
sintomatologia en la ocratoxicosis aviar es vaga: anorexia, diarrea, pérdidas en la produccion
(retraso en el crecimiento, disminucion del grosor de la.cascara del huevo...), problemas
respiratoﬁos y muerte (105, 112, 264, 313). Otros efectos observados en la ocratoxicosis aviar son
la degeneracion grasa hepética (105, 264) y pérdida de resistencia del intestino grueso,

produciéndose roturas durante el procesado de la canal (319).

Los rumiantes son generalmente considerados resistentes a la intoxicacion por OA. A pesar de ello,
se han descrito casos esporadicos de una supuesta ocratoxicosis bovina. Los animales murieron
tras presentar un cuadro clinico especifico y tras la necropsia se detectaron fibrosis renal y
degeneracién grasa hepatica. En el pienso de dichos animales se detect6 la presencia de OA y
citrinina (225).

Se han descrito casos puntuales de ocratoxicosis en perros, asociados al consumo de alimentos

enmohecidos en los que posteriormente se detecto la presencia de OA (166, 313).

t

1.4.4.2. dcratoxicosis en el hombre.

La nefropatia endémica de los Balcanes (BEN), descrita en los afios 50, es una enfermedad renal

cronica observada Unicamente en zonas rurales de Bulgaria, Rumania, Croacia, Bosnia y Serbia. La

enfermedad, que evoluciona lentamente hasta la muerte, se observa generalmente en individuos
|

33



con edades comprendidas entre los 30 y 50 afios, afectando mas frecuentemente a mujeres que a
hombres :(145). Inicialmente, la sintomatologia de la BEN es muy vaga: debilidad, palidez, polidipsia
y poliuria. Mas tarde aparecen los sintomas tipicos de una insuficiencia renal: nauseas, vomitos,
convulsiones y otros sintomas caracteristicos de una uremia crénica. Los rifiones sufren una
marcada reduccion de su tamaio y presentan las siguientes lesiones: degeneracion tubular, fibrosis
intersticiail y hialinizacién de glomérulos en la zona mas superficial del cértex. La BEN es una
enfermedad de etiologia incierta. Buscando su origen se barajaron desde infecciones por bacterias
0 virus hasta intoxicaciones por metales pesados, plantas o micotoxinas, pasando por problemas de
autoinmunidad o defectos genéticos. Krogh, en el afio 1974, comparé los procesos de la nefropatia
porcina y la BEN y propuso la implicacion de la OA en la etiologia de dicha enfermedad. En este
sentido, diversos estudios destacaron que los niveles de OA en suero humano asi como en
alimentos destinados al consumo animal y humano fueron mas altos en las zonas endémicas de
BEN que en las zonas no endémicas (146, 149, 211, 224, 266, 280). Por el contrario, algunos
autores consideraron que la OA es ubicua en los alimentos y que debe existir algan tipo de factor
hereditario, hipétesis que tampoco se ha podido demostrar (52). Asi pues, hasta la fecha no se ha
podido establecer una relacién de causalidad clara entre la OA y la BEN. Por otra parte, diversos
autores apuntaron a una nefrotoxina producida por P. aurantiogriseum como posible causa de la
BEN (8, 170, 173-175, 327) sin obtener resultados concluyentes. Cabe destacar no obstante que la
BEN esta asociada con una alta incidencia de tumores del tracto urinario (38, 153).

En Tanez (15, 169) y Egipto (316) se han descrito casos de nefropatias asociadas a la OA. En los
casos acaecidos en Tunez, mayoritariamente en zonas rurales, se demostré la existencia de una
refacion entre el consumo de alimentos con un alto contenido en OA con elevados niveles de OA en
suero yla aparicion de la enfermedad. En los casos descritos en Egipto se detectaron
concentréciones superiores de OA en suero y orina en los individuos afectados que en los
individuos control y se detectd la presencia de OA en las muestras obtenidas de carcinoma renal.
Los autores (316) concluyeron que si bien la OA parece estar implicada en dichos casos de

nefropatia, se necesitan mas estudios epidemioldgicos para establecer una relacion de causalidad.
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1.4.5. Ocratoxicosis experimentales.

Se han ﬁecho muchos estudios de intoxicaciones experimentales por OA en muchas especies
animales: ratén (133), rata (285), gallinas (51, 66, 72, 117-120, 150, 151, 201, 246, 248, 268, 281,
301), pavos (53), cerdos (147, 203, 265, 293), rumiantes (121, 136, 225, 275) y perros (137, 291,
292).

1
En cuanto a la intoxicacion aguda, los animales mas sensibles son el perro y el cerdo y los menos

sensibles la rata y el ratén (Tabla 10) (153).

Animal LDso mg/kg Administracién
Rat6n, hembra 22 Intraperitoneal
Rata, macho 28-30,3 - Oral
Rata, hembra 214 Oral
Rata, macho 12,6 Intraperitoneal
Rata, hembra 14,3 Oral
Cobaya, macho 9,1 Oral
Cobaya, hembra 8,1 Oral
Gallina | 34 Oral
Pavo 59 Oral
Codorniz, 16,5 Oral
Trucha 4,7 Intraperitoneal
Perro, macho 3 Oral
cerdo, hembra 1-2 Oral

Tabla 10. Toxicidad aguda de la OA (146)
!

La nefropatia porcina fue reproducida en un estudio realizado con cerdos a los que se alimenté
durante dos afios con un pienso que contenia 1 mgOA/Kg. Estos animales presentaron unas
lesiones fenales idénticas a las observadas en animales afectados por dicha enfermedad (147). En
otro estudio se administraron a cerdos dosis entre 5 y 10 mgOA/Kg, unos niveles raramente
encontrados en la naturaleza. Ademas de las lesiones renales se produjeron lesiones hepaticas,

esplénicas e intestinales (293).



La nefropatia aviar fue reproducida en un estudio realizado con pollos y gallinas alimentadas
durante un afio con un niveles de OA 0,3-1 mg/Kg. En estos animales, se observo unas lesiones
renales simi|ares a las que produce la enfermedad natural (146). Mediante administracion de niveles
elevados de OA a gallinas se han obtenido cuadros agudos que produjeron lesiones renales y
hepaticas (116, 118, 320) y de gota visceral (212, 223, 324). En intoxicaciones subagudas y
cronicas se observd, ademas de los problemas renales y hepaticos, retraso en el crecimiento (112,
324), aufnento de la fragilidad de los huesos (117), alteraciones en la coagulacién (112, 222),
cambios jen la pigmentacion de la canal (248) y problemas a nivel de la puesta de huevos (Wyatt,
1991). Lé ocratoxicosis en los patos es parecida a la sufrida por las gallinas o los pavos, pero con

unas lesiones menos graves (53).

Los rumiantes son muy resistentes a los efectos de la intoxicacion aguda por OA debido a que la
ocratoxina es hidrolizada y convertida en Oa por la microflora ruminal. (121, 136, 275). En un
estudio rjealizado con ovejas, 5 ppm de OA administrados con la racion fueron rapidamente
degradados a Oa por la flora ruminal, por otra parte, la capacidad de degradar la OA, disminuy6 al
incrementar la concentracion de OA en la racion (136). Por otra parte, en un estudio realizado con
ganado vacuno al que se administré 1 ppm de OA con la dieta durante 7 semanas se detecté la

presencia de OA en el rifidn (225).

Estudios realizados en perros de la raza Beagle, los animales mostraron sintomas propios de una
afectacion renal. Histopatoldgicamente, se observd necrosis renal y degeneracion grasa hepatica,

con necrosis centrilobular (137, 291, 292).

La OA es un carcinogénico renal en ratones y ratas, siendo los machos méas sensibles que las
hembras. En la especie humana no existen estudios que demuestren de forma definitiva una
causalidad directa entre la OA y el cancer de rifién, con lo que la OA fue clasificada en el grupo 2B
(posible carcindgeno humano) por la International Agency for Research on Cancer (IARC) (39, 153).
Sin embargo, algunos autores (65) recomendaron su inclusion en el grupo 2A (probable carcindgeno
humano). La BEN, enfermedad posiblemente producida por la ingestion de alimentos contaminados

con OA, e}ésté intimamente relacionada con un incremento en la incidencia de los tumores del tracto

f
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urinario (38, 153). Cabe destacar que la citrinina, otra micotoxina producida por P. verrucosum,

posee un efecto sinérgico en la carcinogenicidad de la OA (133).

Diversos estudios realizados con gallinas, perros y ratas, demostraron -que la OA tiene
caracteristicas inmunosupresoras. La respuesta inmune fue suprimida en ratones a los que se
administr una dosis oral de OA de 0,005 mg/kg PV (107). En pollos alimentados con 4 ppm de OA
disminuyé la fagocitosis y la movilidad de los neutréfilos (64, 177). Tras la ingesta de OA se produce
una deplecion de las células linfoides, particularmente en timo, Bursa de Fabricio, bazo y placas de
Peyer. Dicha deplecion se produce concomitantemente a una disminucion de la respuesta de
hipersenéibilidad retarda, lo que sugiere una posible supresion de la inmunidad celular. La OA es
también un potente inhibidor de los linfocitos T y B (177). En perro, la OA produjo necrosis de los
tejidos linfoides del bazo, tonsilas y timo y de los ganglios linfaticos del yeyuno, ileo, ciego, colon y
recto (137, 291, 292). En ratones, la OA tiene un efecto mielotdxico, disminuyendo el nimero de
células p|;'ecursoras de células de la serie blanca, eritrocitos y megacariocitos (202, 207).

La OA es un potente teratégeno en ratones, ratas, hamsters y pollos (153). Un estudio realizado en
cerdas en las primeras semanas de gestacion, demostré que la OA no es teratogénica en cerdos,

debido a que la OA no fue capaz de cruzar la barrera placentaria (264).
1.4.6. Métodos analiticos.

1.4.6.1. Extraccion.

v
i

La OA es un compuesto cristalino incoloro de caracteristicas ligeramente acidas. La OA es soluble
en solventes organicos polares y soluciones acuosas de bicarbonato y ligeramente soluble en agua.
Asi pues, puede ser extraida de una fase acuosa mediante un solvente menos polar inmiscible en
agua sol?mente en condiciones &cidas, mientras que bajo condiciones neutras o basicas se

encuentra en forma disociada (306). Los métodos de extraccion existentes combinan mezclas de

solventes organicos, agua, acidos y agitacion mecanica para conseguir la extraccion de la OA.
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La extraccion de OA a partir de muestras de piensos, cereales, maiz, efc. se realiza mediante
combina¢iones de varios solventes y mezclas de solventes con agua, como por ejemplo:
acetonitrilo-solucién acuosa de KCI; cloroformo-agua acidificada con HCI 1N; cloroformo-metanol u
otras mezclas de solventes organicos con acido fosforico diluido (21). En algunos métodos (96), el
extracto de acetonitrilo-solucion acuosa de KCI obtenido se lava una 0 mas veces con isooctano
para eliminar los lipidos de la muestra.

La OA se extrae de sangre o de tejidos animales mediante cloroformo acidificado (36, 256, 306).
Otros investigadores (162), extrajeron OA de plasma utilizando solo metanol. La OA se extrae de
rifion con cloroformo, previa acidificacion con acido fosférico (194, 261) o con diclorometano y acido
citrico (306). En leche y en orina se realiza la extraccién con métodos similares a los anteriormente
descrito§ (307, 308).

Para purificar los extractos obtenidos se usan los métodos de particion liquido-liquido (LLP) y los
que emplean una columna de cromatografia de extraccion de fase sélida (SPE). La LLP se basa en
cambios en el pH de los solventes utilizados en la extraccion, eliminando sustancias que pueden
interferir en la deteccion de la OA, mientras que la SPE consiste en la utilizacion de unos cartuchos,
rellenos pon gel de silice o C1s que retienen las impurezas cuando se hace pasar los extractos de
las muestras (o en algln caso la propia muestra) a través de ellos (308). El avance mas importante
en los métodos de purificacion en los Ultimos afios ha sido la aparicion de las columnas de
inmunoafinidad (IAC). En el interior de las IAC se fijan Ac monoclonales especificos contra la OA. El
extracto de la muestra a analizar se pasa por la columna y la OA queda unida a los Ac (71, 306).
Las IAC cada vez son mas usadas, siendo el método de eleccion para la extraccion de OA de
muestras de cereales (130, 206-262), café (31, 209, 221, 303), cerveza (130, 192, 164, 303), vino
(33, 303, 314) o plasma (32, 252, 305, 306). o

|

1.4.6.2. Deteccion y cuantificacion.
Los métodos méas cominmente usados para detectar la presencia de OA a partir de un extracto de
una muestra son las técnicas de cromatografia en capa fina (TLC) y la cromatografia liquida de alta

eficacia (HPLC). La TLC es una buena técnica para realizar analiticas rutinarias de bajo coste
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debido a que no precisa una equipamiento excesivamente caro. El limite de deteccion de la técnica
es de unos 10 ng/g (153). Para la deteccion de la OA en TLC se usan placas de gel de silice
comerciales sin indicador de fluorescencia. Los extractos de las muestras se inocuian en la placa
procurando que el diametro del indculo sea el menor posible y que nunca exceda de 2 mm (279).
Como fase mévil se usan combinaciones de solventes organicos ligeramente acidificados, como por
ejemplo Tolueno:acetato de etilo:acido acético (5:4:1, VIV), tolueno:acetato de etilo:acido formico
(6:3:1, VIV), acetona:acido acetico (3:1, VIV), entre otros (21).

Para la visualizacion de la toxina, se expone la placa a la luz UV a 366 nm. La OA aparece como
una mancha verde fluorescente con una Rf variable en funcién de la fase movil utilizada. La
intensidad de esta fluorescencia disminuye al exponer la placa a la luz UV a 254 nm. La
ﬂuorescencia de la OA cambia a azul parpura al exponer la placa a los vapores de amoniaco o al
ser pulverizada con una solucion acuosa de hidrégeno carbonato sddico o de hidréxido de sodio

(21) 0 con una solucién de AICl3 en etanol (94).

La cromatografia quUida de alta eficacia (HPLC) con deteccion fluorimétrica ha sido el método més
usado en los ultimos diez afios para la determinacion de OA, debido principalmente a su alta
sensibilidad, reproductibilidad y a que puede ser facilmente automatizado. E! limite de deteccion en
tejidos ahimales es de 0,02-0,03 pg/Kg (130) y en cerveza es de 0,001 pg/l (192). Cabe destacar

que el limite de deteccion puede variar dependiendo de la técnica de extraccion utilizada.

Para la deteccion de OA generalmente se usan columnas de fase reversa. Debido a las
caracteristicas ligeramente &cidas de la OA, la fase mévil empleada en el HPLC de fase reversa
debe ser. acida para evitar una adsorcion inespecifica a la columna. En |la mayoria de los casos se
usan mezclas de acetonitrilo 0 metanol con acido acético diluido o acido fosforico. Suele usarse mas
el acetonitrilo, debido a que las mezclas de acetonitrilo con agua tienen una menor viscosidad y una
mejor eficacia separadora que las mezclas de metanol con agua. De forma general se utiliza una
elucion isocratica y las longitudes de onda de excitacion y emision son de 330 nm y 460 nm,
respectivamente. La confirmacion se realiza mediante derivatizacion de la OA en su metil-éster tras

un tratamiento con BF3 al 14% en metanol o bien mediante técnicas de ELISA (306).
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La cromatografia de gases no es un método empleado en la deteccion de OA (254). Sin embargo, a

veces se utiliza para la confirmacion de resultados positivos (306).

Los métodos inmunoquimicos para la deteccion de OA han recibido una gran aceptacion debido a
su alta sénsibilidad y especificidad y la posibilidad de poder analizar un gran nimero de muestras en
un corto periodo de tiempo. Desde que en 1981 se describio el primer ELISA para la deteccion de
OA (153), se han puesto a punto diversos métodos ELISA y RIA para la deteccion de OA en
cereales (18), sangre (274, 294, 305), productos carnicos (323), riion (43, 87) y suero (304)
porcinos. El limite de deteccion de la técnica de ELISA, en muestras de plasma humano, es de 4
pg/ml (305). Los antisueros utilizados se obtuvieron inicialmente a partir de conejo y gallina, hasta
que las }écnicas de anticuerpos monoclonales facilitaron la produccién de anticuerpos de alta
especiﬁcfdad (323).

1.4.7. Prevencion y detoxificacion

La mejor manera de controlar la presencia de ocratoxinas en los alimentos y piensos (preparados a
partir de"granos) es prevenir y evitar su formacion ya sea en el campo, antes de la cosecha o

durante el almacenamiento (253).

Segun la FAQ, los métodos de detoxificacion deben destruir, inactivar o desplazar la micotoxina; no
producir o dejar residuos toxicos, carcinogénicos 0 mutagénicos; retener el valor nutritivo y la
aceptabilidad del producto; no alterar propiedades tecnolégicamente importantes del producto y
destruir las esporas y el micelio fingicos para evitar la produccion de mas micotoxinas. La FDA
anade también como requisito el respeto al medio ambiente (255).

La OA en cereales almacenados se puede ir descomponiendo lentamente. En centeno contaminado
de forma natural, la OA disminuy6 en un 63% en 2 afios; en harinas de trigo, cebada y maiz entre
un 71-79% en periodos de 4 dias a 6 meses. Logicamente, el almacenamiento se ha de realizar en
buenas condiciones, ya que si el grano no esta lo suficientemente seco, pueden desarrollarse cepas

de hongos ocratoxigénicos y el contenido en OA puede aumentar rapidamente (253).



La OA no se elimina del grano ni con un lavado himedo ni con un lavado en seco. Al molerse los
granos contaminados, la OA se distribuye por igual entre la harina y la céascara (252), si bien al
descascarillar la cebada, la cascara resulto tener un contenido de OA superior (de tres a 24 veces
mas) que la cebada descascarillada (253). La OA parece ser destruida con mayor facilidad en el

cereal seco que en el cereal hiimedo. El proceso de ensilado tampoco destruye la OA (255).
i

La OA e;s estable a la irradiacion con rayos gamma a dosis de 7,5 Mrad (236). La OA es
moderadamente estable a los tratamientos con calor. En este sentido, existen diversos estudios con
resultados bastante dispares. Calentando trigo con OA afiadida a 200°C durante 20 minutos se
redujo la contaminacion en un 93%, mientras que al calentar harina a 200°C durante 40 minutos no
se obsen}aron reducciones apreciables (253). La estabilidad de la OA en procesos como el tostado
de los granos de café presenta resultados contradictorios que varian desde una destruccién casi
total de lla toxina, hasta un efecto muy limitado de menos de un 30% de reduccién de la
concentracion de OA (255). El hervido y pasteurizacion de la cebada no reduce el contenido de OA
y en el proceso de cocido, sélo se destruye un 4-9%. A pesar de ello en el proceso completo de
elaboracion de la cerveza la degradacion de la OA puede llegar a ser de un 98% y en lotes de
cebada moderadamente contaminados, la OA es destruida completamente en el proceso del malteo

(253).

La amonizacioén con una solucién acuosa de amonio al 2% descompone la OA en maiz, trigo y
cebada. La degradacion de la micotoxina es mayor a altas temperaturas, por encima de 45°C y con
sustratos que contengan bajas concentraciones de OA. Concentraciones de 1,2ug OA/g maiz
fueron eliy.minados completamente tras una amonizacion a 20°C durante 6 semanas. Pese a todo, se
han observado resultados contradictorios en la amonizacion de la cebada en cerdos, en los que se
encuentran residuos de OA en rifidbn mas altos de lo esperado, con lo que esta técnica es

demasiada arriesgada para su uso (253).

La adicion de carbdn no tuvo ningun efecto sobre la toxicidad de la OA en gallinas (253). La OA es
resistente al aluminosilicato de calcio y sodio hidratado (HSCAS®), un potente absorbente muy

efectivo con las aflatoxinas (255).

t
t
!
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1.4.8. Legislacion

En Espafia no existe legislacion al respecto. Sin embargo en otros paises se han establecido los

niveles méximos de OA permitidos en los alimentos (Tabla 11). En un futuro es probable que,

siguiendo las recomendaciones de la OMS, se establezca un nivel maximo de 5 ug OA/Kg para

cereales y productos a base de cereales en paises europeos (113, 232).

Pais Substrato Limite maximo Comentarios
Austria | trigo y centeno 5 ng/Kg
Rep. Cheéa alimentos para bebés 1 ng/Kg.
j alimentos para nifios 5 ng/Kg
resto de alimentos 20 ng/Kg
Chipre en leche y productos lacteos 0,5 ng/Kg*
Dinamarca cereales y productos a base de cereales 5 ug/Kg
rifion de cerdo 10 ug/Kg  decomiso de las visceras
rifdn de cerdo 25ug/Kg  decomiso de la canal
Francia cereales 5 ug/kg
Grecia granos de café sin tostar 20 pg/Kg!
Holanda cereales, legumbres, leguminosas y derivados 0 ug/Kg*
Hungria alimentos en conserva 0 ug/Kg*
Rumania: todos fos alimentos y piensos 5 ug/Kg
Suecia piensos completos para cerdos 200 ng/Kg
piensos completos para aves 100 ug/Kg
Suiza productos a base de cereales 2 ug/Kg
Brasil arroz, cebada, judias y maiz 50 pg/Kg'!
Uruguay arroz, cebada, judias, café y maiz 50 ug/Kg

*Limite maximo para todas las micotoxinas.
Propuesta de reglamentacion,

Tabla 11. Niveles maximos tolerados de OA en alimentos y piensos (25, 70, 80, 113).
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2. OBJETO DEL ESTUDIO.

Los hongos pueden desarrollarse sobre un gran nimero de substratos. La mayoria de alimentos
destinados al consumo humano y animal son susceptibles de ser contaminados por hongos
durante alguna fase de su produccion, transporte o almacenamiento. Algunos hongos son
capaces de sintetizar metabolitos secundarios toxicos que se conocen con el nombre de

micotoxinas.

La presencia de hongos toxigénicos en un substrato no implica necesariamente la produccion de
micotoxinas, pero indudablemente debe ser motivo de alerta de un peligro potencial. Por tanto,
es muy importante conocer la distribucion de los hongos capaces de elaborarlas y las

circunstancias que inciden en su capacidad toxigénica.

Las . especies del género Aspergillus son capaces de elaborar un elevado nimero de
micdtoxinas, aunque quiza una de las que esta recibiendo actualmente una especial atencion por
su elevada toxicidad y amplia distribucion sea la ocratoxina A. Esta micotoxina se asocia
normalmente a Penicillium verrucosum y en el género Aspergillus, a A. ochraceus y otras
especies de la seccion Circumdati. Sin embargo, estudios recientes han puesto de manifiesto su
produccion por parte de algunas especies de la seccion Nigri. Los componentes de esta seccion
son unos de los mas importantes del género Aspergillus. De distribucién ubiquitaria, algunas de
sus especies se utilizan ampliamente en la industria alimentaria y poseen la categoria de GRAS
(generally regarded as safe) de la FDA, por lo que su posible capacidad de elaborar OA supone
un riesgo inesperado para la salud humana y animal. Por todo ello, consideramos de gran interés
conocer la frecuencia de aparicion de las especies del género Aspergillus y en especial de las
especies de la seccion Nigri en piensos y materias primas y estudiar la capacidad ocratoxigénica
de Iés cepas de esta seccion.

Por ofro lado, la taxonomia de los integrantes de Aspergillus Seccion Nigri es una de las mas
complejas del género y esta basada fundamentalmente en criterios morfoldgicos. En una de las
ultimas revisiones se cre6 el agregado A. niger, constituido por dos especies, seis variedades y
dos formas. En un intento de clarificar la taxonomia del agregado, se ha propuesto la division del
agregado en dos especies, morfologicamente indistinguibles, denominadas A. niger y A.
tdbihgensis atendiendo a patrones de RFLP obtenidos del DNA total. Dado que la mayoria de los

aislamientos se encuentran incluidos en el agregado, consideramos de sumo interés conocer la

4



distribucion de las dos especies propuestas en los substratos estudiados. Con este fin,
encontramos de utilidad proponer una nueva técnica de RFLP que sea més sencilla y facil de
interpretar y que permita diferenciar de forma mas clara estos grupos de cepas.

Continuando con los criterios clasicos de clasificacion y con el fin de determinar si existen
diferencias entre las dos especies propuestas, nos parece interesante realizar paralelamente un
.estudio de las caracteristicas morfologicas macroscopicas y microscopicas de las cepas y su
comportamiento a distintas temperaturas y concentraciones de NaCl.
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3. PLAN DE TRABAJO.

El plan de trabajo a seguir debera contemplar los siguientes puntos:

4

Eleccién y obtencion de piensos y materias primas. Toma de muestras.
Recuento de los hongos presentes en los distintos substratos.

Recuento, aislamiento e identificacion de las especies de Aspergillus y sus teleomorfos

presentes en los diferentes substratos.
Seleccion y obtencion de cepas de coleccion del agregado A. niger.

Puesta a punto de un método molecular que permita clasificar las cepas del agregado A.

niger en las dos especies en las que se ha propuesto su division.

Estudio de las caracteristicas morfoldgicas de las cepas pertenecientes al agregado A.

niger.

Estudio del comportamiento de las cepas del agregado A. niger a distintas temperaturas

de incubacion.
Determinacion de la resistencia al NaCl de las cepas del agregado A. niger.

Valoracién de la capacidad productora de ocratoxina A de las cepas del agregado A.

niger

Lectura y tratamiento de los resultados.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN MUESTRAS DE PIENSOS Y MATERIAS
PRIMAS.

4.1.1. Muestras estudiadas.

Para llevar a cabo este estudio se analizaron 300 muestras de piensos y materias primas destinadas

a la alimentacién animal, de las que 117 fueron cereales, 36 leguminosas y 147 piensos.
4.1.2. Procesado de las muestras.

~ Se tomaron, en condiciones de asepsia, 10 g de cada muestra y se realizé un banco de diluciones
de 10-' a 10-3 en suero fisiologico estéril al que se le habia afiadido Tween 80 al 0,05% (SFW) cuya
composicion se detalla en el apartado 4.3.2. Las materias primas se molieron durante 15 segundos

antes de realizar el banco de diluciones.

Con una pipeta estéril se tomaron 0,1 ml de cada dilucién y se inocularon tres placas de Petri
conteniendo 20 ml del medio de cultivo agar extracto de malta al 2% (MEA), adicionados de 100 ppm
de cloranfenicol y 50 ppm de estreptomicina, la composicion de los cuales se detalla en el apartado
4.3.1.

Las placas se sembraron en superficie, mediante asa de Digralsky, incubando las placas en

oscuridad a 28°C durante siete dias.

El recuento total se determiné a los siete dias de incubacion, escogiendo la dilucion a partir de la
cual se desarrollaron entre diez y cien colonias por placa (241). No obstante, en las muestras poco
contaminadas, se tuvieron también en cuenta las colonias desarrolladas en un nimero inferior a 10
en las placas inoculadas con la minima dilucién ensayada (10-1). Las unidades formadoras de
colonias por gramo de pienso (UFC/g), se determinaron calculando la media aritmética del nimero
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de colonias desarrolladas a partir de la dilucion adecuada, teniendo en cuenta el factor de dilucion y

el volumen del indculo.

Asimismo, se procedio a realizar el recuento, aislamiento e identificacién de aquellas colonias que, a
simple vista o mediante su observacion al microscopio estereoscopico se consideraron

pertenecientes al género Aspergillus o sus teleomorfos.

Las cepas se aislaron en tubos conteniendo 3 mi de medio MEA y se conservaron en cultivos

axénicos para proceder a su identificacion hasta nivel de especie.

Paralelamente, también se conservaron las cepas liofilizadas. Para la liofilizacion se realizé una
suspension en leche descremada estéril a partir de un cultivo de siete dias en MEA. La suspension
se repartio en viales de conservacion, a razén de 0,5 ml por vial y se congelaron a —80°C durante
una hora. Pasado este tiempo, con un liofilizador Lio-Alpha 6 (Telstar, Terrassa), se liofilizaron los
viales a —40°C, aplicando un vacio de 100 micrones durante 18 horas. Una vez liofilizadas, las cepas

fueron conservadas a -80°C.
4.1.3. ldentificacion hasta nivel de especie de las cepas del género Aspergillus.

La identificacion hasta nivel de especie se realizé siguiendd el tratado de Klich y Pitt (1988). A partir
de los cultivos se realizd una suspension en tubos conteniendo 3 ml de SFW. A partir de dicha
suspension y con la ayuda de una asa de nicrom doblada, se realizaron siembras en tres puntos en
placas de Petri conteniendo 20 ml de medio MEA, agar Czapek extracto de levadura (CYA) y agar
Czapek extracto de levadura con un 20% de sacarosa (CY20S) descritos en el apartado 4.3.1. La
siembra en CYA se realizo por duplicado. La incubacion se realizé en oscuridad a .25°C, excepto una
de las dos placas de medio CYA, que fue incubada a 37°C, durante siete dias, aunque a veces, en el
caso de los aislamientos de formas perfectas, fue necesario prolongar la incubacion para permitir el

desarrollo de las ascosporas.

Para realizar una preparacion microscopica se separaron fragmentos del centro y la periferia del
cultivo de MEA con la ayuda de un asa de nicrom. Dicho fragmento se colocd sobre un portaobjetos
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y se le afiadieron unas gotas de alcohol con el fin de dispersar los conidios y poder observar con

claridad el conidi6foro y las células conidiogenas de la cepa en estudio. A continuacion se realizo la

preparacion entre portaobjetos y cubreobjetos, afiadiendo unas gotas de lactofenol o de azul

algodon (apartado 4.3.3.) antes de proceder a la observacion microscopica.

Para la identificacion se consideraron de forma exhaustiva las caracteristicas macroscopicas y

microscdpicas que se citan a continuacion.

Las principales caracteristicas macroscépicas son:

Diametro de las colonias.
Coloracion del anverso y reverso de la colonia.
Presencia de esclerocios.

Presencia de gotas de exudado.

Textura y densidad de la colonia. Presencia de surcos.

Presencia de pigmento difusible en el medio de cultivo.

Las principales caracteristicas microscopicas son:

Disposicion de los conidios en la cabeza conidial (observada directamente en el cultivo bajo el

microscopio a bajos aumentos).

Tamafio, textura y color del estipe.

Forma, tamafio y color de la vesicula.

Forma, tamafio y color de las métulas.

Forma, tamafio y color de las fialides.

Forma, tamario, textura y color de los conidios.
Forma, tamafio, textura y color de los cleistotecios.
Forma, tamaiio, textura y color de las ascas.
Forma, tamario, textura y color de las ascosporas.

Forma, tamafio, textura y color de las células de Hille.

¢
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4.2, ESTUDIO DEL AGREGADO A. niger.
4.2.1. Cepas objeto del estudio.

Se han estudiado 92 cepas pertenecientes al agregado A. niger. De las cepas estudiadas, 76 han
sido aisladas en nuestro laboratorio, principaimente procedentes del estudio de la micoflora presente
en piensos y materias primas (Apartado 4.1.), aunque también se han incluido cepas de otros
origenes. Las 16 cepas restantes provienen de colecciones de cultivos internacionales, excepto la
- cepa “A. brasiliensis’ aislada de suelo de Brasil, facilitada a nuestro laboratorio por J. Varga.

Las cepas se resembraron periédicamente en tubos de MEA y se mantuvieron a 4°C para su
conservacion. Paralelamente, para evitar la pérdida de viabilidad de algan aislamiento, las cepas se

liofilizaron y los liéfilos resultantes se mantevieron a -80°C.

La relacién de las cepas estudiadas y su origen, se detalla en la Tabla 12.
4.2.2, ESTUDIO MOLECULAR.

4.2.2.1. Extraccion del DNA fangico.

Las extracciones de DNA se hicieron siguiendo el método propuesto por Estruch et al. (1989) con
algunas modificaciones (7). Las cepas se inocularon en tubos Eppendorf de 1,5 ml que contenian
500 wl de caldo Sabouraud con un 1 mg/l de cloranfenicol (apartado 4.3.1.) y se incubaron
orbitalmente durante un periodo comprendido entre 12 y 24 horas a una temperatura de 30°C y a
una velocidad de 300 rpm. Tras la incubacion, se centrifugd a 13000 rpm a temperatura ambiente
durante cinco minutos. El sobrenadante se elimind por decantacién y el micelio obtenido se lavé con
suero fisioldgico (SF) (apartado 4.3.2.). Posteriormente, este micelio se congelé con nitrogeno
liquido y se homogeneiz6 con una punta de micropipeta de 1 ml deformada al calor hasta obtener un
polvo fino. Se afiadieron 500 ul de tampén de extraccion (apartado 4.3.3.) al micelio y se incubd

durante una hora al bafio Maria a una temperatura de 65°C, posteriormente se le afiadieron 500 pl
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Especie Origen n cepa
A. niger var. niger cereales Maiz 12 A74, AT7, A78, AT9, AB2, A83, AB4, A251, A306, A307, A308, A634
Trigo 3 A486, A487, A655
A. niger var. niger leguminosas Guisante forrajero 3 A76, A80, A81
Soja 7 AB5, AB6, A87, A8B, AB9, A136, A250
A. niger var. niger pienso Pienso para ave 8 A14, A15, A75, A174, A175, A176, A180, A505
Pienso para caballo 8 A197, A219, A220, A223, A312, A325, A388, A629
Pienso para cerdo 7 A391, A614, AB15, A623, A631, A651, A654
Pienso para oveja 2 A390, A632
Pienso para perro 1 A630
Pienso para peces 1 A488
A. niger var. niger Animalfhumano Bolsas guturales 5 AB28, AB52, AB53, AB57, A659
Oido externo de caballo 1 A484
Esputo humano 3 AB44, AB45, ABBO
Piel humana 1 A266
A. niger var. niger Miscelanea Contaminante aéreo 1 A348
Contaminante de refresco 1 AB24
Contaminante de colutorio 2 A190, A198
Arena de acuario 1 A656
Desconocido 1 A510
A. niger Cepas de coleccion 17 CBS 554.65 (NT)
ATCC 26036
CBS 117.32
ATCC 22343
CBS 121.55
A. niger (A. foetidus)* NRRL 3122
A. foetidus CBS618.78
A. tubingensis CBS 134.48(T)
IM! 172296
A. awamori IMI 211394 (T)
IMI 63764
NRRL 3112
A. phoenicis CBS 126.49
A. usami CBS 139.52(T)
A. pulverulentus CBS 558.65
A. hennebergii CBS 118.35(T)

"A. brasiliensis”

607 (J. Varga)

*Cepa reclasificada como A. foetidus por Varga et al. (1

993). (T) Cepa tipo. (NT) Cepa neotipo.

Tabla 12, Cepas del agregado A. niger estudiadas y su origen.



de fenol:cloroformo (1:1, volivol) (Fluka) y se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se
recupero la fase acuosa y se transfirié a un Eppendorf, junto con un 20% de NaOAc 3M y un 23% de
NaCl 1M; a continuacién se agitdé suavemente por inversién y se dejé reposar en hielo durante una
media hora. Se recogieron 500 ! de sobrenadante y se traspasaron a otro tubo Eppendorf de 1 m,
junto con 0,54 volimenes de isopropanol. Dicho tubo se agité suavemente por inversién y se
centrifug6 a 10000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Tras el centrifugado se elimin el sobrenadante y
el precipitado se lavd con 500 pl de alcohol al 70%. El tubo Eppendorf se centrifugd a 10000 rpm a
4°C durante cinco minutos. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se secé al vacio, a 50°C. A
continuacion se resuspendié en 20wl de tampén TE (apartado 4.3.3.). EI DNA obtenido se limpid
posteriormente con el "Geneclean kit II" (BIO 101, inc., La Jolla, CA), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

4.2.2.2. Amplificaciéon mediante PCR del DNA que codifica el gen 5.8S del RNA ribosomal y los
ITS1y2.

El 5,85 rDNA y los ITS1 y 2 se amplificaron segin el método descrito por Gené ef al (1996). Los
cebadores usados para la reaccion fueron el ITS5 (3' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 5') y el ITS4
(3' TCCTCCGCTTATTGATATGC 5'), descritos por White et al. (1990). En tubos MicroAmp (Perkin
Eimer) de 0,2 ml se inocularon los siguientes reactivos para conseguir en un volumen final de 50 pl
en agua desionizada estéril una concentracion final de: Tris HCI 10mM; KCI 50mM; MgCl, 1,5mM;
20pmol de ITS4 y de ITS5; 200umol de cada dATP, dCTP, dTTP y dGTP; 2,5 unidades de AmpliTaq
DNA polimerasa (Perkin Elmer) y entre 0,1 y 10 ng del DNA a amplificar. Los tubos se dispusieron
en un termociclador Perkin Elmer GeneAmp 2400 (Perkin Elmer Cetus Corporation, Emervyville,
CA). En cada reaccion de amplificacion se usaron como control tubos que no contenian DNA. El
programa de amplificacion constd de un paso de pre-desnaturalizacién a 94°C, durante cinco
minutos; seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién de 30 segundos a 95°C, anillamiento durante un
minuto a 50°C y un minuto de extension a 72°C; para finalizar el proceso se realizé una extension
final a 72°C, durante siete minutos. Los pesos moleculares de los productos amplificados se
estimaron por comparacion con el 100bp DNA ladder (Gibco BRL).



4.2.2.3. Secuenciacion del DNA que codifica el gen 5.8S del RNA ribosomal y los ITS1y 2.

Para realizar la reaccion de secuenciacion se siguié el protocolo "Taq Dye Deoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit" (Applied Biosystems, Gouda, Holanda). Los cebadores utilizados, ITS4 y ITSS,
fueron los mismos utilizados en la fase de amplificacion. Para obtener la secuencia, se utilizé un
secuenciador "Applied Biosystems sequencer mod. 310". Las secuencias obtenidas fueron alineadas

mediante el uso del programa Clustal W (v. 1.5) (297).
4.2.2.4. Obtencion de patrones de RFLP.

Los amplificados fueron digeridos con la endonucleasa Rsal (GT/AC), siguiendo las instrucciones del

fabricante (Boehringer Mannheim), durante toda una noche a una temperatura de 37°C.

El analisis de RFLP se hizo segln indica Sambrook et al. (1989). El producto de la digestion se
inoculd en un gel de agarosa al 2% conteniendo 0,5 ug/ml de bromuro de etidio. La electroforesis del
gel se desarrolié en tampon TBE1X (apartado 4.3.3.) en una cubeta de electroforesis submarina a un
voltaje de 22V.

El gel se observo en un transiluminador con luz ultravioleta a 312nm. Los pesos moleculares de los

fragmentos digeridos se estimaron por comparacion con el 100bp DNA ladder (Gibco BRL).
4.2.3. ESTUDIO MORFOLOGICO

Las cepas del agregado A. niger se sembraron en placas de MEA, CYA y CYA20S tal y como se
detalla en el apartado 4.1.3. Tras siete dias de incubacion a 25°C se valoraron las siguientes

caracteristicas macroscépicas de las colonias desarrolladas en dichos medios:

— Diametro de las colonias.
— Color del anverso de las colonias.
— Color del reverso de las colonias.

— Presencia de esclerocios.
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~ Presencia de gotas de exudado.
— Texturay densidad de la colonia.

— Presencia de pigmento difusible en el medio de cultivo.

A partir de las colonias desarrolladas en MEA se realizé una preparacion microscopica montada con
lactofenol tal y como se detalla en el apartado 4.1.3. A partir de esta preparacion se tomaron diez

medidas de cada una de las siguientes estructuras.

— Longitud y anchura de los estipes.

— Diametro de las vesiculas.

~ Longitud y anchura de las metulas.
— Longitud y anchura de las fialides.

— Diametro de los conidios.

Asimismo, se determin6 el color que presentaban estas estructuras, asi como la textura de los

estipes y la ornamentacion de los conidios.

4.2.4. METODO DE ESTUDIO PARA LA OBSERVACION DEL COMPORTAMIENTO DE LAS
CEPAS A DISTINTAS TEMPERATURAS DE INCUBACION.

Para la realizacion de este estudio, las cepas se sembraron en tubos conteniendo 3 mi de medio MEA
que se incubaron a una temperatura de 28°C, durante siete dias. A partir de estos cultivos, se
prepararon suspensiones en SFW. Estas suspensiones se filtraron a través de gasa estéril y se
valoraron en camara de Biirker ajustandose hasta conseguir una concentracion final aproximada de
1x108 conidios/ml.

Con asa de nicrom calibrada (1 pl) se inocularon en un punto placas de Petri que contenian 20 ml de
medio MEA. La incubacion se realizd en ausencia de luz a las temperaturas siguientes: 5°C, 10°C,
15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C y 55°C (para temperaturas inferiores a 30°C se
utilizaron estufas de cultivo refrigeradas). |
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El periodo de incubacion fue de siete dias para todas las temperaturas ensayadas a excepcion de
las de 5°C y 10°C, en las que se prolong6 hasta tres meses y 14 dias, respectivamente. Todos los

ensayos se realizaron por duplicado.

Las lecturas se realizaron a los tres y a los siete dias. En cada lectura se determiné el diametro de

las colonias obtenidas.

4.2.4.1. Estudio de las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas a las temperaturas

maxima y minima de crecimiento.

En la lectura realizada a los siete dias de incubacion, se efectuaron determinaciones de ciertos
caracteres macroscopicos y microscopicos de las colonias desarrolladas a las temperaturas minima y

maxima.
En las colonias desarrolladas se determino:

— Diametro

— Color del anverso y del reverso

— Textura de la colonia

—  Formacion de micelio aéreo blanco
—  Formacion de surcos

— Formacion de gotas de exudado

— Presencia de pigmento difusible en el medio de cultivo
Se valord la presencia de alteraciones del aspecto microscépico normal de las cepas.
4.2.5. METODO EMPLEADO EN LA DETERMINACION DE LA RESISTENCIA AL NaCl.

Las cepas se sembraron en tubos conteniendo 3 ml de medio MEA que se incubaron a una temperatura
de 28°C, durante siete dias. A partir de estos cultivos, se prepararon suspensiones en SFW. Estas
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suspensiones se filtraron a través de gasa estéril y se valoraron en camara de Biirker ajustandose hasta

conseguir una concentracion final aproximada de 1x108 conidios/ml.

Con asa de nicrom calibrada (1 pl) se inocularon en un punto placas de Petri que contenian 20 mi de
medio MEA al que previamente se le habia adicionado la cantidad de NaCl adecuada para obtener las
distintas concentraciones ensayadas. Dichas concentraciones oscilaron entre el 2% y el 18%,

aumentando progresivamente a intervalos del 2%.

Paralelamente se realizaron controles de crecimiento de todas las cepas en MEA, utilizando la misma

técnica de siembra. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Una vez inoculadas las placas, éstas se incubaron a 25°C y 35°C en oscuridad y las lecturas se

realizaron a los tres y a los siete dias de incubacion.

En cada lectura se determin el diametro de las colonias desarrolladas, asi como la concentracion

minima inhibitoria (CMI) para cada cepa.

4.25.1. Estudio de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas a la maxima

concentracion de NaCl a 25 y 35°C.

En la lectura realizada a los siete dias de incubacion, se efectuaron determinaciones de ciertos
caracteres macroscdpicos y microscopicos de las colonias desarrolladas a concentraciones extremas de
NaCl.

En las colonias desarrolladas se determin:

— Diametro

— Color del anverso y del reverso

— Textura de la colonia

— Formacién de micelio aéreo blanco

—~ Formacién de surcos
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— Formacién de gotas de exudado

—  Presencia de pigmento difusible en el medio de cultivo

Se valoré la presencia de alteraciones del aspecto microscopico normal de las cepas.
4.2.6. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE OCRATOXINA A.

4.2.6.1. Extraccion de la OA a partir de bocados de agar.

La extraccion de la OA se realizé el método descrito por Bragulat et al. (1998). Las cepas se sembraron
en tubos conteniendo 3 ml de medio MEA que se incubaron a una temperatura de 28°C, durante siete
dias. A partir de estos cultivos, se prepararon suspensiones en SFW. Con un asa de nicrom se
inocularon en tres puntos placas de Petri que contenian 20 ml de agar extracto de levadura sacarosa
(YES) y CYA (apartado 4.3.1.). Las placas se incubaron a 25°C, en oscuridad, durante siete dias.

Tras la incubacién, mediante una campana de Durham, utilizada como sacabocados se practicaron tres
bocados de agar en el area central de las colonias obtenidas. Los bocados de agar obtenidos se
retiraron de la placa de Petri con la ayuda de una aguja enmangada y se introdujeron dentro de un vial
de vidrio topacio de 4 ml con tapon de rosca y teflon. A cada vial se le afiadieron 500 pl de una solucién
de metanol y acido férmico (25:1, volivol) y se dejé reposar durante una hora. El extracto obtenido se
filtr6 a través de un filtro MILLEX®-HV13 (MILLIPORE) y se recogié en un vial de vidrio topacio de 4mi

con tapén de rosca y teflon y se conservo a 4°C.
4.2.6.2. Extraccion de OA a partir de cultivos en caldo YES.

Las cepas productoras de OA, detectadas mediante la técnica de criba detallada en el apartado 4.2.6.1.
se sembraron en tubos de caldo extracto de levadura sacarosa (caldo YES) para cuantificar la
produccion de OA. Para tal fin, se sembraron las cepas en tubos conteniendo agar patata glucosado
(PDA) cuya composicion se detalla en el apartado 4.3.1. y se incubaron a 25°C en oscuridad durante

siete dias.

Tl
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A partir de cada uno de los cultivos obtenidos en PDA se obtuvo una densa suspension conidial en SFW
(apartado 4.3.2.). Se recogieron 100 p! de dicha suspensién y se inocularon en tubos que contenian 5
ml de caldo YES. Dichos tubos se incubaron inclinados (para obtener asi una mayor superficie de

cultivo) a 25°C en oscuridad durante siete dias.

La extraccion de la OA se realizo con dos fracciones de 10 ml de cloroformo, en caliente (258). A cada
tubo de cultivo de caldo YES se afiadieron 10 ml de cloroformo, se agitd y se mantuvo a 55°C durante
cinco minutos. El contenido liquido del tubo se vertid en un embudo de decantacién, dejandolo reposar
para obtener una separacion de fases. El extracto cloroférmico se recogié en un vial conico, tras una
filtracion a través de sulfato de sodio anhidro. Se volvié a afiadir 10 ml de cloroformo al cultivoen YES y
se repitio el proceso una vez mas. El cloroformo contenido en el vial se evapor6 en un rotavapor en
vacio a 55°C. El extracto evaporado fue rediluido en 0,5 ml de metanol en un vial de vidrio topacio de 4

ml con tapon de roscay teflon y se conservo a 4°C.
4.2.6.3. Preparacion del patron de ocratoxina A.

El patrén de OA fue suministrado por Sigma (St. Louis, Mo). Se prepard una solucién madre de OA
en cloroformo, con una concentracion de 5 pg/ml. La solucién patron se conservo en nevera a 4°C,

en viales de vidrio topacio con tapdn de rosca y teflén.
4.2.6.4. Separacion por cromatografia en capa fina (TLC).

Como soporte se utilizan cromatofolios de silicage! 60, sin indicador de fluorescencia, de 20x20 cm y
espesor de capa 0,25 mm (Merck 5553), divididos en franjas de 1 cm de anchura y activados en
estufa a 110°C durante 30 minutos. Una vez activadas se guardan en un desecador, hasta alcanzar

la temperatura ambiente.

La inoculacion de los cromatofolios se realiza en una linea imaginaria situada a 4 cm de la base.
Mediante una microjeringa se depositan 10 pl del extracto, en un punto central de las citadas franjas.

El indculo ha de tener un diametro lo mas pequefio posible, no siendo éste superior a 2 mm. En uno
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de los depdsitos se superponen 5 pl de la solucion patron de OA (patrén interno). En otro punto de la

linea imaginaria se depositan 5 pl de la solucién patrén de OA (patrén externo).

Una vez inoculados los cromatofolios se traza con un lapiz una recta a 15 cm de la linea en la que se
habian colocado los depésitos para indicar la altura hasta la que debe llegar el frente del disolvente.

La camara de desarrollo se prepara con 100 ml de fase mévil, consistente en una mezcla de tolueno-

acetato de etilo-cloroformo-acido formico al 99%.

Transcurridos unos 5-10 minutos, los cromatofolios se introducen en la cubeta, en posicion vertical y
con la superficie de silicagel distante 3-5 cm de la pared frontal de la camara de desarrollo. Se dejan
desarrollar en camara insaturada hasta que el frente del disolvente alcanza la altura indicada.

Finalizado el proceso, los cromatofolios se secan al aire, en ausencia de luz.

Los cromatofolios se observan bajo luz ultravioleta a 365 y 254 nm, apareciendo la OA como una

mancha azul verdosa.

Para confirmar la presencia de OA el cromatofolio fue pulverizado con una solucién de cloruro de
aluminio al 20% en etanol. El cromatofolio se dejo secar al aire, en ausencia de luz y se observé bajo
luz ultravioleta a 365 y 254 nm, apareciendo la OA como una mancha azul intenso (21).

4.2.6.5. Deteccion y cuantificacion de ocratoxina A en HPLC.

Para la deteccion y cuantificacion de la produccion de OA de las cepas mediante HPLC se
inyectaron 20ul del extracto obtenido en un cromatégrafo HPLC (Konik 500 B-G) equipado con un
detector de espectrofluorescencia (Konik, modelo 403) (excitacion: 330nm, emisién: 460nm) y una
columna C+g Spherisorb S5 ODS2 (250x4,6mm, 5um). La fase mévil, con un flujo de 1mi/minuto,
consistié en el gradiente linear indicado a continuacion: acetonitrilo, 57%; agua, 41%; acido acético,
2%. (19). La OA se cuantificé por comparacion con la respuesta fluorimétrica producida por la

solucion patron de OA.
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La confirmacion de las muestras positivas se realiz6 mediante derivatizaciones de la OA en su

correspondiente metil-éster tras un tratamiento con trifluoroboro al 14% en metanol (122).

4.3. MEDIOS DE CULTIVO, DILUYENTES, COLORANTES Y REACTIVOS.

4.3.1. Medios de cultivo.

Agar Czapek extracto de levadura (CYA) (139)

NaNO; : 39
NaCl 059
MgSO4-7H20 059
FeSO47H0 001¢g
ZnS04 7H20 001g
CuS04-5H20 ' 0,005¢
K2HPQO4 19
Extracto de levadura 59
Sacarosa , 39
Agar : 15¢g
Agua destilada 1000 ml

El pH del medio de cultivo es de 6,8. Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Agar Czapek extracto de levadura con un 20% de sacarosa (CYA20S) (139)

NaNOQ; 39
NaCl 05g
MgSOs7H0 ' 05¢
FeS047H0 0019 -
ZnS047H,0 001¢g
CuS04-5H,0 0,005¢g
KaHPO4 19
Extracto de levadura 5¢g
Sacarosa 200g
Agar 15¢
Agua destilada 1000 ml

El pH del medio de cultivo es de 6;8. Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.
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Agar extracto de levadura sacarosa (agar YES) (26)

Extracto de levadura , 209
Sacarcsa 150 ¢
MgSO4 05¢g
Agar 209
Agua destilada _ ’ 1000 ml

Se estariliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Agar extracto de malta al 2% (MEA) (227)

Extracto de malta 209
Peptona : 1g
Glucosa 204
Agar 204
Agua destilada 1000 ml

Se ajusta el pH a 4,5-5,0 y se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Agar patata glucosado (PDA) (DIFCO)

Infusion de patatas 200 g

Bacto-glucosa 20g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 ml

El pH del medio es 4,5-5,0 y se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Caldo extracto de levadura sacarosa (caldo YES) (258)

Extracto de levadura (DIFCO) 204
Sacarosa 150 g
Agua destilada 1000 mi

Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.



Caldo Sabouraud-cloranfenicol (76)

Glucosa
Peptona
Cloranfenicol
Agua destilada

Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Gel de agarosa (237).

Agarosa
Bromuro de Etidio
TBE 1X

Se mezclan los componentes calentando hasta llegar a la ebullicion.

4.3.2. Diluyentes.

Suero fisiologico (SF)

NaCl
Agua destilada

Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Suero fisiologico con tween 80 al 0,05% (SFW) (241)

NaCl
Tween 80
Agua destilada

Se esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

2049
10¢
0,001g
1000 ml

5 g
100 ml

9¢
1000 ml

0,5ml
1000 ml



4.3.3. Colorantes y reactivos.

Azul de bromofenol (237)

Azul de bromofenol 05¢g
EDTA 01M
Glicerina 50 ml

Se afiade agua destilada hasta enrasar a 100 ml en un matraz aforado. Se mezcla suavemente
hasta la completa disolucién.

Lactofenol de Amman (165)

Fenol 100 ¢
Acido lactico 100 mi
Glicerol 200 ml
Agua destilada 100 ml

Se mezcla el acido lactico y glicerina con agua destilada. Se afiaden los cristales de fenol,
calentando suavemente el agua hasta la completa disolucion.

Lactofenol-azul algodén (165)

A la solucion de lactofenol de Amman, se afiaden dos mililitros de una solucion de azul de algodon al
1% y se mezcla cuidadosamente.

Tampdn de extraccion (76)

Tris HCI 50mM 15ml
NaCl 15 ml
EDTA 50mM ' 25 ml
SDS 3% 1,35 ml
2-mercaptoetanol 1% 1,5 mi

Se afiade agua destilada hasta enrasar a 150 ml en un matraz aforado. Se mezcla suavemente
hasta la completa disolucion. Se ajusta el pH a 8,0.
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Tampén Tris borato, solucién concentrada (TBE 5X) (237).

Tris base 54 g
Acido borico 2715¢
EDTA 0,5M 20 ml

Se disuelve en 700m! de agua destilada y se enrasa a 1000 ml en un matraz aforado. Se ajusta el
pHa#8,0.

Tampdn Tris borato, solucion de trabajo (TBE 1X) (237).

Se realiza una dilucion 1:5 de TBE 5X en agua destilada.

Tampon TE (237)

Tris HCI 1M 1ml
EDTA 0,5M 0,2ml
Agua destilada 98,8 ml

Se ajustael pH a 8,0..
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4.4, Tratamiento estadistico. Graficas.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se ha realizado mediante el programa SPSS

version 8.0 para Windows, efectuando diversos tratamientos que se indican a continuacion:
— Andlisis de la varianza “oneway” con los datos que presentan homogeneidad de varianzas,

en algunos casos realizando a continuacion un contraste con el método de Student-

Newman-Keuls para determinar los grupos que presentaban diferencias significativas.

— Pruebas de t de Student.
— Prueba de Chi cuadrado.

Las gréficas se han realizado mediante el programa Microsoft Excel 97.
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RESULTADOS



5. RESULTADOS.

5.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN
MUESTRAS DE PIENSOS Y MATERIAS PRIMAS.

-En las Tabla 13 a 15 se muestran los recuentos totales y parciales del género Aspergillus
(incluyendo sus teleomorfos) y sus especies aisladas en las muestras estudiadas de cereales
(Tabla 13), leguminosas (Tabla 14) y piensos (Tabla 15).

Los recuentos fungicos totales en el total de las muestras oscilaron entre 30 y 5,3x106 UFC/g,
con una media de 1,4x105 UFC/g. Teniendo en cuenta el tipo de muestra analizada, en el caso
de las muestras de cereales los recuentos flngicos totales oscilaron entre 2,3x102y 4,3x108, con
un recuento medio de 2,5x105. En las muestras de leguminosas y piensos, los recuentos
fungicos totales oscilaron entre 9x102 y 1,1x105 y 30 y 5,3x106 UFC/g, con unos recuentos

medios de 4,9x104y 7,9x104 UFC/g, respectivamente.

En el total de las muestras ensayadas, el recuento medio del género Aspergillus, fue de 2,2x104
UFC/g, oscilando entre la ausencia y 5,3x108 UFC/g. Teniendo en cuenta el tipo de muestra
analizada, en las muestras de cereales, leguminosas y piensos los recuentos medios de
Aspergillus fueron de 4,2x103, 3x103 y 4,1x104 UFC/g, respectivamente. Estos recuentos
oscilaron entre la ausencia y 1,4x105, 2,4x104 0 5,3x106 UFC/g, para las muestras de cereales,

leguminosas y piensos, respectivamente.

En la Tabla 16 y las Figuras 3 y 4 se muestran las frecuencias de aparicion del género
Aspergillus (incluyendo sus teleomorfos) y sus especies en las distintas muestras analizadas, asi
como las diferencias significativas obtenidas mediante la prueba de chi cuadrado entre las

distintas frecuencias observadas.
En la Tabla 17 se detallan, expresados en porcentajes, los recuentos parciales medios del

género Aspergillus (incluyendo sus teleomorfos) respecto al recuento fliingico total medio y los
recuentos parciales medios de las especies aisladas respecto al recuento medio de Aspergillus.
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Cereales Leguminosas Piensos Total
n=117 n= 36 n= 147 n= 300

n % n % n % n %
Aspergillus ** 67 57,3 34 94,4 132 898 233 777
A. candidus ** 13 111 9 25,0 59 40,1 81 270
A. clavatus 1 0,9 0 0 0 0 1 0,3
A. flavus ** 36 308 29 80,6 64 43,5 129 430
A. fumigatus 32 274 9 25,0 33 224 74 247
A. niger* 18 154 10 27,8 41 279 69 23,0
A. ochraceus ** 5 4,3 8 22,2 9 6,1 22 73
A. restrictus 1 0,9 0 0 0 0 1 0,3
A. tamarii ** 0 0 2 5,6 0 0 2 0,7
A. terreus 10 8,5 5 13,9 1 75 26 8,7
A. versicolor 17 145 3 8,3 14 9,5 4 13
E. nidulans * 9 7.7 0 0 3 2,0 12 40
E. amstelodami ** 28 239 14 38,9 67 45,6 109 36,3
E. chevalieri ** 12 103 22 61,1 76 51,7 10 367
E. rubrum** 24 205 11 30,6 72 49,0 107 357

**(p<0,01), *(p<0,05) se detectan diferencias significativas entre las frecuencias de aislamiento en los

distintos tipos de muestras.

Tabla 16. Frecuencias y porcentaje de aparicion del género Aspergillus (incluyendo sus

teleomorfos) y de las especies aisladas en las distintas muestras estudiadas.
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Cereales Leguminosas Piensos Total

Aspergillus 1,7 6,1 52,6 15,6
A. candidus , 79 24 2,7 3.1
A. clavatus - - - -
A. flavus 19,5 15,4 2,8 42
A. fumigatus 33,8 1.1 0,1 2,6
A. niger 2.1 04 0,9 0,9
A. ochraceus 0,1 1.2 08 0,8
A. restrictus - - - -
A. tamanii - 0,03 - 0,001
A. terreus 19,2 - 0,03 1.5
A. versicolor 1.5 0,2 0,2 0,2
E. nidulans 04 - 0,02 0,1
E. amstelodami 71 43,2 41 49
E. chevalieri 4,0 30,6 88,4 81,1
E. rubrum 47 57 0,2 0,6

Tabla 17. Recuentos parciales medios del género Aspergillus (incluyendo sus teleomorfos)
respecto al recuento fiingico total medio (%) y recuentos parciales medios de las especies
aisladas respecto al recuento medio de Aspergillus (%).

86



5.2, RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DEL AGREGADO A. niger.

5.2.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO MOLECULAR DE LAS CEPAS DEL
AGREGADO A. niger.

5.2.1.1. Resultados correspondientes a la secuenciacion del DNA que codifica el gen 5.8S del
RNA ribosomal y los ITS1y 2.

Las secuencias alineadas del rDNA 5.8S y los dos espaciadores intergénicos ITS1 y ITS2 de A.
niger CBS 554.65 y A. tubingensis CBS 134.48, cepas neotipo y tipo, respectivamen'te de las dos
especies propuestas por Kusters van Someren et al. (1991) estan representadas en la Figura 5.

La seccién de DNA secuenciado de la cepa A. niger CBS 554.65 presentd 595 pares de bases,
distribuidas de la siguiente forma: 112A, 176C, 172G y 135T. La region del ITS1 ocupd los
nucleétidos 31 a 214; el gen 5.8S rDNA, los nucledtidos 215 a 371 y el ITS2, los nucledtidos 372 a
595. La seccion de DNA secuenciada de la cepa A. tubingensis CBS 134.48 present6 595 pares de
bases, distribuidas de la siguiente forma: 112A, 176C, 171G, y 136T. La region del ITS1 ocup6 los
nucleotidos 31 a 215; el gen 5.8S rDNA, los nuclettidos 216 a 372 y el ITS2 los nucleétidos 373 a
595.

Al realizar la comparacion de las dos secuencias, éstas, resultaron ser muy parecidas. Ambas
secuencias presentaron la deleccion puntual de un nucledtido. En el caso de A. niger CBS 554 .65, la
deleccion se presento en el ITS1 (posicion 44), mientras que en la cepa A. tubingensis CBS 134.48
se presentd en el ITS2 (posicion 536). En el ITS1 se observaron cinco diferencias entre las dos
secuencias, cuatro transiciones en las posiciones 35, 38, 75 y 128 y la mencionada deleccién en la
posicic’)n'44. En el ITS2 sélo se presentaron dos diferencias, una transicién en la posicion 532 y la
citada deleccion en la posicion 536. La transicion localizada en la posicion 75, determiné la aparicion
de la diana de la endonucleasa Rsal (GTAC/ATAC) en la secuencia de A. niger CBS 554.65. El ITS1
del rDNA de A. niger CBS 554.65, presentd una diana para Rsal, mientras que la secuencia
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correspondiente a la cepa de A. fubingensis CBS 134.48 no. Esta diferencia nos permiti6 distinguir

entre las dos cepas mediante digestion con Rsal y el subsiguiente analisis de RFLP.

Las secuencias del 5.85-ITS rDNA de A. niger CBS 554.65 y A. tubingensis CBS 134.48 han sido
depositadas en el GenBank, con los niimeros de acceso AJ223852 y AJ223853, respectivamente.

5.2.1.2. Resultados correspondientes a la digestion enzimatica de los fragmentos del 5.8S-ITS
rDNA mediante PCR.

Debido a la diferencia existente entre las dos secuencias en la posicion 75, al digerir con Rsal los
fragmentos de 5.8S-ITS rDNA amplificados mediante PCR de las dos cepas, pudimos obtener dos
patrones de RFLP faciles de identificar.

El 5.8S-ITS rDNA amplificado mediante PCR de A. niger CBS 554.65 fue digerido con Rsal,
formando dos fragmentos de 519 y 76 pares de bases. Este patrén de RFLP se denominé patron N.
En el caso de A. tubingensis CBS 134.48, el 5.8S-ITS rDNA amplificado mediante PCR, al no tener
ninguna diana para Rsal y por tanto no ser digerido, permanecié como un Unico fragmento de 595

pares de bases. Este patrén de RFLP se denomin6 patron T.

En la Lamina | pueden apreciarse los dos patrones N y T (Apartado 3). La banda de 76 pares de
bases del patron N no se observa en la imagen, al perderse durante la electroforesis.

Todas las cepas ensayadas en nuestro estudio fueron clasificadas como N (44 cepas) o T (48
cepas), es decir, como A. niger o A. tubingensis, las dos especies propuestas por Kusters van
Someren et al. (1991), respectivamente. Los resultados correspondientes a la digestion de las 92

cepas estudiadas estan expresados en la Tabla 18.
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Asp-_niger :
Asp-tubing

Asp-_niger
Asp-tubing :

Asp- niger :
Asp-fubing :

Asp-_niger
Asp-tubing

Asp-_niger
Asp-tubing

Asp-_niger :
Asp-tubing :

Asp-_niger :
Asp-tubing :

Asp-_niger
Asp-tubing :

Asp-_niger
Asp-tubing

Asp-_niger :
Asp-tubing

: GCGTGCAGTC TGAGTTGATT GAATGCAATC AGTT.
¢ GCGTGCAGTC TGAGTTGATT GAATGCAATC AGTT

: CCGAGCGTCA T

iT$1

10 20 ‘ 30 40 50 60

GGCGCCTTTG CCCCCCGGGC CCGTGCCCGC CGGAGACCCC AACACGAACA CTGTCTGAAA : 1
GGCGCCT TG CCCCCCGGGC CCGTGCCCGC CGGAGACCCC AACACGAACA CTGTCTGAAA

GEN 5.85

220 230 240
CT TTCAACAATG GATCTCTTGG :
CT TTCAACAATG GATCTCTTGG :
CH TTCAACAATG GATCTCTTGG

190 200 210

GCGTGCAGTC TGAGTTGATT GAATGCAATC AGTT

270 290 300

280
: TTCCGGCATC GATGAAGAAC GCAGCGAGAT GCGATAACTA ATGTGAATTG CAGAATTCAG : 2
: TTCCGGCATC GATGAAGAAC GCAGCGAAAT GCGATAACTA ATGTGAATTG CAGAATTCAG : 3
TTCCGGCATC GATGAAGAAC GCAGCGA AT GCGATAACTA ATGTGAATTG CAGAATTCAG

250 260

310 320 330 340 350 360
TGRATCATCG AGTCTTTGAR CGCACATTGC GCCCCCTGGT ATTCCGGGGG GCATGCCTGT : 3
TGAATCATCG AGTCTTTGAA CGCACATTGC GCCCCCTGGT ATTCCGGGGG GCATGCCTGT : 3
TGAATCATCG AGTCTTTGAA CGCACATTGC GCCCCCTGGT ATTCCGGGGG GCATGCCTGT

ITS2

380 390 400 410 420
CTGCCCT CAAGCCCGGC TTGTGTGTTG GGTCGCCGTC CCCCTCTCCG :
CTGCCCT CAAGCCCGGC TTGTGTGTTG GGTCGCCGTC CCCCTCTCCG :
CTGGCCT CAAGCCCGGC TTGTGTGTTG GGTCGCCGTC CCCCTCTCCG

370

CCGAGCGTCA T
CCGAGCGTILA T

450 460 470 480

430
: GGGGGACGGG CCCGAAAGGC AGCGGCGGCA CCGCGTCCGA TCCTCGAGCGT ATGGGGCTTT
GGGGGACGGG CCCGAAAGGC AGCGGCGGCA CCGCGTCCGA TCCTCGAGCGT ATGGGGCTTT :
GGGGGACGGG CCCGAAAGGC AGCGGCGGCA CCGCGTCCGA TCCTCGAGCGT ATGGGGCTTT

440

490 500 510 520 530 540

¢ GTCACATGCT CTGTAGGATT GGCCGGCGCC TGCCGACGTT TTCCAACCAT TCTTTACCA: 540

GTCACATGCT CTGTAGGATT GGCCGGCGCC TGCCGACGTT TTCCAACCAT TTTTT-CCA: 540

GTCACATGCT CTGTAGGATT GGCCGGCGCC TGCCGACGTT TTCCAACCAT T TTT CCA

550 560 570 580 590
: GGTTGACCTC GGATCAGGTA GGGATACCCG CTGAACTTAA GCATATCAAT AAGCGA : 595
: GGTTGACCTC GGATCAGGTA GGGATACCCG CTGAACTTAA GCATATCAAT AAGCGA : 595

GGTTGACCTC GGATCAGGTA GGGATACCCG CTGAACTTAA GCATATCAAT AAGCGA

TCCGTAGGTG AACCTCCGGA AGGATCATTAJ CCGAATGTGG GTC-TTTGGG CCCAACCTCC : 59
: TCCGTAGGTG AACCTCCGGA AGGATCATTAQJ CCGAGTGCGG GTCCTTTGGG CCCAACCTCC 60
TCCGTAGGTG AACCTCCGGA AGGATCATTAf§CCGA TG GG GTC TTTGGG CCCAACCTCC
70 80 90 100 110 120
: CATCCGTGTC TATTGTACCC TGTTGCTTCG GCGGGCCCGC CGCTTGTCGG CCGCCGGGGG : 119
CATCCGTGTC TATTATACCC TGTTGCTTCG GCGGGCCCGC CGCTTGTCGG CCGCCGGGGG : 120
CATCCGTGTC TATT TACCC TGTTGCTTCG GCGGGCCCGC CGCTTGTCGG CCGCCGGGGG
130 140 150 160 170 180
GGCGCCTCTG CCCCCCGGGC CCGTGCCCGC CGGAGACCCC AACACGAACA CTGTCTGAAA : 179

80

239
240

99
00

53
60

419
420

479
480

Figura 4. Secuencias de DNA de los ITS1, gen 5.8S rRNA y ITS2 de A. niger CBS 554.65 (primera
linea) y A. tubingensis CBS 134.48 (segunda linea). La tercera linea corresponde a la secuencia

consenso, en la que hay un espacio cada vez que existe una diferencia entre las secuencias de A. niger

y A. tubingensis. La numeracién en el margen derecho indica el nimero real de bases que hay en cada
secuencia al final de cada linea. La diana del enzima Rsal esta marcada en negrita.
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5.2.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO MORFOLOGICO DE LAS CEPAS
DEL AGREGADO A. niger.

Los resultados correspondientes al estudio de las caracteristicas macroscopicas de las colonias
desarrolladas en los medios CYA, MEA y CYA20S a los siete dias de incubacién a 25°C y los
diametros obtenidos en las placas de CYA incubadas a 37°C se resumen en las Tablas 19 a 21.

En las Tablas 19 y 20 se detallan las caracteristicas macroscopicas de cada una de las cepas
estudiadas con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N y tipo T, respectivamente,
desarrolladas en los medios CYA, MEA, CYA20S a los siete dias de incubacion a 25°C y los
diametros obtenidos en las placas de CYA incubadas a 37°C.

Las coloraciones descritas se indican segln las siguientes abreviaciones (ver Anexo 2):

A: amarillo G: gris MR: marrén rojizo
AC: amarillo claro I: incoloro N: negro

B blanco M: marrén V: verde
C: caqui ' MC: marrén claro VC: verde claro
CR: crema MO: marrén oscuro VO: verde oscuro

En muchos casos, la coloracion tanto del anverso como del reverso no fue uniforme. En estos
casos, la variedad de color se expresa mediante las abreviaciones de cada uno de los colores
que presentd la colonia. El orden de las coloraciones se corresponde con la importancia que
éstos presentaban en la colonia.

La textura de las colonias (T) se indica de la siguiente forma:

" AT: aterciopelada F. flocosa L: lanosa

En el caso de que la colonia presentara mas de un tipo de textura, la textura o texturas no
predominantes se indicaron entre paréntesis.
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La densidad de la colonia (Den) se indica de la siguiente forma:
d: pocodensa D: densa DD: muy densa

La ausencia de exudado (E), de pigmento difusible (P) y de escleracios (Es) se expresa con el
signo -, y la presencia se expresa con la descripcion del color que presentaron.

En la Tabla 21 se detallan la media de los diametros (expresados en mm) junto con los valores
minimos (min), maximos (Max) y su desviacion tipica (DT) de las colonias desarrolladas en los
distintos medios a los 7 dias de incubacién a 25°C (en el caso del medio CYA, a 25°C y a 37°C)
del total de las cepas estudiadas y de los dos grupos Ny T, obtenidos a partir del anélisis de sus
patrones de RFLP del 5.85-1TS rDNA.

Se realizd un andlisis de la varianza con el que se detectaron diferencias significativas (p<0,01)
entre los diametros presentados en los distintos medios estudiados por el total de cepas
ensayadas y por las cepas pertenecientes a los grupos Ny T, descritos en funcién del anélisis de
RFLP del 5.85-1TS rDNA.

Se realizé una prueba t de Student para comparar los diametros obtenidos a los 7 dias de
incubacién en los distintos medios de cultivo por las cepas estudiadas con patrones de RFLP del
5.8S-ITS rDNA tipo N o tipo T. No se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los
valores obtenidos por ambos grupos de cepas.

Los resultados correspondientes al estudio de fas caracteristicas microscépicas de las colonias
de las cepas del agregado A. niger desarrolladas a los 7 dias de incubacion a 25°C en el medio
MEA se resumen en las Tablas 4 a 8. '

En las Tablas 22 y 23 se detallan las caracteristicas microscépicas de las colonias de las cepas

estudiadas con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N y T respectivamente, desarrolladas
a los 7 dias de incubacion a 25°C en el medio MEA.
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Se detallan, para cada una de las cepas estudiadas las siguientes caracteristicas:

— lLongitud (Long) y anchura (Anch) de los estipes (expresados en um), asi como su

textura (T) y color.
— Diametro (D) de las vesiculas (expresado en um) y su color.

— Longitud (Long) y anchura (Anch) de las métulas (expresados en um), asi como su

color.
— Longitud (Long) y anchura (Anch) de las fidlides (expresados en um), asi como su color.

~ Diametro (D) de los conidios (expresado en um), asi como su ornamentacion (Omn) y

color.

Las coloraciones descritas se indican segun Ias siguientes abreviaciones (ver Anexo 2):

A: amarillo I: incoloro v MO: marrdn oscuro
AG: amarillo grisaceo M: Marrén N: negro

C: caqui MC: marrén claro VO: verde oscuro
3: gris MG: marrén grisaceo

(GN: gris negruzco MN: marrén negruzco

IEn algunos casos, las estructuras estudiadas presentaron distintas coloraciones dentro de la
misma preparacion microscopica. En estos casos, la variedad de color se expresa mediante las
abreviaciones de cada uno de los colores, ordenados segin la importancia que éstos
presentaron en la preparacién microscopica realizada a paﬂif de la colonia. Con frecuencia los
astipes presentan, en su longitud, distintas coloraciones. En estos casos, la variedad de colores
se expresa mediante las abreviaciones de cada uno de los colores, ordenados segln la
importancia que éstos presentaron en el estipe. |
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La textura de los estipes (T) se indica de la siguiente forma:
L: lisa R: rugosa
La ornamentacién de los conidios (Orn) se indica de la siguiente forma:

R: rugosa

RC: Rugosa con crestas longitudinales RP: Rugosa con protuberancias

En la.Tabla 24 se detallan la media de las mediciones (expresadas en um) de los estipes, las
vesiculas, las métulas, las fidlides y los conidios en las preparaciones microscopicas realizadas a
partir de las colonias desarrolladas en medio MEA a los 7 dias de incubacion a 25°C del total de
las cepas estudiadas y los grupos N y T, definidos segun el patrén de RFLP del 5.8S-ITS rDNA.
Asimismo, se indican los valores minimos (min), méximos (Méax) y su desviacion tipica (DT).

Se realizé un analisis de la varianza con el que se detectaron diferencias significativas (p<0,01)
entre los resultados presentados en las distintas estructuras estudiadas por el total de cepas
ensayadas y por las cepas pertenecientes a los grupos Ny T, descritos en funcion del anélisis de
RFLP del 5.8S-ITS rDNA. ‘

Se realizé una prueba t de Student para comparar las mediciones de las distintas estructuras
microscopicas estudiadas en las cepas ensayadas con patrones de RFLP del 5.85-ITS rDNA tipo
N y tipo T. Se encontraron diferencias significativas (p<0,01) en la anchura de los estipes, la
longitud y anchura de las métulas y los didmetros de los conidios de los grupos N y T. No se
encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre el resto de las mediciones de las distintas
estructuras microscopicas estudiadas en ambos grupos de cepas.
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Estipe Vesicula Métula Fialide Conidio
Cepa Long Anch T Color D Color Long Anch Color  Long Anch  Color D Om  Color
A74 22950 153 L M 554 MO 200 58 MO 67 29 MO 40 RC MO
A75 - 10450 166 L IA 437 M 234 51 M 72 29 M 38 R M
A76 20625 164 L IMC 527 MO 287 62 MO 73 28 MO 40 RP MO
A77 19320 158 L MC 50,4 MC 337 59 MC 84 31 MC 40 RP MC
A79 11900 151 L 1A 493 MO 270 50 MO 70 34 MO 37 RP MO
A80 18625 145 L IA 480 MO 243 52 MO 73 30 MO 39 RC G
A82 16705 149 L 1A 56,5 MO 333 62 MO 71 30 MO 37 RC M
A83 13625 172 L IA - 391 MO 190 54 MO 68 28 MO 40 R M
AB4 21125 142 L IMC 516 MO 2541 52 MO 75 30 MO 38 R MC
A8S 11525 157 L | 498 MC 334 56 MC 70 29 MC 39 R MC
A87 26925 154 L 1A 454 MO 169 46 MO 64 28 MO 39 R MC
A136 22725 144 L 1A 440 MO 197 48 MO 7,7 30 MO 40 R MG
A219 22650 135 L A 539 M 17,7 58 M 58 30 M 31 R N
A220 21125 144 L M 709 M 13,7 49 M 86 36 M 46 R MN
A251 21340 138 L | 479 | 425 73 | 98 35 | 41 RP MC
A306 13175 140 L A 674 G 264 57 G 63 25 G 41 R N
A307 19075 135 L IMC 604 MN 214 56 MN 65 28 MN 36 R MG
A388 13275 179 L IMC 55 MO 193 53 MO 70 22 MO 39 R G
A390 15250 161 L IMC 568 MO 184 45 MO 73 27 MO 43 RC MO
A484 15600 121 L IM 480 N 182 42 N 53 24 N 50 RC N
A510 26200 127 L IMC 477 MO 210 45 MO 72 30 MO 32 R MC
A623 9480 135 L A 646 MO 374 48 MO 78 26 MO 38 RP ANM
A624 13500 159 L 1A 487 M 211 50 M 75 24 M 39 R MGN
A629 18368 146 L IMC 483 | 147 43 i 71 26 M 39 RP AG
AB35 19225 162 L IMC 535 MO 160 47 MO 67 29 MO 41 RC MONG
A636 23150 164 L IMC 547 MO 206 52 MO 73 26 MO 43 RC AGN
A638 2038,1 149 L AG 544 MO 188 46 MO 73 28 MO 37 RC AGN
AB43 27725 186 L IMC 554 MO 228 51 MOM 73 27 MOMC 39 RC AGMO
A644 19825 177 L IMC 526 MO 288 52 MO 75 27 MO 39 RP AGM
A645 22063 161 L 1A 468 MO 180 51 MO 72 27 MO 40 RC MO
AB55 23600 175 L IM 645 MO 40,7 72 MO 93 31 MO 43 RP M
A658 21175 142 L IM 496 MO 387 65 MO 79 32 M 41 RP M
AB59 21350 17,0 L |A 571 M 320 64 MC 72 30 MC 33 R MC
A660 8880 147 L 1A 458 M 14,5 4,1 MC 63 22 MC 40 R MC
CBS 55466 20975 174 L IM 545 MO 216 51 MO 68 26 MO 40 RC M
CBS 11835 16825 124 L A 340 MO 149 44 MO 62 286 MO 37 R MO
CBS 12649 22175 127 L |IA 453 MO 158 44 MO 61 29 MO 42 RC M
CBS 13952 10755 162 L IA 421 MO 21 50 MO 61 26 MO 34 RC MO
CBS618.78 - 7410 141 L A 41,0 MO 148 43 MO 67 22 MO 46 R MC
ATCC 22343 10880 133 L IM 501 MO 188 48 MO 60 22 MO 45 RC MO
IMI211394 13300 113 L MO 413 MO 178 51 MO 74 24 MO 39 RP MO
NRRL 3122 4810 106 L IA 309 C 171 50 C 70 29 C 42 R c
NRRL 3112 5281 139 L IA 41,2 MO 150 42 MO 61 22 MO 46 RP . MO
607 (JC) 12570 123 L A 379 MO 190 45 MO 63 23 MO 40 R MO

Tabla 22. Caracteristicas microscopicas de las colonias de las cepas estudiadas con un patrén
de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N desarrolladas a los 7 dias de incubacién a 25°C en el medio
MEA. Long: longitud; Anch: anchura; D: diametro; Orn: ornamentacion ;T: textura.
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Estipe Vesicula Métula Figlide Conidio
Cepa Long Anch T Color D  Color Long Anch  Calor Long Anch _ Color D Om Color
Al4 . 11750 136 L | 413 MO 211 53 MO 7.1 27 MO 37 R M
A15 11225 128 L IMC 508 MO 254 55 MO 74 29 MO 37 R MO
A78 37910 137 L 1A 431 MO 270 54 MO 80 32 MO 37 RP  MC
A81 20275 152 L 1A 542 MO 281 63 MO 76 30 MO 37 R MO
A6 15150 147 L | 544 MO 308 68 MO 65 30 MO 38 R MMO
A88 6390 142 L IA 466 MO 180 52 MO 66 28 MO 38 R MG
A89 17850 164 L IMC 572 MO 242 54 MO 85 30 MO 3I5 R MC
A174 1727,0 157 L IMC 581 MO 204 45 MO 71 30 MO 35 R MO
A175 1001,0 133 L IMC 469 MO 288 51 MO 76 28 MO 38 R c
A176 15550 131 L IMC 423 MO 196 47 MO 73 23 MO 38 R M
A180 1950,0 142 L IA 459 MC 232 49 MC 73 28 MC 38 R MC
A190 17480 141 L 1A 505 MC 232 47 MC 74 30 MC 36 R MC
A197 17380 142 L A 456 M 216 56 M 73 28 M 38 R M
A198 1186,0 129 L 1A 48 M 231 51 M 67 29 M 36 R MmC
A223 17275 133 L 1A 595 M 259 47 M 1,2 28 M 32 R N
A250 19175 11,7 L 1A 475 N 16 46 N 58 26 N 36 RP N
A266 12925 150 L G 478 G 2290 69 G 91 30 G 38 R G
A308 1584,0 140 L MC 636 MN 201 45 WMN 73 26 MN 31 R N
A312 19300 135 L MC 604 | 191 46 | 73 28 | 32 R G
A325 13955 136 L A 588 MO 178 51 MO 70 26 MO 31 R M
A348 12835 128 L A 474 | 148 42 | 67 25 MO 35 R MG
A3 15755 125 L A 553 MO 197 50 MO 66 24 MO 32RC MO
A486 18350 165 L MC 830 G 174 50 A 6,1 23 GN 38 R GN
A487 7610 168 L A 640 MO 239 73 MO 70 32 MO 39 R G
A488 17875 121 L | 523 MO 150 4,0 VO 53 25 c 29 R c
A505 15525 132 L | 407 MO 151 45 MO 68 25 MO 38 R M
A614 15750 176 L A 580 MG 148 49 MG 80 30 MG 36 RP AG
A615 7000 137 L | 504 | 275 61 | 81 29 | 40 RP M
A628 10419 183 L MC 610 M 193 46 M 65 25 M 36 R MCMO
A630 13550 156 L AMC 578 M 190 45 M 7.2 27 M 34 RC MC
A631 16125 147 L 1A 57,7 MO 195 50 MO 69 27 MO 38 RP  AGN
AB32 1091,0 155 L IMC 491 MO 212 47 MO 76 28 MO 37RC MO
AB34 23685 185 L IMC 57,8 MOMC 180 45 MOMC 69 25 MOMC 34RP AM
AB39 20810 157 L 1A 548 MO 222 55 MO 74 26 MO 37RP MO
A650 11200 160 L A 491 MO 188 47 M 78 23 MO 38 R M
A651 19230 147 L INMC 51,3 MO 230 55 MO 74 27 MO 34 R M
A652 2220,0 151 L IMC 541 M 28 55 M 67 23 M 34 R M
A653 20575 141 L A 472 MO 209 50 MO 72 23 MO 38 R M
AB54 18900 142 L 1A . 479 MO 214 51 MO 1,7 29 MO 36 R A
A656 21600 144 L A 546 MO 216 53 MO 76 30 MO 36 R MO
A657 25100 139 L IMC_ 445 MO 167 43 MO 66 28 MO 38 R M

Tabla 23. Caracteristicas microscopicas de las colonias de las cepas estudiadas con un patron
de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarroliadas a los 7 dias de incubacién a 25°C en el medio

MEA. Long: longitud; Anch: anchura; D: didmetro; Orn: ornamentacion; T: textura (sigue).
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Estipe Vesicula Métula Fialide Conidio

Cepa Long Anch

T Color D Color Long Anch  Color Long Anch  Color D Om Color
CBS 134.48 16425 119 L | 417 MC 260 38 MC 60 30 MC 40 R MC
CBS 558.65 10600 161 L 1A 51,9 MO 245 50 MO 70 22 MO 36 R M
CBS117.32 29250 181 L IMC 452 MO 189 42 MO 66 28 MO 36 RC MO
IM! 172296 16875 124 L 1A 45 M 182 43 M 58 26 M 33 R M
IMI 63764 32400 127 L A 401 M 43 42 M 60 20 M 36 RC M
ATCC 26036 13995 137 L IM 39,9 NMO 178 50 NMO 66 29 NMO 36 R M
CBS 121.55 20200 124 L 1A 340 MC 10,1 39 MC 54 2.1 MC 36 RP MC

Tabla 23 (cont). Caracteristicas microscopicas de las colonias de las cepas estudiadas con un
patron de RFLP del 5.8S-1TS rDNA tipo T desarrolladas a los 7 dias de incubacion a 25°C en el
medio MEA. Long: longitud; Anch: anchura; D: diametro; Orn: ornamentacion; T textura.
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Estipe Vesicula Métula Fialide Conidio

Cepas Long Anch Diametro  Long Anch lLong Anch  Diametro

Total (n=92) min 3000 70 25,0 70 30 40 15 20
Max 48000 26,0 85,0 54,0 11,0 13,0 52,7 50
Media 17051 14,6 50,4 216 51 71 27 38
DT 7051 24 9,6 72 10 12 05 05.
Tipo N (n=44)  min 3000 80 26,0 70 30 40 15 3,0
Max 45250 26,0 85,0 540 9,0 10 50 50
Media 1722,0 14,92 50,3 22,40 52¢ 71 27 4,04
DT 6938 25 10,2 85 1,0 1,1 05 05
Tipo T(n=48)  min 3500 7.0 25,0 70 30 40 20 20
Max 4800,0 23,0 81,0 41,0 11,0 13,0 4,0 50
Media 1689,2 14,42 50,5 20,80 5,0¢ 71 27 3,64
DT 7157 23 91 57 10 13 05 0.5

a b ¢, d | a presencia de la misma letra indica la presencia de diferencias significativas (p<0,01) entre las medidas
obtenidas en las cepas de los grupos Ny T

Tabla 24. Media y su desviacion tipica (DT), valores minimos (min) y maximos (Max) de las
mediciones (expresadas en um) de los estipes, las vesiculas, las métulas, las fialides y los
conidios en las preparaciones microscopicas realizadas a partir de las colonias desarrolladas en
medio MEA a los 7 dias de incubacion a 25°C del total de las cepas estudiadas, y los tipos Ny T,
definidos segin el patron de RFLP del 5.85-1TS rDNA.
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5.2.3. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LAS
CEPAS A DISTINTAS TEMPERATURAS DE INCUBACION.

Los resultados correspondientes al estudio del comportamiento de las cepas desarrolladas a cada
temperatura y tiempo de incubacion estan resumidos en las Tablas 25 a 32 y en las Figuras 6 a 12.

A las temperaturas extremas ensayadas (5°C y 55°C) no se desarrollé ninguna de las cepas en estudio
(Figuras 6 a 8).

En el estudio realizado a 10°C ninguna cepa se desarroll6 a los tres dias de incubacion. El 51,1% de las
cepas iniciaron su crecimiento a los siete dias y las restantes a los 10 dias (41,3%) y a los 14 dias
(7,6%). En el estudio realizado a 15°C dos cepas (2,2%) no se desarrollaron a los 3 dias de incubacion,

desarrollandose todas las cepas ensayadas a los siete dias (Figuras 6 a 8).

En las Tablas 25 a la 28 se representan los diametros obtenidos (expresados en mm) para cada una
de las cepas ensayadas a cada temperatura y tiempo de incubacién. En dichas tablas, "nc" indica
que no se desarrollé el inoculo e "ic" indica el inicio de crecimiento (germinacion del indculo).

 Los resultados correspondientes a los valores medios (expresados en mm) de los diametros obtenidos
para el total de las cepas estudiadas, asi como para las cepas clasificadas en los grupos Ny T
desarrolladas a cada temperatura y tiempo de incubacion estan detallados en las Tablas 29 ala 31. En
cada caso se indica el numero de cepas desarroliadas (n), los valores minimos (min) y maximos (Max)

de los didmetros, la media de éstos y su desviacion tipica (DT).

En algln caso, algunas de las cepas desarrolladas a las temperaturas de 30°C y 35°C alcanzaron el
diametro maximo antes de los siete dias de incubacion. Tres cepas (dos del tipo N y una del tipo T)
invadieron toda la superficie de la placa de Petri a los seis dias de incubacién a 30°C. En el ensayo
realizado a 35°C, una cepa del tipo T, siete cepas (una del tipo N y siete del tipo T) y 22 cepas (12
del tipo N y 10 del tipo T) alcanzaron el diametro maximo a los cuatro, cinco y seis dias de

incubacion, respectivamente.

Cor: el fin de determinar la temperatura 6ptima de crecimiento de las cepas estudiadas a los tres y siete
dias de incubacion, se realizd un analisis de la varianza (prueba de Student-Newman-Keuls) de los
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diametros de las colonias desarrolladas a las distintas temperaturas ensayadas cuyos resultados se

detallan en las Tablas 29 a la 31.

Las cepas ensayadas en la presente memoria se agruparon, en funcién de los patrones de restriccion
obtenidos mediante el andlisis de RFLP del 5.8S-1ITS rDNA, en los grupos N y T. Con el fin de
comparar los resultados obtenidos por las cepas de ambos grupos en las distintas temperaturas de
incubacion se realizd una prueba de t de Student, cuyos resultados se detallan en la Tabla 32. Con
respecto al nimero de cepas desarrolladas por ambos grupos en las distintas temperaturas ensayadas,
mediante la prueba de Chi cuadrado se encontraron diferencias significativas (p<0,01) en el ensayo
realizado a los siete dias de incubacién a 10°C, en el que el nimero de cepas desarrolladas
pertenecientes al tipo T fue mayor.

En la Figura 9 se indica la media de los diametros del total de cepas estudiadas desarrolladas a las
distintas temperaturas ensayadas a los tres y siete dias de incubacion. En las Figuras 10 y 11 se
representan, para las distintas temperaturas ensayadas, la media de los diametros obtenidos a los
tres y siete dias de las cepas con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N y tipo T,
respectivamente. En la Figura 12 se muestran las medias de los diametros de las cepas de los dos
grupos N y T, definidos en funcién del patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA.
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Temperatura (°C)

10 15 20 25
Cepa 3 7d 3d 7d 3d T7d 3d 7d d 7d
A74 nc nc nc ic 68 145 240 605 333 56,8
A75 nc nc nc ic 7,0 150 200 380 31,3 470
AT76 nc nc nc ic 73 150 273 575 510 820
A77 nc nc nc 58 90 220 280 623 563 86,0
A79 nc nc ncnc 70 180 205 435 368 615
A80 ncnc nc nc 73 160 210 440 368 630
A82 nc nc nc nc 90 205 245 475 385 640
A83 nc nc nc nc 60 180 188 383 358 605
A84 ncnc nc nc 73 150 195 415 348 595
A85 nc nc nc nc 55 155 205 440 323 570
A87 ncnc ncnc 50 162 215 469 378 596
A136 nc nc nc ncc 75 148 183 39,0 31,5 520
A219 nc nc nc nc 70 140 140 335 325 57,0
A220 nc nc nc nc 50 141 198 468 325 556
A251 nc nc nc nc 55 136 185 427 335 606
A306 ncnc nc nc 65 148 21,0 470 350 672
A307 ncnc nc nc 65 145 183 449 340 549
A388 nc nc nc nc 60 143 198 550 330 535
A390 nc nc nc nc 55 164 203 469 400 652
Ad84 nc nc nc nc 50 147 200 487 365 584
A510 nc nc nc nc 60 143 175 390 300 523
AB623 nc nc nc 99 55 183 183 442 325 539
A624 nc nc nc nc 70 145 180 530 390 656
AB29 .ncnc nc 58 55 146 180 430 345 551
AB35 nc nc nc nc 63 148 170 41,0 330 519
AB36 nc nc nc nc 40 172 197 504 306 558
AB38 nc nc nc nc 38 166 208 486 31,0 510
AB43 nc nc nc nc 51 174 198 480 325 66,7
AB44 nc nc nc 35 42 165 199 532 337 656
AB45 nc nc nc nc 55 182 193 479 334 618
AB55 nc nc nc nc 49 171 189 497 342 631
AB58 nc nc nc nc 42 175 193 476 324 56,1
AB59 nc nc nc 68 56 231 173 478 31,3 739
AB60 nc nc nc nc 51 167 199 478 282 535
CBS 554.65 nc nc nc nc 66 176 245 622 425 801
CBS 118.35 nc nc nc nc 52 134 201 456 353 77,0
CBS 126.49 nc nc nc nc 71 174 209 527 301 517
CBS 139.52 nc nc nc nc 37 125 202 505 349 63,6
CBS618.78 ncnc nc nc 74 183 195 401 264 704
ATCC 22343 nc nc nc nc 60 201 232 626 397 786
IMI 211394 nc nc nc nc 45 203 181 5,3 327 860
NRRL 3122 nc nc nc nc nc 52 118 31,1 203 479
NRRL 3112 nc nc nc nc 51 139 146 391 239 508
607 (JC) nc nc nc 60 nc 155 253 635 437 842

Tabla 23. Valor medio de los diametros (mm) de las colonias de las cepas estudiadas con un patrén de RFLP del 5.85-

ITS rDNA tipo N desarrolladas a los tres y siete dias de incubacién. nc, no crecimiento de la cepa; ic, inicio de

crecimiento de fa cepa (germinacion del indculo).
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Temperatura (°C)

30 35 40 45 50 §5
Cepa 3d 7d d 7d d 7d 3d 7d 3 7d 3d 7d
AT74 623 860 465 790 310 618 125 245 nc nc nc nc
A75 410 590 495 860 335 688 155 185 nc nc nc nc
A76 720 8,0 663 80 385 8,0 115 290 nc nc nc nc
AT7 695 860 605 860 318 625 125 265 nc nc nc nc
A79 445 715 455 755 360 695 120 230 nc nc nc nc
A80 465 730 500 860 338 698 125 240 nc nc nc nc
A82 475 738 350 645 335 648 120 250 nc nc  nc nc
A83 495 725 575 785 328 723 145 200 nc nc  nc nc
A84 425 655 425 695 303 618 148 245 nc nc  nc nc
A85 413 653 400 695 350 683 150 265 nc nc nc nc
A87 420 669 498 821 353 703 105 220 nc nc  nc nc
A136 405 585 440 860 325 668 155 325 71 71 nc nc
A219 415 600 455 710 263 635 120 223 44 51 nc nc
A220 435 653 478 741 258 553 128 285 nc nc  Nnc nc
A251 415 674 468 759 223 380 95 177 nc nc nc nc
A306 465 776 475 814 300 644 93 189 nc nc nc nc
A307 428 673 398 680 223 530 130 223 nc nc nc nc
A388 378 663 338 643 260 526 128 286 nc nc  nc nc
A390 470 758 470 792 323 631 95 230 nc nc nc nc
A484 410 678 575 810 405 709 160 275 nc nc  nc nc
A510 390 603 510 679 373 634 120 267 nc nc  nc nc
A623 395 651 510 701 285 585 128 267 nc nc  nc nc
A624 450 769 443 737 320 737 140 372 nc nc  nc nc
A629 430 727 420 761 290 632 145 234 nc nc nc nc
A635 390 601 395 655 280 611 145 239 nc nc  nc nc
A636 414 834 362 634 327 646 94 132 nc 69 nc nc
A638 379 520 367 612 278 523 85 235 nc nc  nc nc
A643 444 737 463 762 359 689 116 320 nc nc  nc nc
A644 496 750 546 842 314 661 69 216 nc nc  nc nc
A645 459 716 426 705 266 661 104 248 nc nc nc nc
A655 480 782 401 778 294 607 118 217 nc nc nc nc
A658 438-641 389 670 247 490 48 208 nc nc  nc nc
A659 415 733 431 755 250 634 134 264 nc nc  nc nc
A660 478 835 512 824 331 695 75 174 nc nc nc nc
CBS55465 653 846 477 817 278 653 102 197 nc nc  n¢c Nnc
CBS11835 471 806 459 804 240 552 40 83 nc nc nc nc
CBS12649 428 849 390 733 261 579 92 131 nc nc nc nc
CBS 13952 427 663 456 761 261 527 122 242 nc nc n¢ nc
CBS618.78 427 716 435 80 191 541 106 160 nc nc nc nc
ATCC22343 642 860 634 8,0 281 509 137 237 nc nc Nc nc
IMI 211394 501 860 441 8,2 289 699 69 155 nc nc nc nc
NRRL 3122 286 597 284 625 151 278 65 7.1 nc nc  Nc nc
NRRL 3112 340 674 341 667 238 480 59 76 nc nc nc nc
607 (JC) 615 860 642 8,0 245 495 55 119 nc nc nc nc

Tabla 26. Valor medio de los diametros (mm) de las colonias de las cepas estudiadas con un patron de RFLP
del 5.8S-ITS rDNA tipo N desarrolladas a los tres y siete dias de incubacion. nc, no crecimiento de la cepa; ic,
inicio de crecimiento de la cepa (germinacion del inoculo).
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Temperatura (°C)

10 15 20 25 30
Cepa 3d 7d 3d 7d 3d Td 3d 7d d d
A4 nc nc ncoic 63 170 215 463 315 580 373 645
A15 ncnc nc 70 88 190 198 433 338 598 460 745
"AT78 ncnc nc 7,3 85 195 195 395 288 475 403 600
A81 ncnc nc 75 80 200 180 385 235 500 420 705
A86 ncnc nc 93 90 218 183 390 290 515 390 710
A88 ncnc nc 65 70 190 148 330 148 460 340 570
A89 ncnc nc 90 78 198 148 340 255 465 M3 528
A174 nc nc nc ne 55 20,0 185 4715 258 415 350 68,0
A175 ncnc nc 65 78 198 173 390 300 548 370 645
A176 ncnc nc 80 68 185 163 388 278 515 390 708
A180 ncnc nc 80 75 193 145 358 310 550 410 710
A190 ncnc nc 75 80 210 165 38,0 293 550 410 695
A197 ncnc nc 75 53 190 158 365 263 488 355 650
A198 ncnc nc nc 55 165 175 420 315 550 393 690
A223 ncnc nc 78 70 188 160 368 310 548 425 830
A250 ncnc nc 63 65 1895 170 428 270 495 333 565
A266 ncnc nc nc 60 135 185 442 355 580 423 625
A308 ncnc nc 74 70 205 16,8 40,0 300 571 418 814
A312 ncnc nc 72 65 212 190 416 320 587 378 723
A325 ncnc nc 66 68 221 210 495 373 684 465 787
A348 ncnc nc 68 80 215 170 422 280 538 385 711
A391 ncnc nc 55 60 180 155 36,6 280 535 390 792
A486 ncnc nc nc 35 164 180 41,0 M5 517 438 699
A487 ncnc nc 92 75 191 170 448 330 637 400 754
A488 ncnc nc 69 70 223 180 403 340 586 425 700
A505 ncnc nc 79 75 165 158 354 260 474 308 54,2
A614 ncnc nc 75 60 202 163 366 268 472 328 599
AB15 ncnc nc 61 55 167 140 344 300 577 360 749
AB28 ncnc nc 74 80 220 153 379 305 616 383 729
A630 ncnc nc 79 70 169 16,3 422 325 602 378 778
AB31 ncnc nc 96 63 169 140 322 263 464 320 651
AB32 ncnc nc 60 43 134 153 457 340 798 440 860
AB34 ncnc nc 80 55 203 165 382 300 578 328 608
AB39 ncnc nc 60 51 190 154 328 239 439 281 583
AB50 ncnc nc 59 56 211 17,7 324 19,3 397 239 537
A651 ncac nc 66 65 229 216 569 321 781 41 713
A652 ncnc nc 79 70 211 199 46,0 292 584 342 599
AB53 ncnc nc 66 60 203 220 504 309 639 390 669
AB54 ncnc nc 65 61 214 194 457 30,1 635 388 68,8
A656 ncnc nc 55 63 189 133 31,3 199 411 289 504
AB57 ncnc nc 70 74 204 173 484 327 714 444 750

Tabla 27. Valor medio de los diametros (mm) de las colonias de las cepas estudiadas con un patron
de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a los tres y siete dias de incubacion. nc, no
crecimiento de la cepa; ic, inicio de crecimiento de la cepa (germinacion del inculo) (sigue).
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7 Temperatura (°C)
L] 10 15 20 25 30

Cepa 3d7d 3d 7d 3 7d d 7d d 3d
CBS 134.48 ncnc nc 89 83 20 214 600 375 80 479 860
CBS 558.65 ncnc nt 60 65 191 240 474 354 603 482 731
CBS 117.32 ncnc nc 51 77 219 218 599 424 860 576 860
IMI 172296 ncnc nc 53 66 198 189 464 372 833 484 860
IMi 63764 ncnc nc 65 77 196 239 674 385 80 522 86,0
ATCC26036 nc nc nc nc 65 198 241 555 364 667 508 827
CBS12155 ncnc nc nc 55 1756 233 602 3658 641 498 727

Tabla 27 (cont). Valor medio de los diametros (mm) de las colonias de las cepas estudiadas con un
patrén de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a los tres y siete dias de incubacién. nc, no
crecimiento de la cepa; ic, inicio de crecimiento de la cepa (germinacion del indculo).
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Temperatura (°C)

35 40 45 50 55
Cepa dd id 7 3d 3dd 7d 3d 7d
A14 385 685 273 590 130 265 nc nc  nc nc
A1 46,0 84,0 295 625 143 283 nc nc n¢c nc
AT8 425 7,0 285 580 140 270 nc nc  nc nc
A81 45 80 270 585 110 205 nc nc nc nc
A86 46,3 86,0 260 510 100 165 nc nc nc nc
A88 485 860 263 638 128 255 nc nc  nc nc
A89 385 815 26,3 613 125 265 nc nc nc nc
A174 423 790 245 495 128 195 nc nc  nc ne
A175 41,0 740 270 585 130 243 nc nc  nc nc
A176 415 860 233 460 113 175 nc nc nc nc
A180 455 860 273 630 128 248 nc nc  nc nc
A190 465 860 223 625 165 400 58 66 nc nc
A197 423 768 250 525 113 180 . 55 67 nc nc
A198 455 860 278 608 123 200 71 74 nc nc
A223 430 86,0 250 515 130 213 nc nc  nc nc
A250 430 8,0 255 583 120 210 nc nc nc nc
A266 470 80,9 208 386 100 175 nc nc nc nc
A308 465 858 20,3 479 130 208 nc nc nc nc
A312 395 813 20,8 482 88 172 nc nc nc nc
A325 398 677 260 447 113 197 nc nc  nc nc
.A348 440 821 280 527 130 241 nc nc  nc nc
A391 505 86,0 278 522 135 192 nc nc nc nc
A486 51,0 780 31,0 608 108 229 nc nc nc nc
A487 55,0 820 258 507 140 266 nc nc nc nc
A488 565 80,7 278 559 160 262 nc nc nc nc
A505 395 689 250 447 118 229 nc nc nc nc
A614 450 86,0 335 652 128 281 nc nc  nc ne
A615 480 818 348 585 140 140 nc nc nc nc
A628 440 758 265 583 148 304 nc nc nc nc
AB30 490 705 300 633 150 321 nc nc nc ne
AB31 40,5 69,2 230 483 110 261 nc nc nc nc
AB32 . 495 758 300 559 123 248 50 59 nc nc
AB34 365 625 303 653 145 276 nc nc nc nc
A639 27,2 493 21,8 557 88 236 nc nc nc onc
AB50 327 569 224 56,0 94 244 nc nc  nc nc
AB51 424 64,2 229 503 138 306 nc nc  nc onc
AB52 341 631 26,7 565 129 270 nc nc nc nc
AB53 372 652 278 578 11 237 n¢c nc  nc nc
AB54 36,5 636 27,3 60,8 97 253 nc nc nc ne
AB56 297 632 151 326 96 218 49 71 nc nc
AB57 46,1 794 245 594 91 240 31 40 nc nc

Tabla 28. Valor medio de los didmetros (mm) de las colonias de las cepas estudiadas con un patrén
de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a los tres y siete dias de incubacion. nc, no
crecimiento de la cepa; ic, inicio de crecimiento de la cepa (germinacion del inoculo) (sigue).
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Temperatura (°C)
35 40 45 50 55

Cepa 3d 7d 3d 7d id 3d 7d 3d 7d
CBS134.48 437 860 209 439 110 20,7 nc nc nc nc
CBS 558.65 536 860 216 406 51 97 nc nc nconc
CBS 117.32 53,3 86,0 186 337 48 90 nc nc nconc
1M1 172296 447 86,0 21,2 521 133 234 nc nc  nc nc
IMI 63764 419 86,0 122 240 53 100 nc nc nc nc
ATCC 26036 493 81,8 178 217 67 134 nc nc  ncnec
CBS 121.55 603 860 316 600 136 248 59 69 nc nc

Tabla 28 (cont). Valor medio de los diametros (mm) de las colonias de las cepas estudiadas con un
patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a los tres y siete dias de incubacion. nc, no
crecimiento de la cepa; ic, inicio de crecimiento de la cepa (germinacion del inbculo).
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Temperatura (°VC)1

10 15 20 25 30 35 40 45 50
3d - * ¥ * ** NDS * NDS NDS
7d  NDS ** * NDS NDS NDS ** NDS NDS

1 No se desarrollé ninguna cepa a 5°C y a 55°C

- no se desarrollé ninguna cepa d dicha temperatura

Diferencias significativas entre los diametros medios de ambos grupos *: p<0,01; **. p<0,05
NDS: no existen diferencias significativas entre los diametros medios de ambos grupos

Tabla 32. Comparacion entre los didmetros medios de las cepas tipo N y tipo T.
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5 10 15 20 256 30 35 40 45 50 55

temperatura (°C)

Figura 6. Porcentaje de cepas del agregado A. niger desarrolladas a los tres y siete dias de
incubacién a las distintas temperaturas ensayadas.
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Figura 7. Porcentaje de cepas del agregédo A. niger con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo
N desarrolladas a las distintas temperaturas ensayadas a los tres y siete dias de incubacion.
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temperatura (°C)

Figura 8. Porcentaje de cepas del agregado A. niger con un patrén de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo
T desarrolladas a las distintas temperaturas ensayadas a los tres y siete dias de incubacion.
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Figura 9. Valor medio de los diametros de las cepas estudiadas a las distintas temperaturas
ensayadas a los 3 y 7dias de incubacion.
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Figura 10. Valor medio de los diametros de las cepas estudiadas con un patrén de RFLP del 5.8S-
ITS rDNA tipo N a las distintas temperaturas ensayadas a los tres y siete dias de incubacion.
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Figura 11. Valor medio de los diametros de las cepas estudiadas con un patrén de RFLP del 5.8S-
ITS rDNA tipo T a las distintas temperaturas ensayadas a los tres y siete dias de incubacion.
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Figura 12. Valor medio de los diametros de las cepas estudiadas a las distintas temperaturas

ensayadas a los tres y siete dias de incubacion, segun su patrén de RFLP del 5.8S-ITS rDNA.
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5.2.3.1 Resultados correspondientes al estudio de las caracteristicas macroscopicas y

microscopicas a las temperaturas minima y maxima de crecimiento.

Los resultados correspondientes al estudio de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
las colonias desarrolladas a los siete dias de incubacién a las temperaturas minima y maxima de

crecimiento se resumen en las Tablas 33 a 36.

En las tablas 33 y 34 se detallan las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de cada una de
las cepas estudiadas con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N desarrolladas a los siete dias
de incubacioén a las temperaturas minima y maxima de crecimiento, respectivamente.

En las tablas 34 y 36 se detallan las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de cada una de
las cepas estudiadas con un patrén de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a los siete dias

de incubacion a las temperaturas maxima y minima de crecimiento, respectivamente.

Las coloraciones de las colonias 0 de los pigmentos difusibles se indican segln las siguientes

abreviaciones (ver Anexo 2):

A: amarillo MC: Marron claro V: verde

B: blanco MO: marron oscuro VC: verde claro
BE: beige N: negro VO: verde oscuro
M: Marrén NA: naranja

En muchos casos, la coloracion tanto del anverso como del reverso no fue uniforme. En estos casos,
la variedad de color se expresa mediante las abreviaciones de cada uno de los colores que presento
la colonia. El orden de las coloraciones se corresponde con la importancia que éstos presentaban en
la colonia.

La textura de las colonias (T) se indica de la siguiente forma:
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AT: aterciopelada F: flocosa LA: lanosa

En el caso de que la colonia presentara mas de un tipo de textura, la textura o texturas no

predominantes se indicaron entre paréntesis.

La presencia de micelio blanco aéreo (Aer), de pigmento difusible (P) y de exudado (E) se presenta

de la siguiente forma:

- ausencia (+): poca cantidad

+ :presencia ++ ; abundancia

La ausencia de surcos en la colonia se expresa con el signo -, y la presencia se expresa con la
descripcion del tipo de surcos presentados, surcos de tipo radial (R), de tipo concéntrico (C) o
ambos. En el caso de que la colonia presentase un aspecto cerebriforme, se expresa con las

iniciales CE.
El aspecto microscopico de las colonias (Micro) se indico de la siguiente forma:
NO: normal ME: micelio estéril

En el caso de que una caracteristica microscpica anormal (CA) destacase en la preparacion ésta se

indicé de la siguiente forma:

EA: estipes anormales MA: métulas anormales

VA: vesiculas sin métulas ni fialides.

En varios casos no se presentd ninguna caracteristica destacable. Estos casos se indican mediante
el signo: -. En algln caso se presentd mas de una anomalia, expresandose éstas mediante las
abreviaciones correspondientes, ordenadas segun la importancia que presentaron en la preparacion

microscopica realizada a partir de la colonia.
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Caracteristicas Observadas

Cepa D Anverso Reverso T  Aer Surcos P E Micro CA
A74 145 A A AT - . - - ME -
A75 150 B AB F . - - - NO VA
A76 150 A A AT(F) - - - - NO VA
AT7 58 A A AT - - - - ME -
AT79 180 BA A AT(F) - - - - NO -
A80 160 BA A AT - - - - ME -
AB2 205 B A AT - - - - ME -
A83 180 B A AT(F) - - - . ME -
Ag4 150 A A AT(F) - - - - NO -
A85 155 B A AT - - - - ME -
AB7 162 B BA LA - - - - NO VA
A136 148 B A AT(F) - - - - NO -
A219 14,0 B A AT - - - - NO -
A220 141 BA A Fooo- - - - ME -
A251 136 B A FLA - - - - ME -
A306 - 148 B A FLa - - - - ME -
A307 145 B A F(LA) - - - - ME -
A388 143 B A F - - - - NO -
A390 164 B A F(LA) - - - - ME. -
A484 147 B A LA - . - - ME -
A510 143 B A F(La) - - - - NO -
A623 89 B A AT - - - - ME- -
A624 145 B A F - - - - NO -
A629 58 B B AT - - - - ME -
A635 148 B A F - - - - ME -
A636 17.2 A A F (+) - - - ME R
A638 166 A A AT(F) - - - - ME -
AB43 174 BA B F - - - - ME -
AB44 16,5 B B AT - . - - ME -
AB45 182 B A F(A) - - - - ME -
AB55 171 B A F - - - - NO -
A658 175 BA A F - - - - ME .
A659 68 B B AT - - - - ME -
A660 16,7 BA A AT(F) - - - - ME -
CBS55465 176 B B F - - - - ME -
CBS11835 134 B B AT - - - - ME -
CBS12649 174 BA A AT(F) - - - - ME -
CBS139,52 125 AB A AT - - - - ME -
CBsS61878 183 A A AT - - - - ME -
ATCC 22343 20,1 B BA LA(F) - - - - NO -
IMI211394 203 B BA F . - - - ME -
NRRL 3122 52 B A AT - - - - ME -
NRRL3112 139 BA ANA AT - - - - ME -
607 (JC) 60 B B AT(F) - - - - ME -

Tabla 33. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con un patrén de RFLP
del 5.8S-ITS rDNA tipo N desarrolladas a las temperaturas minimas de crecimiento a los siete dias de incubacion. D:
diametro, T textura, Aer: micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscopico de la colonia,
CA: Caracteristicas microscopicas anormales.
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Caracteristicas Observadas

Cepa D Anverso Reverso T MA Surcos P E Micro CA
A74 245 N A AT - R - - NO EAVAMA
A75 185 NB AB AT R - - NO -
A76 290 NB A AT (F) R - - NO EAVA
A77 265 G A F - R - - NO -
A79 23,0 N A AT(F) + R - - NO VA
A80 24,0 N A F R - - NO -
A82 250 NB A F R - - NO -
A83 20,0 N A AT (F) R - - NO EAVA
A84 245 N A F (AT) R - - NO -
A85 26,5 N A AT(F} - R - - NO -
A87 220 BA A AT(F) - RC - - NO -
A136 7.1 B BA AT - - - - NO -
A219 5,1 B BA AT - - - - NO -
A220 285 BN BA F - RC - - NO -
A251 17,7 B BA AT RC - ME -
A306 18,9 B BA AT RC - - ME -
A307 223 BN B AT(F) - R - NO -
A388 286 BV BA AT(F) - RC - - NO -
A390 23,0 B BA F(LAA - RC - - NO -
A484 275 BN BA FLtA) - RC - - NO -
A510 26,7 BA A AT RC - - ME -
A623 267 VO AMO F - RC - - NO -
A624 372 VN AMC AT - C - - NO -
AB29 234 BN BA AT(F) - R - - NO VA
AB35 239 BN A AT(F) - R - - ME -
AB36 6,9 B B AT - - - - ME VA
AB38 235 BAVO A F - RC - - NO -
AB43 320 MCB BA F - RC - - NO -
AB44 216 BMCN ~ BA AT(F) - RC - - NO .
AB45 248 BMCN BA AT(F) - RC - - NO -
AB55 217 BMC BA AT(F) - RC - - NO VA
AB58 208 VON A F - C - - NO -
AB59 26,4 B BA AT(F) - RC - - NO -
A660 174 BMC BA AT(F) - RC - - NO -
CBS 554.65 19,7 B BA Flra) - RC - - ME VA
CBS 118.35 83 BG A AT(F) - - - - NO VAEA
CBS 126.49 13,1 B A LA - - - - ME -
CBS 139.52 242 B BA F(LA) - RC - - ME -
CBS 618.78 160 BG A AT - CE - - ME -
ATCC 22343 23,7 B BA AT - RC - - ME -
IMI 211394 15,5 B BA AT - CE - - ME -
NRRL 3122 71 NAA NA A AT - - - - ME VA
NRRL 3112 76 B ANA AT - - - - ME VA
607 (JC) 11,9 B A AT - R - - ME -

Tabla 34. Caracteristicas macroscGpicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con un patrén de RFLP del 5.85-ITS
rDNA tipo N desarolladas a las temperaturas maximas de crecimiento a los siete dias de incubacion, D: diametro, T: textura, Aer:
micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscapico de la colonia, CA: Caracteristicas microscopicas
anormales.
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. Caracteristicas Observadas
Cepa D Anverso Reverso T Aer Surcos P E Micro CA

A4 170 AMC A AT + - - - NO VA
A5 70 B B AT - - - - ME -
A8 73 BA A AT - - - . NO VA
AB1 75 A A AT - - - . NO -
AB6 93 B A AT - - - . ME -
AB8 65 B B AT - - - - NO VA
A89 90 B A AT - - - - NO VA
A74 200 B A FAT) - - -- NO -
AM75 65 B B AT - - - - ME -
A6 80 B A AT - - - . NO -
A0 80 B A AT - - - .- NO -
MO 75 B A AT - - - . NO -
A7 75 B A AT - - -- NO -
A198 165 BA A ATF) - - -- NO -
A23 78 B A AT - - - - NO -
A250 63 B A AT - - - - NO VA
A2%6 135 B A FLA) - - - - ME -
A8 74 B BA AT (# - - - ME -
AM2 T2 B A AT () - - - ME -
A325 66 B BA AT - - - - ME -
A48 68 B A AT - - - - ME -
C A9 55 B B AT - - - - ME -
Ad8E 164 B A LA - - - - ME -
A87T 92 B A AT - - - - ME -
A8 69 B BA AT - - - - ME -
ASO5 79 B A AT - - - - ME -
A614 75 B A N S
A615 - 61 B B AT - - - . ME -
AG28 T4 B BA AT - - - - ME -
A6 79 B A AT - - - - ME -
AB31 96 B A AT - - - - ME -
AB32 60 B B AT - - - - ME -
A634 80 B A AT - - - - ME -
AB39 60 B B AT - - - - ME -
MBSO 59 B BA AT - - -- ME -
AB51 66 B B AT - - - - ME -
ABS2 79 B B AT - - - - ME -
ABS3 66 B B AT - - - - ME -
ABS4 65 B B AT - - - - ME -
ABS6 55 B B AT - - - - ME -
ABST 70 B B AT - - - - ME -

Tabla 35. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con un
patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a las temperaturas minimas de crecimiento a los siete
dias de incubacion. D: didmetro, T: textura, Aer: micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro:
aspecto microscopico de la colonia, CA: Caracteristicas microscopicas anormales (sigue).
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“Cér'acteristicaé Observadas

Cepa D Anverso  Reverso T AER  Surcos P E Micro CA
CBS13448 893 B B AT - - - - ME -
CBS55865 6,03 B B AT - - - - ME -
CBS 117,32 512 B B AT - - - - ME -
IMI 172296 53 B B AT - - - - ME -

IMI 63764 6,45 B B AT - - - - ME -
ATCC 26036 19,78 B B AT - - - - ME -
CBS 12155 17,583 B B AT - - - - ME -

Tabla 35 (cont). Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con
un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a las temperaturas minimas de crecimiento a los
siete dias de incubacion. D: diametro, T: textura, Aer micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro:
aspecto microscopico de la colonia, CA: Caracteristicas microscopicas anormales.
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Caracteristicés Obé'éﬂrvadas

Cepa D Anverso  Reverso T Aer Surcos E Micro CA
A14 26,5 N A AT R - NO EA
A15 28,25 N BE MC AT - R - NO -
A78 27 N A F R - NO -
A81 20,5 N A F R - NO -
A86 16,5 B B AT - CE - NO -
A88 255 N B AT R - NO -
AB9 26,5 N A F (AT) R - NO -
A174 19,5 B B8 AT R - ME -
A175 24,25 N A F (AT) R - NO -
A176 17,5 N A AT - R - NO -
A180 24,75 N A AT (F) - R - NO -
A190 6,61 B B AT - - NO -
A197 6,72 B B AT - - ME -
A198 743 B BA AT CE - NO -
A223 21,25 B BA AT R - NO -
A250 21 NVO A F R - NO -
A266 17,48 B BA AT CE - ME -
A308 20,8 B BA AT CE - ME -

A312 17,18 B BA AT CE - Me -

A325 19,67 AN BA AT (F LA) - RC - ME -

A348 24,08 VMC AM F RC - NO -
A391 19,22 B BA AT CE - ME -

A486 22,94 BA BA F(LA) RC - ME -

A487 2658 VMOMC AM F RC - NO -

A488 26,17 BMC BA AT (F) RC - NO -

A505 22,88 VMC BA LA CE - NO -

AB14 28,06 VOB AMC AT (F) - R - NO -

AB15 14 BN A AT - CE - ME -

A628 30,44 BAVC A F RC - NO -

AB30 32,07 BVC BA F (LA) RC - NO -

AB31 26,13 VVO VM AT (F) R - NO -

A632 5,89 B BA AT - - ME -

AB34 27,64 BMC BA AT (F) RC - NO -

AB39 23,55 VON AB F R - NO -

AB50 2437 VOMO AVC F RC - NO -

AB51 30,64 VO MO VCA F (LA) RC - NO -

AB52 26,98 VC AB F(LA) RC - NO VA

AB53 23,66 BA BA AT CE -~ NO -

AB54 2528 VCBM BA F CE - NO -

AB56 " 7,12 B B AT - - - NO -

ABS7 4,03 B BA AT - - NO -

Tabla 36. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con un
patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a las temperaturas maximas de crecimiento a los
siete dias de incubacion. D: diametro, T: textura, Aer: micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro:

aspecto microscopico de la colonia, CA: Caracteristicas microscopicas anormales (sigue).
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“ Caracteristicas Obééhadas

Cepa D Anverso  Reverso T Aer Surcos P E Micro CA
CBS 13448 20,73 B A AT - R - - ME -
CBS 55865 971 B AB AT (F) + RC - - NO -
CBS 117.32' 9 BG BA AT (F) - - - - ME -
IME172206 23,12 BVC BA AT - CE - - ME -

IMI 63764 9,96 BG  AMC AT (F) - - - - NO VA
ATCC 26036 13,36 BG A AT (F) - R - - NO VA
CBS121.55 6,93 B BA AT - - - - ME -

Tabla 36 (cont). Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con
un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a las temperaturas maximas de crecimiento a los
siete dias de incubacion. D: diametro, T: textura, Aer: micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro:
aspecto microscopico de la colonia, CA: Caracteristicas microscpicas anormales.
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5.2.4. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA DETERMINACION DE LA RESISTENCIA AL
NaCl.

En la Tablas 37 y 38 se indican los valores medios de los diametros de las colonias (expresados en
mm) y las desviaciones tipicas (DT) de las cepas del agregado A. niger estudiadas a las distintas
concentraciones de NaCl a los tres y siete dias de incubacion a las temperaturas de 25°C y 35°C,

respectivamente.

En las Tablas 39 y 40 se indican los valores medios de los diametros de las colonias (expresados en
mm) y las desviaciones tipicas (DT) de las cepas ensayadas con un patron de RFLP del 5.8S-ITS
rDNA tipo N desarroliadas en las distintas concentraciones de NaCl a los tres y siete dias de

incubacién a las temperaturas de 25 y 35°C, respectivamente.

En las Tablas 41 y 42 se indican los valores medios de los diametros de las colonias (expresados en
mm) y las desviaciones tipicas (DT) de las cepas ensayadas con un patrén de RFLP del 5.8S-ITS
rDNA tipo T desarrolladas en las distintas concentraciones de NaCl a los tres y siete dias de
incubacion a las temperaturas de 25 y 35°C, respectivamente.

En la Figura 13 se representan los porcentajes de cepas del agregado A. niger desarrolladas a las
distintas concentraciones de NaCl ensayadas a las tres y siete dias de incubacién a las temperaturas
de 25°C y 35°C. En las Figuras 14 y 15 se representan los porcentajes de cepas con patron de RFLP
del 5.8S-ITS rDNA tipo N y tipo T, respectivamente, desarrolladas a las distintas concentraciones de
NaCl ensayadas a las tres y siete dias de incubacion a las temperaturas de 25°C y 35°C.

En la Figura 16 se representan los diametros medios expresados en mm obtenidos a cada una de
las concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias de incubacion por el total de las cepas
estudiadas.

En las Figuras 17 y 18 se representan los didmetros medios expresados en mm obtenidos a cada

una de las concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias de incubacion por las cepas
estudiadas con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N y tipo T, respectivamente.

128



En las Figuras 19 y 20 se comparan las medias de los diametros obtenidos a los tres y siete dias de
incubacion por las cepas desarrolladas de los dos grupos N y T (definidos en funcién del analisis de
RFLP del 5.8S-ITS rDNA) a las temperaturas de 25 y 35°C, respectivamente.

En alglin caso, a concentraciones bajas de NaCl, algunas de las cepas desarrolladas alcanzaron el
diametro maximo antes de los siete dias de incubacion. Los porcentajes de estas cepas con

respecto al total de las cepas estudiadas estan expresados en la Tabla 43 y la Figura 21.

En las Tablas 44 a 51 se indica, para cada grupo de cepas (N y T) a los tres y siete dias de
incubacion a 25°C y 35°C, respectivamente, el porcentaje de reduccion del diametro obtenido respecto
al diametro medio determinado en el medio control (sin NaCl) a cada concentracion de NaCl ensayada.
En los casos en que se determiné un mayor desarrollo que el control, el porcentaje del incremento se
indicé mediante un asterisco (*). E! calculo de dichos porcentajes se efectud del modo siguiente:

diametro de la colonia x 100

% Reduccion diametro = 100 -

diametro de la colonia control

Los valores medios de los porcentajes de reduccion del didmetro de todas las cepas ensayadas y de
las agrupadas los tipos N y T a las distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete
dias de incubacion a 25°C y 35°C se resumen en las Tablas 52 y 53.

En las Tablas 54 y 55 se muestran, para el total de las cepas y los dos grupos N y T, a la temperatura
de 25°C y 35°C, respectivamente, los valores de las concentraciones minimas inhibitorias (CMt),
expresados en porcentajes de NaCl, indicandose, para cada tiempo de lectura, el rango de dichas CMI,
las CMIso y CMIgo (concentraciones minimas a las que fueron inhibidas el 50% y el 90% de las cepas,
respectivamente) y los valores de la media geométrica (MG) de las CMI.

Con el fin de determinar el porcentaje de NaCl optimo pa}a el crecimiento de las cepas estudiadas a los
tres y siete dias de incubacion a las temperaturas de 25°C y 35°C, se realizé un analisis de la varianza
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(prueba de Student-Newman-Keuls) de los diametros de las colonias desarrolladas a las distintas

concentraciones de NaCl ensayadas cuyos resultados se detallan en las Tablas 37 a la 42.

Con el fin de observar el efecto que la temperatura producia en la resistencia a la sal, se realizé una
prueba de t de Student entre los valores de los diametros de las colonias desarrolladas a los tres y siete
dias a las dos temperaturas ensayadas. Entre los diametros de las colonias obtenidas a 25°C y 35°C, se
observaron diferencias significativas (p<0,01) en todas las concentraciones de sal ensayadas en la
lectura realizada a los tres dias. En la lectura realizada a los siete dias se encontraron diferencias
significativas (p<0,01) en las concentraciones de sal del 6% al 14%, mientras que no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05) en los ensayos realizados a las concentraciones de 2%, 4% y 16%
NaCl. Con respecto al nimero de cepas desarrolladas a 25°C y a 35°C se realizé una prueba de Chi
cuadrado con la que no se observaron diferencias significativas (p>0,05), excepto en los ensayos
realizados a las concentraciones de NaCl del 8% (a los tres y siete dias de incubacion), 10% y 12%
(siete dias de incubacion) en los que el nimero de cepas desarrollado a 25°C fue significativamente
mayor (p<0,01).

Mediante la prueba de t de Student no se encontraron diferencias significativas (p<0,01) entre los
didmetros obtenidos por las cepas de los grupos N y T (definidos en funcion del analisis de RFLP del
5.8S-ITS rDNA) en las distintas concentraciones de sal ensayadas. Con respecto al niamero de cepas
desarrolladas por ambos grupos en cada una de las concentraciones de NaCl ehsayadas no se
encontraron diferencias significativas (p>0,05) excepto en los ensayos realizados a 10% y 12% de sal,

en los que el nimero de cepas del grupo N fue significativamente mayor (p<0,01).
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Figura 13. Porcentaje de cepas del agregado A. niger desarrolladas a las distintas concentraciones
de NaCl ensayadas a los tres y siete dias de incubacion a 25°C y 35°C.
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Figura 14. Porcentaje de cepas del agregado A. niger con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA
tipo N desarrolladas a las distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias de
incubacién a 25°C y 35°C.

[E125°C, 3d
(o W 25°C, 7d
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Figura 15. Porcentaje de cepas del agregado A. niger con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA
- tipo T desarrolladas a las distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias de
incubacion a 25°C y 35°C.
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Figura 16. Diametros medios (en mm) del total de las cepas estudiadas en cada una de las

concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias de incubacion a 25 y 35°C.
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Figura 17. Diametros medios (en mm) del total de las cepas estudiadas con un patron de RFLP del
5.8S-ITS rDNA tipo N en cada una de las concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias
de incubacién a 25 y 35°C.

100 -
80 +-
£ ~e-25°C, 3d
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Figura 18. Diametros medios (en mm) del total de las cepas estudiadas con un patré‘n de RFLP del
5.8S-ITS rDNA tipo T en cada una de las concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias
de incubacién a 25 y 35°C.
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Figura 19. Diametros medios (en mm) del total de las cepas estudiadas en cada una de las
concentraciones de NaCl ensayadas a Ios tres y siete dias de incubacion a 25°C, segun su patron de
RFLP del 5.8S-ITS rDNA.
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Figura 20. Diametros medios (en mm) del total de las cepas estudiadas en cada una de las
concentraciones de NaCl ensayadas a los tres y siete dias de incubacion a 35°C, segun su patron de
RFLP del 5.8S-ITS rDNA.
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Concentracion de sal (%)

0 2 4 6
4d 5d 6d 4d 50 6d 4d 54 6d 4d 5d 6d
total - - - -7 7 - -7 - - -
25°C N - - - - 250 227 - - 25 - - -
T - - - - 354 208 - - 29 - - -
total 1, 76 239 228 315 185 11 163 196 - - 11
°C N - 23 273 227 182 2713 23 136 136 - - 23

T 21 125 208 229 438 104 - 188 25

Tabla 43. Porcentajes del total de cepas estudiadas y de los grupos N y T (definidos en base al andlisis
de RFLP del 5.8S-ITS rDNA) que invadieron toda la superficie del medio de cultivo a los cuatro, cinco y
seis dias de incubacion a la temperatura de 25°C y 35°C a las distintas concentraciones de NaCl
ensayadas. '

0 2 4 6
concentracion de NaCl (%)

Figura 21. Porcentajes del total de cepas estudiadas que invadieron toda la superficie del medio de
cultivo a las distintas concentraciones de NaCl ensayadas antes de siete dias de incubacion a las
temperaturas de 25°C y 35°C.
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Concentracion de NaCl (5/0)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CM
A74 714 195 444 594 774 1000 - 12
A75 584* 184 472 664 864 840 1000 14
A76 76 382 578 765 863 1000 12
ATT 182 351 627 787 893 1000 12
AT79 19,7 95 633 782 850 1000 12
A80 42,9* 75 646 728 782 1000 12
A82 273 143 558 760 805 1000 12
A83 245+ 161 545 699 860 1000 12
A84 61,9* 29 468 640 748 1000 12
A85 535 132 496 574 806 1000 12
A87 230+ 270 378 625 805 830 1000 14
A136 476* 175 373 603 746 84,1  100,0 14
A219 17,7 300 538 731 1000 10
A220 45* 53 300 520 694 750 865 1000 16
A251 704 22 245 674 694 1000 12
A306 62,0 199+ 325 692 700 798 854 1000 16
A307 274 31 263 580 81,3 856 1000 14
A388 432* 233 439 554 717 839 876 1000 16
A390 06* 338 650 759 814 814 1000 14
A484 10,3* 97 394 713 80,2 81,9 86,9 1000 16
A510 102* 185 466 602 734 781 876 1000 16
A623 518 110 345 467 697 805 1000 14
AB24 20 3,2 653 709 803 1000 12
AB29 18,4* 72 461 699 759 853 877 1000 16
AB35 39,0* 43 311 670 757 816 872 1000 - 16
A636 27 410 699 796 87,5 1000 12
A638 . 168 286 665 797 1000 10
A643 61* 403 669 812 1000 10
AB44 84 469 708 841 1000 , 10
AB45 15 344 669 815 1000 10
AB55 AT* 448 67,7 830 1000 10
AB58 127+ 220 742 806 .100,0 10
AB59 6,5 261 67,7 864 1000 10
A660 70° 477 705 840 1000 10

Tabla 44. Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas tipo N estudiadas a las
distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los tres dias de incubacion a 25°C, y las
correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de
diametro (sigue).
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Concentracion de NaCl (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CMI
CBS 554.65 47 364 660 821 1000 10
CBS11835 243+ 31 222 588 733 815 851 1000 16
CBS 126.49 48 384 732 802 1000 10
CBS13952 27 440 784  100,0 8
CBS 618.78 05 197 536 825 829 1000 12
ATCC22343 416 656 886 1000 8
IMI 211394 28 377 681 834 1000 10
NRRL3122 291 548 651 786  100,0 10
NRRL 3112 12 296 757 823 1000 10
607 (JC) 213 163 428 742 827 851 1000 14

Tabla 44 (cont). Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas tipo N estudiadas a
las distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los tres dias de incubacion a 25°C, y las
correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de
diametro.
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Concentracion de NaCl (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CMI
A14 46,0 222 492 698  100,0 ' 10
A15 40,7+ 467 437 704 1000 10
AT78 539* 21,7 400 713 1000 10
A81 114,9*  21,3* 394 596 1000 ' 10
A86 75,9* 69 405 776 1000 ' 10
A88 98,8* 00 427 707 1000 10
A89 63,7 118 490 706 1000 10
A174 786* 146 398 709 1000 10
A175 500 133 417 71,7 1000 10
A176 414~ 153 495 730 1000 10
A180 51,6* 290 540 677 1000 10
A190 69,2* 68 453 726 1000 10
A197 619" 162* 448 705 1000 10
A198 37,3 492 540 714 1000 10
A223 435  177* 508 726 1000 10
A250 454* 361 611 824 1000 10
A266 60,0+ 162 21,7 618 623 758 820 1000 16
A308 495 10,7 239 466 72,7 79,7 88,4  100,0 16
A312 214 200 479 693 775 843 890 1000 16
A325 17,7 139 393 616 864 1000 12
A348 30,8 19 555 675 776 825 883 1000 16
A391 249* 196 453 609 699 816 875 1000 16
A486 39 264 515 723 798 834 89,8  100,0 16
A487 206+ 308 667 748 813 8,0 887 1000 16
A488 50,0 27 404 599 1000 10
A505 284 124 522 631 832 789 1000 14
AB14 52,3* 208" 318 564 651 735 823 1000 16
A615 41,9* 41 443 571 739 791 86,5 1000 16
A628 128" 243 579 835 698 796 84 1000 16
AB30 33,3* 10 413 596 718 790 864 1000 16
AB31 433 104* 296 595 795 80,3 1000 14
AB32 85* 126 409 667 767 1000 12
AB34 66,5+ 144* 288 536 583 692 842 1000 16
AB39 467 168 537 659 1000 10
AB50 86,5 14 481 754  100,0 10
AB51 172 395 635 805 1000 10
AB52 334+ 194 652 697 1000 : 10
AB53 255 189 695 857 1000 10
AB54 322 260 653 787 1000 10
AB56 319 290 597 676 1000 ' 10
AB57 174* 246 699 773 1000 10

Tabla 45. Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas tipo T estudiadas a las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas a los tres dias de incubacion a 25°C, y las cormrespondientes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de diametro (sigue).
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_Concentracion de NaCl (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CMI
CBS 134.48 307 667 857 870 1000 10
CBS 558.65 507 173 334 631 730 823 1000 14
CBS 117.32 206 166 461 652 756 850 1000 14
IMI 172296 234 539 696 1000 8

IMI 63764 17,24 58 449 569 703 817 1000 14
ATCC 26036 383 101* 307 546 700 869 1000 14
CBS12155 33 318 640 85 1000 10

Tabla 45 (cont.). Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas tipo T estudiadas a
las distintas concentraciones .de NaCl ensayadas a los tres dias de incubacién a 25°C, y las
correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*; Porcentaje de incremento de
didmetro.
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Concentracion de NaCl (%)

|

!
Cepa 2 4 6 8--_10 _ 12. 14 16 18 - - CMI
A4 515 3220 13 339 568 '—859‘ 1000 - ol 4
ATS 830¢ 532¢ 96" - 223 -638 - 766 830 1000 b6
A76 49 49 213 5138 713 814 1000 . P
AT7 00 00 253 532 779 895 1000 14
AT79 398 398" .98 545 663 805 1000 -
A80 35 365 183 484 587 913 1000 f 14
A2 M4 4 63 484 652 ,844 914 1000 L 16
A83 421 314* 74 413 61,6 909 1000 ‘ 14
A84 45 318 00 387 605 866 1000 oo
A85 509" 386* 44 325 535 868 1000 i 14
A87 3520 209 143 369 605 614 814 919 1000 18
A136 654* 654* 154* 240 567 736 904 1000 - 16
A219 509" 246* 206 465 €89 904 1000 __ .. . . 4.

A220 227 27 ek 201 487 6477 774 895 1000 8
A251 404" 404" 2720 402, 451 771,\,902, 886 1000 18" .

A306 242¢ 242 154* 41577521 627" 749 ° 1000 f 16
A307 201" 291" 291 86 479 759 914 1000 | 16
A388 541 337*  11* 26 502 686 806 1000 . 16
A390 69 35 380 644 560 703 921 1000 | 16
A484 286" 286" 149" 392 581 650 786 918 1000 18
A510 00 00 108 338 564 650 816 928 1000 18
A623 83,11 624* 196 42 469 648 857 1000 . .16
A624 260 31 442 582 657 908 1000 ‘ 14
A629 80* 80* 13 31 565 691 787 913 1000 18
AB35 200 200* 138 343 586 684 841 1000 16
A636 542* 444 74 545 777 916 1000 14
A638 686* 595 7.6° 363 736 1000 12
A643 289* 194* 153 492 787 1000 12
AB44 310 182 17,3 581 821 933 1000 14
AB45 392* 218 256 542 787 1000 j 12
AB55 36,3 265 103 498 736 1000 12
A658 532¢  487* 329 531 914 1000 V.
A659 230* 162* 314 669 931 1000 i 12
AG60 607 31.8* 271 544 900 1000 : 12

J
f

Tabla 46. Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas def grupo N a las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas a los siete dias de incubacion a 25°C, y las correspondlentes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de diametro (sigue).
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Concentracion de NaCl | {%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CM
CBS 134.48 97 390 733 790 1000 10
CBS558.65  427* 427* 314* 247 553 775 914 1000 16
CBS 117.32 00 00 2,1 551 687 87 909 1000 - 16
IMI 172296 22 232 548 847 1000 10

IMI 63764 00 00 292 489 631 804 893 1000 16
ATCC 26036  29,0* 290* 17,3* 260 483 833 924 1000 16
CBS12155  342* 327 41 542 705 1000 12

Tabla 47 (cont). Porcentaje de reduccién del diametro de cada una de las cepas del grupo T a las
distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los siete dias de incubacion, a 25°C, y las
correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*. Porcentaje de incremento de
diametro.
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Concentracion de NaCl (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 cMI
A74 17,2* 269 495 769 1000 10
A75 25* 586 535 100,0 8
A76 177 434 653 864 1000 10
AT7 264 430 566 814 884 1000 12
AT79 33 264 538 879 1000 10
A80 10,0 420 740 1000 8
A82 729 14 243 736 1000 10
A83 122 443 587 774 1000 10
A84 518+ 29 494 741 1000 10
A85 275 131 400 675 90,0 1000 14
A87 349 328 726 645 760 802 90,2 1000 16
A136 284* 153 625 1000 8
A219 99 516 725 890 1000 10
A220 734+ 234+ 134 371 590 751 1000 14
A251 570 142 284 782 591 893 1000 14
A306 40,3* 260 368 516 704 779 89 1000 16
A307 589* 324* 221 462 719 878 1000 14
A388 481* 35 288 426 615 754 1000 14
A390 201 382 642 828 821 1000 12
A484 245 135 404 673 719 811 924 1000 16
A510 478 12 340 422 586 693 857 1000 16
AB23 131* 249 485 542 792 862 1000 14
AB24 308 450 756 432 1000 10
A629 112* 233 464 633 716 832 910 1000 16
AB35 629" 68 395 587 714 775 911 1000 16
AB36 123* 313 666 843 897 1000 12
AG38 10,7* 327 642 840 1000 10
AB43 235 483 706 775 1000 10
AB44 465 612 789 1000 8
AB45 175 392 684 826 1000 10
AB55 54 353 664 865 1000 10
AB58 245 217 713 891 1000 10
AB59 79* 377 €63 1000 8
A660 417 642 820 971 1000 10

Tabla 48. Porcentaje de reduécién del diametro de cada una de las cepas del grupo N a las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas a los tres dias de incubacion a 35°C, y las correspondientes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de diametro (sigue).
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Concentracién de NaCl (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CM
-CBS55465 216 443 676 813 1000 10
CBS11835 561+ 235 261 563 .735 820 873 1000 16
CBS12649 124 446 87,0 1000 8
CBS139.52 243 496 888 1000 8
CBS61878 203 603 776 1000 8
ATCC 22343 425 666 919 100,0 8
IMI 211394 06 292 606 774 1000 10
NRRL3122 274 455 841 819 1000 10
NRRL 3112 48 400 723 1000 8
607 (JC) 46* 276 518 687 797 909 1000 14

Tabla 48 (cont.). Porcentaje de reduccion del didmetro de cada una de las cepas de! grupo N a las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas a los tres dias de incubacién a 35°C, y las correspondientes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de diametro.
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~ Concentracion de NaCl (%)
Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 cMmi

A4 468 130 506 844 1000 10
A15 60* 326 609 826 1000 10
A78 271 59* 435 1000 8
A81 197 157 483 921 1000 10
AB6  124* 157 676 1000 8
A88 299 515 830 1000 8
A89 156 40,3 714 1000 8
A174 361 53 574 1000 8
A175 280" 220 524 829 1000 10
A176 24 24 627 1000 8
A180 71 253 527 1000 8
A190  215* 204 500 699 1000 10
AM97 41 325 651 1000 8
A198  121* 330 593 802 1000 10
A223 1,7 93 616 1000 8
A250 326 61,6 744 1000 8
A266 412+ 67 343 798 629 757 872 1000 16
A308 448 63 285 507 723 844 90,0 1000 16
A312 95+ 492 601 723 819 880 1000 14
A325 117+ 132 371 555 1000 10
A348 05" 312 581 739 797 899 1000 . 14
A1  373* 98 467 656 745 815 913 1000 16
A4B6  20* 429 578 625 726 809 913 1000 16
A487 53 522 602 690 758 838 1000 14
A488  256* 367 395 640 1000 10
AS05  162* 310 51,3 714 842 1000 . 12
AB14 140~ 227 465 597 793 916 1000 14

AB15  262* 181 541 571 736 836 898 930 1000 18

A628  141* 81* 357 859 675 842 1000 14
AB30  336* 111 422 670 714 879 1000 14
A631  404* 80 343 695 789 849 1000 14
AB32 208" 44* 320 569 687 1000 865 1000 16
AB34 65 150* 312 57,7 670 831 888 1000 16
A639  101* 198 565 880 1000 10
AB50 152 136 622 1000 8
AB5T  115* 246 699 1000 8
AB52  286* 16,7 695 100,0 8
AB53  275* 175 584 945 1000 - 10
AB54 244 182 559 1000 8
AB56 193 411 660 801 1000 10
AB57 28 339 747 954 1000 10

Tabla 49. Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas del grupo T a las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas a los tres dias de incubaciéon a 35°C, y las correspondientes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).
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Concentraciérn de NaCl (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CMI
CBS13448- 385 729 1000 6
CBS558.65  155* 291 525 740 822 1000 12
CBS117.32 238 217 489 645 804 1000 12
IMI172296 207 406 89,6 100, 8

IMI 63764 49* 337 507 655 736 1000 12
ATCC26036  293* 168 360 616 788 1000 12
CBS12155 215 445 689 1000 8

Tabla 49 (cont.). Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas del grupo T a las
distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los tres dias de incubaciéon a 35°C, y las
correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (CM).
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_ Concentracion de NaCl (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CMI
A74 89* 89 127 449 1000 10
AT5 00 157 145 1000 8
A76 00 00 215 605 942 955 1000 14
AT7 00 00 110 488 709 1000 .12
AT79 139 119* 46 629 854 1000 12
A80 00 70 355 1000 8
A82 33,3* 33,3* 120 31,0 1000 10
A83 96* 96 70 404 1000 10
AB4 2,7 237 14 388 1000 10
A85 23,7 237 36 367 734 1000 .12
A87 00 122 593 441 561 715 821 917 1000 18
A136 00 00 256 1000 ‘ 8
A219 211 07 373 718 1000 10
A220 194* 194* 194* 159* 203 50,0 1000 14
A251 86* 86" 86" 597 410 800 1000 14
A306 00 00 33 127 440 5,7 762 1000 ¢ 16
A307 36 36* 36 72 461 757 915 1000 ;16
A388 294" 168* 16* 49 304 568 87,9 1000 - 16
A390 00 11,7 274 521 606 1000 12
A484 00 00 00 416 470 656 793 1000 16
A510 50 50 50 50 258 472 757 1000 16
A623 23 26 176 189 512 679 931 1000 - 16
A624 18,0 260 624 274 1000 10
A629 00 00 98 306 461 665 821 1000 16
A635 21 21 40 284 417 571 801 1000 16
A636 356" 316 36 551 894 1000 BV
AG38 355" 40,6 133 626 1000 - 10
A643 129 51* 201 50,0 1000 10
A644 89 138 352 880 1000 10
A645 19,3 82 192 521 913 1000 12
AB55 96* 49* 242 661 1000 10
A658 283" 283 240 598 906 1000 12
A659 13,8 97 191 770 1000 10
A660 44 215 454 821 1000 10

Tabla 50. Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas del grupo N a las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas a los siete dias de incubacion a 35°C, y las correspondientes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de diametro (sigue).
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Concentracién de NaC'I‘(%)

18

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 CMi
CBS 55465 53 19 297 669 1000 10
CBS11835 7,0 70 70* 329 656 816 881 914 1000 18
CBS12649 173* 17,3* 539 828 1000 10
CBS139.52 13,1* 13,1* 413 989 100,0 10
CBS 618.78 565 308 557 1000 8
ATCC22343 00 46 603 935 1000 10
IMI 211394 1,00 10" 186 487 90,9 1000 12
NRRL3122 14,7+ 262 67,0 739 1000 10
NRRL3112 22,7+ 05 355 1000 8

607 (JC) 00 00 00 204 425 700 911 1000 16

Tabla 50 (cont.). Porcentaje de reduccién del diametro de cada una de las cepas del grupo N a las
distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los siete dias de incubacién a 35°C, y las
correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de

diametro.
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Concentracion de NaCl (%)
Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18  CMI

A4 255+ 146* 219 57,7 1000 10
A15  255* 146* 375 667 1000 10
A78 255 146 07 1000 8
AB1 00 00 209 651 1000 10
A86 00 00 349 709 1000 10
A88 00 285 703 90,7 1000 10
A89 55 233 540 837 1000 10
A174 89+ 89* 266 1000 8
A75  162* 162 209 608 1000 _ 10
A176 00 00 378 1000 8
A180 00 87 209 1000 8
A9 00 00 209 431 1000 10
A197  121* 49 235 896 1000 10
A198 00 00 363 695 913 1000 12
A223 00 00 308 1000 8
A250 29 445 680 1000 1000 10
A266 00 00 00 635 389 641 794 923 1000 18
A308  10,9* 109* 109* 97 433 682 846 1000 16
A312 00 148 260 335 479 655 882 1000 16
A325 00 00 38 208 1000 10
A48 00 00 222 452 537 748 935 1000 16
A1 15 15 29 403 559 738 892 957 1000 18
A6 00 00 208 343 57,2 761 81,3 1000 16
A4B7 00 93 151 350 506 647 807 1000 16
A488  171* 14 20 273 867 1000 12
AS05 151* 95 349 581 80,3 1000 12
A614 00 00 133 190 490 762 875 1000 16
AG15 00 00 278 208 521 724 898 923 1000 ‘18
A628  22¢ 22* 204 603 342 579 854 1000 16
A630  149* 149" 111* 356 363 622 869 1000 16
AB31 {75 175* 175* 348 491 672 857 1000 16
AB32 32+ 63 28 177 428 789 882 1000 16
A634  154* 154* 85 205 280 533 744 . 1000 16
A639  622¢ 277 95 663 949 1000 12
A650  421* 132* 172 931 100,0 10
ABST  140* 140+ 184  100,0 8
A652  363* 363" 130 698 100,0 10
A653  319* 319* 04 560 1000 10
A654  351* 351* 18 933 1000 10
AB56 92 105 37,3 587 1000 10
A657  84* 84* 298 57,0 1000 10

Tabla 51. Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas del grupo T a las distintas
concentraciones de NaCl ensayadas a los siete dias de incubacion a 35°C, y las correspondientes
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de diametro (sigue).
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Concentracion de NaCI (%)

Cepa 2 4 6 8 10 12 14 16 18 CMI
CBS13448 90 404 1000 6
CBS55865 00 00 100 421 625 909 1000 14
cBS11732 12+ 12* 194 491 70,0 921 1000 14
IMi 172296 00 84 645 1000 ' 8

IMI63764 12* 166 357 533 635 876 1000 14
ATCC 26036 52" 52 26* 247 504 813 1000 14

CBS12155 00 00 192 770 941 1000 12

Tabla 51 (cont.). Porcentaje de reduccion del diametro de cada una de las cepas del grupo T a las
distintas concentraciones de NaCl ensayadas a los siete dias de incubaciéon a 35°C, y las
correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (CMI).*: Porcentaje de incremento de
diametro.
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CMi

Rango  CMis CMlgo MG

Total cepas 3 dias 8-16 10 14 1.9
7dias  10-18 12 16 13,6

Tipo N 3dias 816 10 14 12,9
7dias  12-18 12 16 143

Tipo T 3dias 816 10 14 118

_ 7dias 1018 12 16 13,1

Tabla 54. Rango de la concentracidon minima inhibitoria de NaCl (CM!), CMiso y CMlgo y ef valor de Ia
media geométrica (MG) de las CMI determinadas en el total de fas cepas estudiadas y en los dos
grupos N y T, obtenidas a 25°C de incubacién.

CMI
Rango CMiso CMIgg MG
Total cepas 3 dias 6-18 10 14 10,7
: 7 dias 6-18 10 16 11,6
Tipo N 3 dias 8-16 8 14 10,9
7 dias 8-18 10 16 1,7
Tipo T 3 dias 6-18 8 14 10,6
7 dias 6-18 10 16 , 11,6

Tabla 55. Rango de la concentracion minima inhibitoria de NaCl (CMI), CMiso y CMigo y el valor de la
media geométrica (MG) de las CM! determinadas en el total de las cepas estudiadas y en los dos
grupos N y T, obtenidas a 35°C de incubacion.
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5.2.4.1. Resultados correspondientes al estudio de las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas a la maxima concentracién de NaCl a 25°C y 35°C.

Los resultados correspondientes al estudio de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas a la
méaxima concentracion de NaCl a los siete dias de incubacion a 25°C y 35°C se resumen en las
Tablas 56 a 59.

En las Tablas 50 y 57 se detallan las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de cada una de
las cepas estudiadas con un patrén de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N desarrolladas a los siete dias
de incubacién a las temperaturas de 25 y 35°C, respectivamente.

En las Tablas 58 y 59 se detallan las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de cada una de
las cepas estudiadas con un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a los siete dias
de incubacion a las temperaturas de 25 y 35°C, respectivamente.

Las coloraciones de las colonias o de los pigmentos difusibles se indican segln las siguientes
abreviaciones (ver Anexo 2):

A: amarillo MC: Marron claro V: verde

B: blanco MO: marrén oscuro VC: verde claro

BE: beige N: negro VO: verde oscuro
M: Marrén NA: naranja

En muchos casos, la coloracion tanto del anverso como del reverso no fue uniforme. En estos casos,
la variedad de color se expresa mediante las abreviaciones de cada uno de los colores que presentd
la colonia. Ef orden de las coloraciones se corresponde con la importancia que éstos presentaban en
la colonia.

La ausencia de pigmento difusible (P) en el medio de cultivo se expresa con el signo -, y la presencia
se expresa con la descripcidn del color de dicho pigmento.

La textura de las colonias (T) se indica de la siguiente forma:
~ LA: fanosa F: flocosa AT: aterciopelada

En el caso de que la colonia presentara mas de un tipo de textura, la textura o texturas no
predominantes se indican entre paréntesis.

La presencia de micelio aéreo blanco (Aer) y de exudado (E) se presenta de la siguiente forma:

> ausencia (+): poca cantidad
+ .presencia ++ ; abundancia

La ausencia de surcos en la colonia se expresa con el signo -, y la presencia se expresa con la
descripcion del tipo de surcos presentados, surcos de tipo radial (R), de tipo concéntrico (C) o
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ambos. En el caso de que la colonia presentase un aspecto cerebriforme, se expresa con las
iniciales CE.

El aspecto microscopico (Micro) se indicé de la siguiente forma:
NO: normal ME: micelio estéril

En el caso de que una caracteristica microscopica anormal (CA) destacase en la preparacion esta se
indicé de la siguiente forma:

FA: fidlides anormales MA: métulas anormales

HR: hifas retorcidas VA: vesiculas sin métulas ni fialides.
HE: aparicion de cabezas conidiales

secundarias sobre las vesiculas

En varios casos no se presento ninguna caracteristica destacable. Estos casos se indican mediante
el signo: -. En algln caso se presentd méas de una alteracion morfologica, expresandose éstas
mediante las abreviaciones correspondientes, ordenadas segun la importancia que presentaron en la
preparacion microscopica realizada a partir de la colonia.
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Caracteristicas 0b§er§/adas

Cepa Anverso Reverso T Aer Surcos P E Micro CA
A74 B BA AT - ME -
A75 B B AT - . . - NO VA
A76 A A AT+ RC A - ME -
A77 BA BA AT+ RC - - ME
AT9 BA A AT + RC A - ME
A80 B BA AT+ - - - ME -
A82 B B AT (%) R A - ME -
A83 B B AT - - . - ME -
A84 BA ANA AT (%) ANA ME .
A85 B BA AT (+) . . - ME -
A87 B B AT - . - - ME -
A136 B B AT (4) - - - ME -
A219 B B AT (4) RC - - ME -
A220 B B AT - - - - ME .

A251 B BA AT (4) o A - ME -
A306 MA BA AT+ RC ANA - NO -

A307 B B AT - - - - ME
A388 BBE MCBE AT - - - - ME

A390 B B AT - - - - ME -
A484 B B AT - - - - ME -

A510 B B AT - - - - ME -

A623 B B AT+ RC - - ME .

A624 B B AT (4 . - - ME .

A629 B B AT - - - - ME -

AB35 A AB AT (4 R A - NO VA

A636 A BA AT - - A - NO -

AB38 A A AT+t A NO VA

A643 A AB AT - - A - ME .

A644 BA BA AT . RC - - ME .

AB45 AB BA AT (#) RC ANA - ME -

AB55 A BA AT+ . ANA - NO MA

A658 B B AT (#) - - - ME -

A659 MCB B LA ++ - - - NO

AB60 B B AT (4) - - - ME -

CBS 554.65 B BA AT - - ANA - ME -
CBS 118.35 ANA NA AT - RC NA - ME -
CBS 126.49 B B AT - - - - ME

CBS 139.52 BA A Foo@® - ANA - ME -
CBS 618.78 BA BA AT - . A - NO -
ATCC 22343 B B AT+ . - - ME -
IMI 211394 A BA AT (4) . A - ME -
NRRL 3122 A A AT - CE - - ME

NRRL 3112 A A AT - R ANA - ME .

607 (JC) B B AT - - - - ME HR

Tabla 56. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con un
patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo N desarroliadas a 25°C a los siete dias de incubacion. T: textura, Aer:
micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscopico de la colonia, CA:
Caracteristicas microscopicas anormales.
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Caracteristicas Observadas

Cepa Anverso Reverso T Aer  Surcos P E Micro CA
A74 MVC A F + R - - NO
AT75 N MO VC AMC LA ++ R - - NO
A76 A A AT (+) RC A - NO -
A77 BA BE AT ++ - - - ME. -
A79 BA ANA AT RC ANA - ME -
A80 VCM ANA LA + R NAA - NO -
A82 MO VC BA AT ++ R A - NO -
A83 vCB BA LA + R - - NO VA
A84 VM ANA F ++ R ANA - NO -
AB5 B BA AT (+) R - - ME: -
A87 BA BA AT - - - - ME -
A136 BA VM LA ++ R - - NO -
A219 B BA AT + R - - NO VA
A220 ABMC BA LA - R - - NO -
A251 A A AT - RC A - ME -
A306 MANA BA AT - R ANA - NO -
A307 A A AT - RC A - ME -
A388 B A AT - - - - ME
A390 M BA AT + R - - NO
A484 A BA AT + - - - ME -
A510 B B AT - - - - ME -
AB23 BA A AT  + R - NO VA
AB24 MMCB BMC AT - R - - NO -
AB29 MC NA A LA R ANA - NO -
AB35 - MMO AB F - R A - NO -
AB36 A A AT ++ R A NO -
AB38 AMC A LA ++ R A NO -
AB43 AMC AB LA + R A - NO
AB44 A A F () RC A - ME
AB45 B B AT - - - - ME
AB55 MC NA NA A F + R NAA - NO -
AB58 A A AT (+) - A - NO -
AB59 MC BA LA + R Co- - NO -
AB60 AMC ANA AT (+) R ANA - NO -
CBS 554.65 MC A NA ANA LA ++ - ANA - NO MA
CBS 118.35 ANA ANA AT - - NA - ME -
CBS 126.49 A ANA AT ) - ANA - ME -
CBS 13952 MCVCNA NA FLA)  + - ANA - NO VA
CBS618.78 MC NA NA AT (F) - - NA - NO CA
ATCC 22343 B B AT - - - - NO VA
IMI 211394 A A AT - R A - ME
NRRL 3122 AB A AT - RC A - ME
NRRL 3112 GANA NA AT (F) - RC NA - NO
607 (JC) BA A AT - RC - - NO VA

Tabla 57. Caracteristicas macroscopicas y microscdpicas observadas en cada una de las cepas con un
patron de RFLP del 5.8S-1TS rDNA tipo N desarrolladas a 35°C a los siete dias de incubacion. T: textura, Aer:
micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscopico de la colonia, CA:
Caracteristicas microscopicas anormales.
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Caracteristicas Observadas

Cepa Anverso Reverso T Aer Surcos P E Micro CA
At4 VCAB B AT(F) + RC - NO -
A15 B B AT {+ - ME -
A78 B B AT - - NO HR
A81 B BA AT - - - - MA
A86 " BA A AT (+ - ‘ME
A88 B BA AT + RC ME
A89 BA BE AT + RC -

A174 B B AT + RC - NO MA VA
A175 VGBA B AT + RC - - NO -
A176 MC A B AT + - NO -
A180 MCAB AB AT ++ R NO MA
A190 BA A AT (+ RC NO -
A197 BA A AT + R - NO HR VA
A198 VCBA BE AT(F) (# - NO
A223 B A AT (+ R - ME
A250 BA A AT (+ R - ME
A266 B B AT - - - - ME -
A308 B B AT (F) - RC - ME -
A312 B B AT + - - ME
A325 B B AT - - - ME
A348 B BANA AT - ANA ME -
A391 B B AT - - ME -
A486 B B AT - - - ME -

A487 B NA AT (F) - RC ANA - ME

A488 B B AT - - - - ME -
A505 MC NA A F (+ R NA - NO VA
A614 B B AT - - ME -
AB15 B8 B AT - ME -

A628 MC B LA + - NO VA

A630 B BA AT (+ - - - ME -

A631 B B AT - R - ME -

A632 B BA LA - R ME

AB34 B B AT - - ME

A639 B B AT - ME

AB50 MC BA LA —+ A - ME -

AB51 MC B BA LA ++ NO MA

AB52 VCN B LA —+ - NO -

AB53 MC B BA LA ++ - - NO VA MA FA

A654 MCB BA LA ++ - - ME -

A656 VCB ANA LA ANA NO MA

AB57 MC BA A7 = - - - NO MA

Tabla 58. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con un
patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a 25°C a los siete dias de incubacion. T: textura, Aer: -
micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscopico de la colonia, CA:
Caracteristicas microscopicas anormales (sigue). '
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Caracteristicas Observadas

Cepa “Anverso  Reverso T Aer Surcos P E  Micro CA
CBS 134.48 B BA LA - - - - ME
CBS 558.65 B B AT - - - - ME
CBS 117.32 B B AT - - - -
IMI 172296 B B LA + - - - NO - VA
IMI 63764 B BA AT - R - - ME -
ATCC 26036 B B AT - - - - ME -
CBS 121.55 A AB AT (F) + RC A - NO -

Tabla 58 (cont). Caracteristicas macroscépicas y microscépicas observadas en cada una de las cepas con
un patron de RFLP del 5.8S-1TS rDNA tipo T desarrolladas a 25°C a los siete dias de incubacion. T: textura,
Aer: micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscopico de la colonia, CA:
Caracteristicas microscopicas anormales.
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Caracteristicas Observadas

Cepa Anverso  Reverso T Aer  Surcos P E Micro CA
A4 VCAB B F + RC - - NO -
A15 VCN BE F () R - NO -
A78 VCNA NA F - R - - NO HR
A81 VCN NA A AT + R - - NO VAHR
AB6 VMN NA AT ++ - - - NO -
A88 B B LA - R NO HE
A89 BMC BE AT + RC NO  VAMA
A174 BAMC B AT + R - NO -
A175 VM B F + R - NO -
A176 VCN NA LA + R - NO, HR
A180 VCA NA LA ++ R NO -
A190 VMN NA F (+) R NO HR
A197 BA A AT + R NO  HR VA
A198 AMC A AT ++ R NO VA

A223 VCN NAA  F(LA) ++ R NO -
A250 BMC B LA + R - - NO VA
A266 A A AT - - A - ME -
A308 BMC BMC AT(F) - RC - - NO MA
A312 AMON NA F - RC ANA - NO° VA
A325 M ANA LA - R ANA - ME -
A348 B BA AT - - ANA - ME: -
A3 MC BE MC BE AT + R .- - NO -

A486 A BA AT - - - - ME -
A487 A A AT - RC ANA - NO VA

A488 B BMC AT - R - - NO -

A505 VMNA NA AT(F) () R NA - NO

A614 BMC BMC AT(F) - RC - - ME

AG15 B B AT - RC - - ME -

A628 MC BMC LA + RC - - NO- VA

AB30 BMC BA AT + RC - - NO -

A631 ANA ANA AT - R NA - ME -

A632 B BA AT - - - - NO VA

A634 VC MC BVC F - R - - NO -

AB39 MC B BA F(LA) - R - - NO -

A650 B B AT (+) - - - NO MA FA

AB51 MC BMC LA ++ - - - NO. -

AB52 vC BA LA + - - - NO -

A653 vcB BA LA + - - NO' -

AB54 B B AT (+) - NO -

AG56 Ve NA F + R NA - NO VA

A657 ~ VC BA LA ++ R - - NO HRMA

Tabhla 59. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en cada una de las cepas con un
patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a 35°C a los siete dias de incubacion. T: textura, Aer:
micelio aéreo, P: pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscopico de la colonia, CA:
Caracteristicas microscopicas anormales (sigue).
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Caracteristicas Observadas

Cepa Anverso  Reverso T Aer  Surcos P E Micro CA

CBS 134.48 BMC BNA LA - - NA - NO

CBS 558.65 B B AT - RC - - ME
CBS117.32 B B AT - R - -

IMI 172296 BAMC B LA ++ - - - NO -

IMiI 63764 B A AT - R - - ME -
ATCC 26036 MC B F - C - - NO -
CBS 121.55 AMC ANA  AT(F) (%) R ANA - NO VA

Tabla 59 (cont). Caracteristicas macroscopicas y microscpicas observadas en cada una de las cepas con
un patron de RFLP del 5.8S-ITS rDNA tipo T desarrolladas a 35°C a los siete dias de incubacion. T: textura,
Aer: micelio aéreo, P. pigmento difusible, E: exudado, Micro: aspecto microscopico de la colonia, CA:
Caracteristicas microscopicas anormales.
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52.5. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE
OCRATOXINA A.

La produccion de OA fue detectada mediante TLC en seis de las 92 cepas del agregado A. niger
estudiadas. En todos los casos la produccion de OA se detectd a partir de los extractos de
cloroformo-acido formico de los bocados practicados en las colonias desarrolladas en los medios
CYA'y agar YES. |

La produccién de OA fue confirmada mediante HPLC. Todas las cepas ocratoxigénicas detectadas
mediante TLC fueron detectadas mediante HPLC. El nivel de OA producida se estimo a partir de los
cultivos de las cepas ocratoxigénicas obtenidos en caldo YES. Las concentraciones obtenidas en

cada una de las cepas estan expresadas en la Tabla 60.

Cepa OA (ng/ml)
A. niger var. niger A752 486,7
A. niger var. niger A1362 1124,3
A. niger var. niger A220 963,0
A. foetidus CBS 618.780 146,7
A. awamori NRRL 31120 30,9
A. usamii CBS 139.52 26,1

a(Cepa descrita como ocratoxigénica por Abarca ef al. (1994).
bCepa descrita como ocratoxigénica por Téren et al. (1996).

Tabla 60. Concentracion de OA determinada mediante HPLC en los cultivos de caldo YES de las cepas
productoras de OA estudiadas.

En la Figura 22 se muestra el cromatograma en el que se puede observar la OA detectada en el

extracto realizado a partir de los bocados de agar de un cultivo de una cepa ocratoxigénica.
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Figura 22. Crom'atograma (HPLC) del extracto de los bocados de agar obtenidos a partir del cultivo
en medio YES de la cepa A136.
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6.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA
MICOFLORA PRESENTE EN MUESTRAS DE PIENSOS Y MATERIAS PRIMAS.

En el total de las muestras estudiadas en la presente memoria, los recuentos fingicos totales
oscilaron entre 30 y 5,3x106 UFC/g, con un recuento total medio de 1,4x105 UFC/g. Los
recuentos totales medios mas altos se obtuvieron en las muestras de cereales (2,5,x105 UFClg)
mientras que los mas bajos se presentaron en las muestras de leguminosas (4,9x104). Los
recuentos totales oscilaron entre 230 y 4,3x108 UFC/g en las muestras de cereales y entre 9x102
y 1,1x108 UFC/g en las de leguminosas. Estos resultados fueron similares a los presentados por
otros investigadores (40, 57). En las muestras de piensos analizadas, los recuentos totales
oscilaron entre 30 y 5,3x108 UFC/g, presentado un recuento total medio de 7,9x104 UFC/g. Estos
rangos coincidieron con los presentados en otros estudios (2, 20, 27, 57, 60, 61, 167, 242, 247,
259). El recuento fungico total es un buen indicador de la calidad de piensos y materias primas.
Este recuento, segin Chelkowski (1991), no deberia superar las 1x105 UFC/g. Los recuentos
medios obtenidos en los distintos tipos de muestras ensayadas estan rondando o, en ef caso de

los cereales, rebasando este limite maximo.

Con respecto al recuento parcial del género Aspergillus y sus teleomorfos, los resultados
obtenidos en la presente memoria oscilaron entre fa ausencia y 5,3x108 UFC/g.t El recuento
parcial medio de Aspergillus fue de 2,2x104 UFC/g, lo que representd un 15,6% del recuento
fungico total medio. Analizando los resultados segun el tipo de muestra, en cereales los
recuentos parciales de Aspergillus oscilaron entre la ausencia y 1,4x105 UFC/g, con un recuento
parcial medio de 4,2x103 UFC/g. En estas muestras, Aspergillus representd un 1,7% de los
recuentos fungicos totales obtenidos, coincidiendo con los resultados presentados por otros
autores (40). Sin embargo, otros estudios realizados en paises con un clima mas calido y seco
que el nuestro, como Egipto, presentaron resultados muy superiores, de hasta un 46,8% (4). En
el ensayo realizado con las muestras de cereales, las especies de Aspergillus con mayores
recuentos parciales fueron A. fumigatus, A. flavus y A. terreus. Los recuentos’ parciales de
Aspergillus observados en las muestras de leguminosas oscilaron entre la ausencia y 2,4x104
UFClg. El recuento parcial medio, similar al obtenido en las muestras de cereales, fue de 3x103
UFClg y supuso un 6,1% del recuento fungico total medio. Las recuentos parciales mas altos
fueron presentados por especies de Eurotium y A. flavus. En el caso de las muestras de pienso,

'los recuentos parciales de Aspergillus variaron entre la ausencia y 5,3x106 UFC/g, datos que son
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similares a los obtenidos por Magnoli et al. (1998) y superiores a los presentados por otros
investigadores (46). El recuento parcial medio del género fue de 4,1x10¢ UFC/g, lo que
representd un 52,6% del recuento fingico total medio, un resultado similar al obtenido en otros
estudios (27). Este elevado porcentaje se debio, practicamente, a los altos recuentos parciales

presentados por E. chevalieri, que representaron un 88,4% del recuento parcial de Aspergillus.

El género Aspergillus, incluyendo sus teleomorfos Eurotium y Emericella, se aislé en un 77,7%
del total de las muestras estudiadas. La mayor incidencia de Aspergillus, con una frecuencia de
aislamiento de un 94,4% y un 89,8%, se observd en las muestras de leguminosas y piensos,
respectivamente. La incidencia de Aspergillus obtenida en las muestras de leguminosas coincidio
con las publicadas en otros estudios (40, 187). Otros autores presentaron incidencias de
Aspergillus inferiores, del orden del 57% (168). En el caso de las muestras de piensos otros
investigadores obtuvieron porcentajes similares (2, 27, 61, 247) o inferiores, en un rango del 52-
58% (40, 46, 60). La incidencia mas baja de Aspergillus se obtuvo en las muestras de cereales,
con un 57,3%, lo que coincidi6 con los resultados obtenidos en otros estudios (4, 14, 37, 41, 168,
243, 290).

En la presente memoria se han identificando 14 especies distintas de Aspergillus y sus
teleomorfos. Las especies con mayor frecuencia de aislamiento fueron A. flavus (43%), E.
chevalieri (36,7%), E. amstelodami (36,3%) y E. rubrum (35,7%). Con una frecuencia menor se
aislo A. candidus (27%), A. fumigatus (24,7%) y A. niger (23%). El resto de especies aisladas
fueron A. versicolor (11,3%), A. terreus (8,7%), A. ochraceus (7,3%), E. nidulans (4%), A. tamarii
(0,7%), A. clavatus (0,3%) y A. restrictus (0,3%). La presencia de todas estas especies en los
substratos estudiados en la presente memoria ha sido descrita en la literatura consultada (68,
142, 216, 227). Aspergillus flavus fue la especie mas aislada en cereales y leguminosas, a
semejanza de los resultados bresentados en otros estudios (41, 216, 218, 243). Coincidiendo
con otros investigadores (2, 27, 55, 171, 247, 259, 270), las especies del género Eurotium fueron

las méas aisladas en las muestras de piensos (Tabla 16, Figuras 3 y 4).

Las especies del género Aspergillus y sobretodo las de su teleomorfo Eurotium forman parte de
la flora fingica que se desarrolla tipicamente durante el almacenamiento de substratos con una
baja aw, tales como piensos o granos. Las especies mas aisladas en la presente memoria han
sido citadas como xerdfilas: Eurotium spp. como extremadamente xerdfilos; A. flavus y A.

candidus como moderadamente xerofilos y A. fumigatus como ligeramente xeréfilo (161). Cabe
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destacar que los piensos, ademas de presentar una baja aw, sufren un tratamiento térmico
durante su fabricacion. Las ascosporas de Eurotium, particularmente las de E. chevalieri, son
muy resistentes a elevadas temperaturas. Estos hechos explicarian la elevada presencia de
Eurotium spb. en las muestras de pienso estudiadas. Otras especies de Aspergillus que
presentaron una importante incidencia en piensos en la presente memoria, como A. flavus, A.
candidus, A. nigery A. fumigatus presentan una cierta resistencia a temperaturas altas (68, 161).
La especie mas aislada en cereales y leguminosas, A. flavus, fue considerada tradicionalmente
como un tipico integrante de la micoflora de almacenamiento. Sin embargo, posteriormente se
comprobo su capacidad de desarrollarse antes de la cosecha en diversos substratos, tales como
cacahuetes, maiz, pistachos, soja, sorgo y trigo, entre otros. (216). Este hecho explicaria su

elevada incidencia en las muestras estudiadas.

Entre las especies de Aspergillus aisladas en la presente memoria consistentemente descritas
como ocratoxigenicas, la incidencia de A. niger (23%) en el total de las muestras estudiadas fue
superior a la presentada por A. ochraceus (7,3%). Al analizar la incidencia de A. ochraceus y A.
niger segun las muestras analizadas, A. niger se aislo en un 15,4% de las muestras de cereales
estudiadas, frente al 4,3% de incidencia de A. ochraceus en el mismo substrato. En las muestras
de pienso, A. niger se presentd en un 27,9% y A. ochraceus solamente en un 6,1%. Coincidiendo
con los resultados presentados en la presente memoria, la incidencia de A. niger es mayor a la
~ de A. ochraceus en la bibliografia consultada en muestras de cereales (4, 9, 14, 100, 171, 195,
216-218, 243, 318) y pienso (27, 55, 61, 247). Con respecto a las muestras de leguminosas, las
frecuencias de aislamiento fueron parecidas mientras que, en la bibliografia consultada (187,
218), la incidencia de A. ochraceus fue menor que la de A. niger. Los recuentos parbiales medios

de estas dos especies fueron similares.
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6.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DEL AGREGADO

A. niger.

6.2.1. Discusion de los resultados correspondientes al estudio molecular de las cepas del

agregado A. niger.

6.2.1.1. Discusion de los resultados correspondientes a la secuenciaciéﬁ del DNA que
codifica el gen 5.8S del RNA ribosomal y los ITS1y 2.

Las secuencias de las regiones que no codifican son de uso frecuente en estudios taxonomicos en

los que se trata de diferenciar entre taxones a diferentes niveles (183).

Las secuencias del ITS1, el gen 5.8S y el ITS2 de fas cepas A. niger CBS 554.65 y A. tubingensis
CBS 134.48 son muy similares. Entre las dos secuencias existen siete diferencias, de las que dos
son delecciones (una en cada secuencia) y cinco son transiciones. Entre las secuencias del ITS1
hay sélo cinco diferencias (una deleccion y cuatro transiciones) y entre las del ITS2, dos (una
deleccion y una transicion). En base a los resultados obtenidos, cinco transiciones y dos delecciones
- puntuales, podemos concluir que las dos especies propuestas por Kusters van Soméren etal. (1991)

estan muy préximas en términos filogenéticos.

La division del agregado A. niger en dos especies, A. nigery A. tubingensis, se propuso (KvS, 1991)
basandose en los distintos patrones de RFLP del rDNA obtenidos en cepas de coleccion y
confirmada mediante analisis de RFLP del rDNA (178, 206, 309, 310, 315) y del mtDNA (309, 310).
La diferencia observada en la secuencia del ITS1 (posicion 75) permitié establecer un sistema de
discriminacion entre A. nigery A. tubingensis basandonos en el analisis de RFLP del 5.8S-ITS rDNA.
O'Conell et al. (1990) estudiaron los mapas de restriccion de los genes del rDNA de una cepa de A.
nidulans y una de A. niger, concluyendo que las dianas de una serie de enzimas de restriccion
estaban muy conservadas. Basandose en dicho estudio (198) Magnégneau et al. (1993) y Visser et
al. (1996) especularon con la posibilidad de que las diferencias entre las dos espécies propuestas

por Kusters van Someren (1991) se encontraban localizadas a nivel de las regiones no codificantes
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del rDNA. Los resultados obtenidos en la presente memoria demuestran que asi es, ya que la
diferencia entre los grupos N y T se hall6 en la secuencia del ITS1. '
Por otra parte, la elevada semejanza entre las dos secuencias también podria indicar que las dos
cepas formasen parte de una misma especie. No obstante, para confirmar esta hipptesis, deberian
realizarse otras pruebas, tales como analisis cladisticos, secuenciacion de otras regiones del rDNA,
etc. Las dos especies p-ropuestas por Kusters van Someren et al. (1991) fueron descritas como
morfologicamente iguales. Es mas, las cepas tipo (A. niger CBS 554.64 y A. tubingensis CBS
134.48) de dichas especies fueron incluidas en un mismo taxén (A. niger var. niger) en el estudio en
el que Al Musallam (1980) definié, basandose en criterios morfoldgicos, el agregado A. niger. Hasta
ahora, en los estudios realizados con cepas de dicho agregado solo se han descrito diferencias a
nivel molecular, mediante analisis de RFLP del rDNA y del mtDNA (158, 178, 206, 309, 310, 315).

6.2.1.2. Discusion de los resultados correspondientes a la digestion enzimatica de los
fragmentos del 5.8S-ITS rDNA mediante PCR.

Los dos patrones obtenidos, Ny T, han sido definidos a partir de los RFLP generados por la digestion
con Rsal de los fragmentos amplificados mediante PCR del 5.85-ITS rDNA de las cepas A. niger CBS
554.65 y A. tubingensis CBS 134.48.

Para comprobar el la validez del método se incluyeron en el estudio algunas cepas de coleccion que
habian sido clasificadas como A. niger o A. tubingensis en estudios moleculares del agregado A. niger
realizados por otros investigadores (158, 310). También se incluyd una cepa aislada dé suelo del Brasil
que presentd un patron de RFLP distinto de los de A. niger y A. tubingensis denominada “A.

brasiliensis" por parte de los autores que la describen (309).

Todas las cepas que previamente (158, 310) mostraron patrones de rDNA tipo | o I' o patrones de
mtDNA tipo 1a, 1b o 1c (propios de A. niger) han sido clasificadas en el presente estudio como tipo N'y
las cepas que mostraron unos patrones de rDNA tipo I o iI' 0 un patron de mtDNA tipo 2a (propios de
A. tubingensis) han sido clasificadas en el presente estudio como tipo T (Tabla 61). La cepa de "A.

brasiliensis", descrita por Varga et al. (1994) como una posible nueva especie o subespecie dentro
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del agregado A. niger, basandose en sus patrones de rDNA tipo Ill y mtDNA tipo 3, fue descrita
.como mas proxima a A. niger que a A. tubingensis. Los resultados obtenidos en el presente trabajo

coinciden con esta afirmacion ya que la cepa de "A. brasiliensis" tiene un patrén N (fabla 61).

Cepa patron de RFLP de patron de RFLP de patrén de RFLP de ITS-

rDNA2 mtDNAD 5.8S rDNA
CBS 554.65 | 1a N
CBS 118.35 | 1b N
CBS 126.49 I 1a N
CBS 139.52 I 1a "N
ATCC 22343 I 1a N
IMI 211394 | fc - N
NRRL 3122 | 1a N
CBS 618.78 I 1a N
CBS 134.48 Il ‘ - T
CBS 558.65 li 2a T
CBS 117.32 Il 2a T
IMI 172296 fl 2a T
IMI 63764 ll 2a T
ATCC 26036 il 2a T
607 (J. Varga) Il 3 N
3 os distintos patrones de RFLP de rDNA han sido obtenidos por Kusters van Someren et al. (1991), y Varga ef al. (1993 y

1994),
5Los distintos patrones de RFLP de mtDNA han sido obtenidos por Varga et al. (1993 y 1994).

Tabla 61. Patrones de RFLP obtenidos en distintos estudios con cepas de coleccion del agregado A.
niger.

En el ensayo realizado con las cepas de coleccion previamente estudiadas por otros investigadores
los dos patrones de RFLP de ITS-5.8S rDNA fueron muy homogéneos. Con el fin de confirmar la
validez de la técnica se amplio a 92 el niimero de cepas ensayadas. En ninguna de las 92 cepas
estudiadas se observo ningun tipo de variacion dentro de los patrones N y T. Esta homogeneidad
dentro de los patrones de restriccion no se observo en los patrones obtenidos mediante otros
métodos de RFLP descritos para clasificar especies en el agregado A. niger (178, 309, 310).
Utilizando estos métodos se observd una alta variabilidad dentro de los patrones de RFLP obtenidos
del andlisis del rDNA (178) y del mtDNA (309, 310) o mediante el andlisis de RAPD (178). En estos
estudios se mostraron diferentes perfiles intraespecificos en las dos especies propuestas por
Kusters van Someren et al. (1991), llegandose a describir cuatro patrones distintos mediante analisis
de RFLP del rDNA (178) y hasta once en RFLP de mtDNA (309). Este elevado nivel de variacion
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puede ser interesante para diferenciar entre cepas o variedades pero los patrones obtenidos son de
dificil interpretacion debido al gran niumero de bandas que presentan. Por el contrario, los patrones N
y T descritos en el presente estudio son de facil interpretacion al presentar sélo dos o una banda,

respectivamente. ;

La técnica de RFLP del ITS-5.8S rDNA descrita en el presente trabajo es muy adecuada para estudios
en los que se han de clasificar un gran numero de cepas, debido al tipo de técnica de extraccion de
DNA utilizada y al uso de la PCR. En la técnica de extraccion de DNA empleada partimos de una
cantidad inicial de micelio muy pequefa. Este hecho nos permite realizar muchas extracciones
simultaneamente y disminuir de forma considerable las cantidades utilizadas de reactivos, con lo que se
logra un ahorro de tiempo y dinero. El uso de esta técnica de extraccion es factible si se utiliza la PCR.
La PCR permite trabajar con pequefias cantidades de DNA como las obtenidas mediante dicha
extraccion. Otra de las ventajas de utilizar la PCR es la de poder trabajar con fragmentos especificos del
rDNA sin tener que recurrir a técnicas de hibridacion que necesitan el uso de marcadores fluorescentes
o radioactivos. El analisis de RAPD, al igual que la PCR, necesita cantidades pequefias de DNA, pero

por el contrario precisa un gran numero de cebadores que eleva el coste del proceso.

La distribucion de los aislamientos en los dos grupos resultdé ser muy similar, clasificandose un 52,2%
como tipo Ty 47,8% como tipo N. La mayoria de los aislamientos procedentes de muestras de piensos
presentaron un patron tipo T (74,1%). En el caso de los aislamientos de materias primas, éstos se
"distribuyeron aproximadamente al 50%, excepto aquellos realizados a partir de muestras de maiz que
fueron mayoritariamente de tipo N (75%). El 71,4% de los aislamentos de muestras de suelo se
agruparon como N y el 28,6% como T, resultados que, a pesar de la diferencia en el numero de cepas
estudiadas, son similares a los obtenidos por Varga et al. (1994). Las cepas de origen animal 0 humano
presentaron distribuciones bastante homogéneas. Los aislamientos realizados de muestras de lavados
de bolsas guturales de caballos fueron tipo T en un 80% de los casos y las tres cepas aisladas de
esputo humano tipo N. La Unica cepa aislada de un proceso patolégico (otomicosis humana, CBS

121.55) presentd un patron tipo T.
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6.2.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO
MORFOLOGICO DE LAS CEPAS DEL AGREGADO A. niger.

El aspecto de las colonias y la morfologia macroscopica y microscopica de las estructuras de
reproduccion son caracteres taxonémicos muy importantes en la clasificacion de las distintas
especies del género Aspergillus (139, 227) asi como en la diferenciacion de los distintos

integrantes del agregado A. niger, tal y como fueron descritos por Al Musallam (1980).

Raper y Fennell (1965), en su clasificacion del grupo A. niger, valoraron el color de las colonias
en agar Czapek, la longitud de los conidiéforos y el tamafio y ornamentacion de los conidios para
diferenciar las especies que mas adelante formarian el agregado A. niger (11). Al Musallam
(1980), al establecer el agregado A. niger, resto importancia al color presentado por las colonias
y se basé en su diametro en agar Czapek para diferenciar las dos especies (A. niger y A.
~ foetidus) que formaron dicho agregado. La diferenciacién entre las variedades que formaban
parte de la especie A. niger se basoé principalmente en la ornamentacion de los conidios. Otras
caracteristicas menos utilizadas fueron el color de la colonia (para diferenciar entre A. niger var.
awamori y A. niger var. intermedius o A. niger var. nanus) y la longitud de los estipes (para

discriminar entre A. niger var. phoenicis y A. niger var. phoenicis f. pulverulentus).

Algunas de las cepas ensayadas en el presente estudio, fueron utilizadas en la descripcion de
las especies del grupo A. niger por Raper y Fennell (1965) y en la descripcion de las especies y
variedades incluidas en el agregado A. niger por Al Musallam (1980). Raper y Fennell (1965)
utilizaron las cepas CBS 554.65, CBS 558.65 y CBS 134.48 para las descripciones de A. niger,
A. pulverulentus y A. tubingensis, respectivamente. Las cepas CBS 554.65 y CBS 134.48
formaron parte del material utilizado por Al Musallam (1980) en la descripcidn de A. niger var.
nigery la cepa CBS 118.35 en la de A. niger var. niger f. hennebergii; las cepas CBS 126.49 y
CBS 558.65 fueron utilizadas en la descripcion de A. niger var. phoenicis y A. niger var.
phoenicis f. pulverulentus, respectivamente; las cepas CBS 139.52 y CBS 121.55 en la
descripcion de A. niger var. usamii y las cepas CBS 117.32 y IMI 172296 en la de A. niger var.

intermedius. La cepa CBS 618.78 se utilizo en la descripcién de A. foetidus.

El diametro medio de las colonias desarrolladas en las placas de CYA incubadas durante 7 dias
a 25°C fue de 7,2 mm. En este medio, el 859% de las cepas ensayadas desarrollaron

coloraciones entre el marron y el negro, y el 68,5% presentaron unos reversos amarillentos. Las
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texturas de las colonias fueron mayoritatiamente aterciopeladas (75%) o flocosas (13%). El valor
medio de los diametros de las colonias desarrolladas en las placas de CYA incubadas a 37°C fue
de 6,2 mm. Las colonias desarrolladas en MEA presentaron un diametro medio de 5,2 mm. El
78,3% de las cepas desarrolladas en este medio mostraron anversos con tonalidades oscuras,
entre marrén y negro. Los reversos fueron amarillentos en un 55,4% e incoloros en un 25% de
los casos. La mayoria de las colonias presentaron texturas aterciopeladas (68%) o flocosas
(15,2%). En las placas de CYAZ20S, las colonias presentaron un diametro medio de 7,3 mm, con
coloraciones mayoritariamente verdosas (55,5%) o marrén negruzcas (51,1%) y reversos
amarillentos en un 92,4% de las cepas. En este medio, las colonias presentaron texturas
aterciopeladas en un 42,4% de los casos, flocosas en un 27,2% y lanosas en uln 22,8%. El
aspecto de las colonias desarrolladas se ajusté al descrito en la literatura consultada (11, 68,
139, 216, 227). Coincidiendo con Klich & Pitt (1988) las colonias desarrolladas en ei medio CYA
fueron mas densas que las desarrolfadas en medio MEA pero menos que las desarrolladas en el
medio CYA20S. La produccion ocasional de gotas de exudado y de esclerocios fue descrita en la
mayoria de los estudios previamente citados (11, 68, 139, 227). En fa presente memoria tan solo
una cepa produjo exudado, que fue incoloro y solamente dos cepas formaron esclerocios, de
color crema. Los colores de los esclerocios y del exudado coincidieron con los publicados
previamente (11, 139, 227). Una de las cepas ensayadas produjo un pigmento difusible en el

medio de cultivo de color amarillo no caracteristico del agregado A. niger.

Las colonias de las cepas de colecciones internacionales presentaron, por norma general, unas
coloraciones mas claras que las de las restantes cepas, probablemente, debido a la fecha de

aislamiento. Asi, la cepa A. niger CBS 554.65, por ejemplo, fue aislada en 1913.

Los diametros de las colonias desarroliadas en los distintos medios ensayados fueron bastante
variables. Asi, se encontraron diferencias significativas en los didmetros desarrollados por el total
de las cepas en cada uno de los medios utilizados: MEA, CYA (incubado a 25°C y a 37°C) y
CYA20S. Al estudiar los dos grupos N y T por separado, en las cepas tipo N se encontraron
diferencias significativas (p<0,01) en los diametros de las cepas en cada uno de los distintos
medios. En cambio, las cepas tipo T presentaron unos diametros muy homogéneos (p>0,05) en
las placas de CYA incubadas a 37°C'y en las de CYA20S, mientras que en las de CYA y MEA
incubadas a 25°C los didmetros presentaron una mayor variabilidad (p<0,01). Sin embargo,
mediante una prueba de t de Student no se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre

los didmetros obtenidos por ambos grupos de cepas.
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Con respecto a las caracteristicas microscopicas observadas en la presente memo'ria, algunas
de las estructuras presentaron unos valores muy poco homogéneos, como por ejemplo ia
longitud de los estipes, mientras que otras, como el diametro de los conidios presentd muy poca
variabilidad. Se detectaron diferencias significativas (p<0,01) mediante un analisis de la varianza
realizado entre las medidas de cada una de las estructuras estudiadas de las cepas ensayadas.
La longitud media de los estipes en el total de las cepas estudiadas fue de 1705,1 um y su
anchura media fue de 14,6 um. Las paredes de los estipes fueron lisas en todas las cepas y la
mayoria (60,9%) fueron incoloros, con tonalidades amarillentas o marrones al acercarse. a la
vesicula. Las vesiculas presentaron un diametro medio de 50,4 um con tonalidades oscuras en

la mayoria (80,4%) de las cepas. Las métulas y las fialides presentaron unos tamafios medios de
21,6x5,1 umy 7,1x2,7 um, respectivamente; en ambos casos se presentaron mayoritariamente
coloraciones oscuras, en un 77,2% y un 79,3% de las cepas, respectivamente. Los conidios,
esféricos y con un didmetro medio de 3,8 um, presentaron colores marrones o negros en un
" 75% de las cepas. Todas las cepas produjeron conidios con texturas rugosas y, en 41,3% de las
cepas, oramentados con crestas o protuberancias. Los resultados obtenidos en él total de las
cepas son compatibles con los descritos en la bibliografia consultada (11, 139, 216, 227) para

cepas del agregado A. niger.

A los 7 dias de incubacion a 25°C, todas las cepas presentaron conidios rugosos. Un 41,3% de
las cepas ensayadas en la presente memoria presentaron, a este mismo tiempo y temperatura
de incubacion, una evidente omamentacion de los conidios. En el 50% de los casos, la
ornamentacion estaba formada por crestas dispuestas longitudinalmente y en el 5[0% restante,
por protuberancias. En el estudio realizado por Al Musallam (1980) la diferenciacion de los
componentes del agregado A. niger se realizo, en la mayoria de los casos, basandose en la
observacion de la ornamentacion de los conidios tras 7-14 dias de incubacion a 25°C. Al
Musallam (1980) describié hasta nueve tipos distintos de ornamentacion de los corjidios. Segun
Kozakiewicz (1989), la maduracién de los conidios de las especies de la seccion Nigri es lenta y
en el caso de las cepas pertenecientes al agregado A. niger, puede tardar hasta 5 semanas de
incubacioén a condiciones optimas. Debido a esta lenta maduracién de los conidios de los
integrantes del agregado A. niger, Kozakiewicz (1989) desestimé la clasificacion de dicho
agregado realizada por Al Musallam (1980). En la presente memoria, las .cepés estudiadas
fueron agrupadas én dos tipos, N'y T, seglin el patron de RFLP del 5.85-TS rDNA presentado.
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Teniendo en cuenta la division de las cepas'ensayadas en los dos grupos N y T, Ia
ornamentacion se presento en un 56,8% de las cepas tipo N y en un 27,1% de las cepas tipo T.
Mediante la prueba de Chi cuadrado se enconfraron diferencias significativas (p<0,01) entre
ambos porcentajes. Asi pues, las cepas tipo N parecieron presentar una maduracion de los
conidios més rapida que las cepas clasificadas como tipo T. En las cepas tipo N, un 56%
presentaron una ornamentacion formada por estrias longitudinales, y el 44% restante, present6
una ornamentacion formada por protuberancias. Por el contrario, en el caso de las cepas tipo T,
un 38,5% de las cepas presentaron conidios con ornamentacion longitudinal y el 61,5% restante

presentaron una ornamentacion a base de protuberancias.

Kusters van Someren et al. (1991) propusieron la division del agregado A. niger en dos especies
morfologicamente idénticas, denominadas A. niger y A. tubingensis, basandose en criterios
moleculares. Curiosamente, las dos cepas que se utilizaron como representativas de los dos
grupos propuestos por Kusters van Someren et al. (1991) fueron agrupadas por Al Musallam
(1980) dentro de una misma subespecie (A. niger var. niger) del agregado A. niger. En la
presente memoria se dividieron las cepas ensayadas en dos grupos N y T, definidos basandose
- en los distintos patrones de RFLP del 58S ITS-rTDNA. Estos dos grupos N y T se
correspondieron con las dos especies propuestas por Kusters van Someren et al. (1991). Las
estructuras estudiadas en las cepas de ambos grupos presentaron medidas muy variables. Con
el fin de comparar los resultados obtenidos por las cépas de los grupos N y T, se realizé una
prueba de t de Student entre las medidas de cada una de las estructuras estudiadas de las
cepas ensayadas. Se encontraron diferencias significativas (p<0,01) entre las medidas de la
anchura de los estipes, fa longitud y anchura de las métulas y el diametro de los conidios. Entre
los resultados del resto de las estructuras estudiadas no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) entre los grupos N y T. En el caso de las medidas de las anchuras de los estipes, las
cepas tipo N presentaron una media de 14,9 um mientras que las cepas tipo T, 14,4 um. En el
caso de las métulas los valores medios fueron de 22,4 x 5,2 um y de 20,8 x 5,0 um, para las
cepas tipo N y tipo T, respectivamente. La media de los diametros de los conidios las cepas tipo
N fue de 4,0 um y los de las cepas tipo T, 3,6 um. Este dato concordd con la existencia de un
mayor porcentaje (significativamente diferente) de cepas con conidios ornamentados en el grupo
N (56,8%), que en las cepas del grupo T (27,1%). Estas bequeﬁas diferencias no constituyen
una caracteristica practica para diferenciar los grupos N y T ya que los rangos de valores

minimos y méximos obtenidos por ambos grupos de cepas son muy similares.
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6.2.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DEL
COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS A DISTINTAS TEMPERATURAS DE INCUBACION.

" En el presente estudio se han ensayado las siguientes temperaturas de incubacién: 5°C, 10°C,
15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C y 55°C. Ninguna de las cepas en estudio se

desarroll6 a las temperaturas de 5°C y 55°C (Figura 6).

Klich y Pitt, en su manual de identificacion (1988) ya comentan la incapacidad de A. niger para
desarrollarse a 5°C. La temperatura minima de desarrollo de las cepas del agregado A. niger
ensayadas en nuestro estudio fue de 10-15°C. Ninguna cepa fue capaz de desarrollarse a 10°C a
los 3 dias de incubacion, el 51,1% de las cepas estudiadas se desarroll a los 7 dias de incubacion
y las restantes a los 10 (41,3%) y a los 14 dias (7,6%). Coincidiendo con nuestros resultados, las
temperaturas minimas de crecimiento citadas para A. niger por Ayerst (1969) y Domsch et al.
(1980) oscilaron entre 10-12°C y 11-13°C, respectivamente. Otros investigadores citan rangos de

temperaturas minimas ligeramente superiores, de 6-8°C (205).

En las placas incubadas a 15°C un 97,7% de las cepas fue capaz de desarrollarse a los 3 dias y
todas crecieron a los 7 dias. A los 3 dias de incubacion todas las cepas ensayadas fueron capaces

de crecer a temperaturas comprendidas entre 20°C y 45°C.

Con respecto a la temperatura 6ptima de crecimiento, al comparar la media de los diametros
obtenidos a las distintas temperaturas estudiadas, se observo que tanto a los 3 como a los 7 dias
de incubacion, los valores méaximos se obtuvieron en las placas incubadas a 30°C y 35°C. La
temperatura Optima de crecimiento obtenida en nuestro estudio fue la de 35°C ya que, a esta
temperatura, las cepas estudiadas obtuvieron un desarrollo maximo a los dos tiempos de
incubacion ensayados, significativamente (p< 0,01) superior. Este resultado coincide con los
obtenidos por otros investigadores, que sitian la temperatura dptima entre 30°C y 35°C (13, 286) o
entre 35°C y 37°C (205). Por el contrario, a diferencia de los resultados obtenidos en la presente
memoria, Broncato y Golding (1953) indican que el didmetro maximo se obtiene entre 27°C y 33°C
sin que existan diferencias con el didmetro obtenido a 25°C. Ademas, en dicho trabajo (29) se
indica asimismo que las temperaturas superiores a 25°C no favorecen la esporulacion, hecho no

observado en nuestro estudio a 30°C, 35°C y 40°C.
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En el presente estudio, se determind la tempefatura de 45-50°C como la temperatura maxima de
crecimiento para las cepas del agregado A. niger ensayadas. A 50°C se desarrollaron el 9,8% de
las cepas a los 3 dias y el 10,9% de las cepas a los 7 dias. Los hongos considerados como
termotolerantes pueden desarrollarse a la temperatura de 50°C (o superior) y crecen bien a
temperaturas inferiores a 20°C, a diferencia de los hongos terméfilos, cuya temperatura minima de
crecimiento es de 20°C (o superior) y su temperatura maxima se sitia por encima de los 50°C
(199): En el género Aspergillus hay buenos ejemplos de hongos termotolerantes, en especial A.
fumigatus y el teleomorfo Neosartorya fischeri (62, 73, 74, 159, 188). Las temperaturas maximas de
crecimiento citadas por otros autores para A. niger, similares a la obtenida en la presente memoria,
oscilaron entre 43°C y 45°C (13), entre 45°C y 47°C (205) y entre 47°C y 48°C (68).

Algunos estudios mencionaron su aislamiento a 45°C a partir de diversos substratos naturales
(159), asi como su capacidad de resistir temperaturas de 45°C durante el almacenamiento (233) o
de 65°C durante el compostaje (68). Asimismo, A. niger fue aislado de sorgo tratado a 80°C
durante 12 minutos (186). Cabe destacar que se aislaron cepas de A. niger de ambientes
expuestos a altas temperaturas como saunas y arena del desierto (68). EI punto de muerte térmica
de los conidios de A. niger citado por varios autores (17, 47, 68) oscila entre los 50°C y 60°C,

dependiendo de la aw y la duracién de la aplicacién del calor.

La capacidad de crecimiento a temperaturas extremas se utilizé en la diferenciacién de especies
dentro de la Seccién Flavi (153). Asi, la capacidad de desarrollarse a 42°C permite distinguir entre
A. flavus y A. nomius, dos especies morfologicamente muy similares. En el presente trabajo se han
clasificado las cepas ensayadas en dos grupos (tipo N y tipo T) segin el patron de RFLP del
5.8S-ITS rDNA mediante el método descrito en el apartado 4.2.2.4. El total de las cepas se ha
desarrollado de forma muy homogénea, salvo en los casos de las temperaturas minima y maxima
de crecimiento. De las 10 cepas desarrolladas a 50°C, un 70% fueron clasificadas como tipo T'y
un 30% como tipo N. Mediante la prueba de Chi cuadrado, no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) entre el nimero de cepas desarrolladas de ambos grupos. Por otra parte,
de las 47 cepas desarrolladas a 10°C, un 87,23% fueron clasificadas como tipo Ty un 12,77%
como tipo N. El 85,4% de las cepas tipo T crecieron a los 10 dias de incubacion a 10°C,
mientras que tan sélo se desarrollé un 6,8% de las cepas tipo N (Figuras 6 y 7). Una prueba de
Chi cuadrado demostré la existencia de diferencias significativas (p<0,01) entre el nimero de

cepas desarrolladas de ambos grupos. Los didametros de las colonias desarrolladas en el ensayo
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realizado a 10°C fueron similares en ambos grupos y no se observaron diferencias significativas
(p>0,05) entre ellos. Asi pues, el estudio de la capacidad de crecimiento a los siete dias de
incubacion a 10°C de las cepas del agregado A. niger puede ser de utilidad para diferenciar
entre las dos especies propuestas por Kusters van Someren et al. (1991), con un cierto margen

de error, debido a que existen cepas tipo N capaces de desarrollarse a dichas condiciones.

En el total de las cepas ensayadas no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre
los diametros de las colonias obtenidas a las temperaturas extremas de crecimiento; es decir, en
la lectura realizada a los 3 dias de incubacion, entre las temperaturas de 15°C y 50°C y en la
lectura realizada a los 7 dias de incubacion, entre las temperaturas de 10°C y 50°C. Siendo
significativamente diferentes (p<0,01) los diametros obtenidos en las placas incubadas durante 3
y 7 dias en el resto de temperaturas. Sin embargo, al dividir las cepas ensayadas en los dos
grupos Ny T, en las cepas tipo N no se encontraron diferencias significativas entre los didmetros
de las colonias desarrolladas a los 3 y 7 dias de incubacion a 30°C y 35°C ni en las
desarrolladas a los 3 dias de incubacion a 25°C y 40°C. Asi, en las cepas tipo T, la temperatura
Optima fue de 35°C y en las cepas tipo N, de 30-35°C (Figuras 10 a 12). En el ensayo realizado a
15°C, la media de los didametros obtenidos por las cepas del tipo T fueron ligeramente superiores
a los desarrollados por las cepas del tipo N, tanto a los 3 (p<0,05) como a los 7 dias (p<0,01) de
incubacién. Los diametros de las colonias de las cepas del tipo N fueron ligeramente superiores
a los 3 dias de incubacion a 20°C (p<0,05), 25°C (p<0,01), 30°C (p<0,01) y 40°C (p<0,01) y a los
7 dias de incubacion a 20°C (p<0,05), y 40°C (p<0,01). En el resto de los ensayos realizados no

se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre ambos grupos de cepas.

Teniendo en cuenta la mayor capacidad de desarrollarse a 10°C y los mayores didmetros
presentados por las colonias desarrolladas a 15°C, parece ser que las cepas tipo T inician antes

su desarrolio a bajas temperaturas que las tipo N.

6.2.3.1. Discusion de los resultados correspondientes al estudio de las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas a las temperaturas minima y maxima de crecimiento.
Respecto a las caracteristicas macroscopicas determinadas en las colonias desarrolladas a las

temperaturas minimas y maximas de crecimiento, cuyos resultados estan detallados en las Tablas

33 a 36 cabe destacar que en ninguno de los casos se observo la presencia de pigmento difusible

182



en el medio de cultivo ni la formacion de gotas de exudade.

A la temperatura minima de crecimiento ninguna de las cofonias desarrolladas mostrd su tipica
coloracion negra, sino que mayoritariamente presentaron coloraciones blanquecinas (90,2% de las
cepas) o amarillentas (21,7%). Las coloraciones presentadas en el reverso fueron
mayoritariamente amarillentas (70,7%) o blancas (39,1%). La textura presentada en la mayoria de
las cepas fue la aterciopelada (76,1%) si bien algin caso mostréd texturas ligeramente flocosas
(33,7%) o lanosas (11,9%). El 4,4% de las cepas presentaron micelio aéreo blanquecino. En
ninguno de los casos se observo la formacion de surcos. Si tenemos en cuenta la division de las
cepas ensayadas en los grupos N y T basada en las diferencias existentes en los patrones de
RFLP del 5.8S-ITS rDNA, no se observan diferencias entre las caracteristicas morfologicas

estudiadas.

Las colonias desarrolladas en las placas incubadas a las temperaturas extremas superiores (45°C
y 50°C) presentaron, de forma mayoritaria, las siguientes coloraciones: blanco (67,4%); negro
(33,7%), marron claro (10,9%); verde oscuro (9,8%); amarilento (8,6%). Las coloraciones
presentadas en el reverso fueron mayoritariamente amarillentas (89,1%) o blanquecinas (54,4%),
siendo las texturas de las colonias aterciopeladas (70,7%), flocosas (57,6%) o lanosas (11,9%).
Solamente el 2,2% de las cepas presentaron micelio aéreo. Un 67,4% de las colonias
desarroffadas a la temperatura maxima de crecimiento presentaron la formacion de surcos radiales
y un 36,9% la de surcos concéntricos. Un 14,1% de las cepas presentaron un aspecto
cerebriforme. Los resultados obtenidos fueron practicamente iguales en los grupos Ny T, a
excepcion del aspecto cerebriforme de la colonia, que se presentd en un 22,9% de las cepas tipo

T, mientras que sélo en un 4,6% de las cepas tipo N.

Respecto a las caracteristicas microscopicas determinadas en las colonias desarrolladas a las
temperaturas minimas y maximas de crecimiento (Tablas 33 a 36), cabe destacar que, en el caso
de las temperaturas minimas de crecimiento mayoritariamente se presento la formacién de micelio
estéril (72,8%), al contrario de lo que paso con las temperaturas maximas de crecimiento en las
que, mayoritariamente se mostrd un aspecto microscopico normal (69,6%). Las alteraciones en la
microscopia normal observadas fueron la presencia de vesiculas sin métulas ni fidlides (8,7%) en
las preparaciones realizadas a partir de las placas incubadas a las temperaturas minimas de

crecimiento. Con respecto a las preparaciones obtenidas a partir de las colonias desarrolladas a las
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temperaturas maximas de crecimiento las alteraciones observadas fueron la presencia de
vesiculas sin métulas ni fidlides (15,2%) o de alteraciones en el estipe (5,4%) o, en menor grado,

en las métulas.

6.2.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA DETERMINACION DE
LA RESISTENCIA AL NaCt.

En el presente estudio, realizado para determinar la resistencia al NaCl de las cepas del agregado
A. niger, se observd que, aunque existié una cierta variabilidad en los diametros de las cepas
ensayadas, a bajas concentraciones de NaCl, los diametros de las colonias aumentaron para,
seguidamente, al aumentar la cantidad de sal, disminuir de forma progresiva hasta .Ia total

inhibicion del desarrollo.

Se han realizado varios estudios sobre Ia tolerancia a altas concentraciones de sal por parte de
especies fungicas tanto saprofitas como patégenas para el hombre y los animales domésticos (10,
34, 69, 106, 131, 132, 205, 251). En el género Aspergillus se ha realizado también algin estudio
sobre la tolerancia a elevadas concentraciones de NaCl (12, 251, 298). Aspergillus ha sido descrito
como muy resistente a altas concentraciones de sal (298) e incluso algunos autores afiaden un 6%
0 un 8% de NaCl al medio de aislamiento utilizado para aislar especies tales como A. flavus o A.
niger (123, 299).

En la presente memoria, en el ensayo realizado a 16% de NaCl se desarrollé un 11,9% de las
cepas incubadas a la temperatura de 25°C mientras que, de las cepas incubadas a 35°C sélo se
desarrolld un 4%. Ninguna cepa se desamollo a un 18% de NaCl, a las dos temperaturas de
incubacion énsayadas (Figura 13). Estos resultados concuerdan con los del estudio realizado por
Schébom (1981) que, a una temperatura de incubacion intermedia (30°C), presentd un resultado
intermedio a los obtenidos en la presente memoria a 25°C y 35°C. En dicho estudio (251) A. niger
fue, junto con A. fumigatus, una de las especies del género Aspergillus menos resistentes al NaCl.
Otros investigadores (12, 298) en cambio indican que las cepas del agregado A. niger pueden

llegar a desarrollarse a concentraciones de hasta un 20% de sal.
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La determinacion de la resistencia al NaCl en la presente memoria ha sido realizada a dos
temperaturas, a 25°C (temperatura de identificacién de las cepas) y a 35°C (temperatura 6ptima de
crecimiento, ver el apartado 6.2.3.). Ritchie (1957), refiriéndose a hongos marinos, indica que, en
algunos de ellos, un aumento de la temperatura de incubacion favorece el crecimiento a
concentraciones elevadas de NaCl. En el presente estudio se observd que las medias de los
diametros de las colonias desarrolladas por las cepas a las distintas concentraciones de NaCl en el
estudio realizado a 35°C fueron superiores a las desarrolladas a 25°C (Figura 16). Mediante una
prueba de t de Student se compararon los didmetros de las colonias desarrolladas a las dos
temperaturas de incubacién ensayadas. Se observaron diferencias significativas (p<0,01) entre los
resultados obtenidos a los 3 dias de incubacion a 25°C y a 35°C en todas las concentraciones de
NaCl ensayadas. A los 7 dias de incubacion, no se encontraron diferencias significativas (p>0,05)
en los ensayos realizados a las concentraciones de 2%, 4% y 16% NaCl. En el resto de ensayos
realizados a 35°C, los diametros de las colonias desarrolladas tras los 7 dias de incubacion a las
dos temperaturas ensayadas fueron ‘signiﬁcativamente diferentes (p<0,01). El hecho de no
encontrar diferencias significativas entre los resultados obtenidos en el caso de los ensayos
realizados a un 2% y un 4% de NaCl, se debio, probablemente, al gran nlimero de cepas que
invadieron la totalidad de la superficie del medio de cultivo antes de los 7 dias de incubacion,
limitando asi su crecimiento (Tabla 43 y Figura 21). Pese a obtenerse unos mayores diametros en
las colonias desarrolladas a 35°C, el nimero de cepas desarrolladas a 25°C fue significativamente
(p<0,01) superior en los ensayos realizados a las concentraciones de NaCl def 8% (a los 3y 7 dias
de incubacion), 10% y 12% (7 dias de incubacion) (Tablas 37 y 38). Asimismo, la media geométrica
de las CMI obtenidas en el ensayo realizado a 25°C, fue superior a la obtenida en el ensayo
realizado a 35°C (Tablas 54 y 55). Estos resultados parecen indicar una mayor resistencia a la sal

por parte de las cepas del agregado A. nigera 25°C.

Los diametros coloniales medios obtenidos en las placas que contenian un 2% y un 4% de NaCl
fueron mayores que los obtenidos en las placas control sin NaCl afiadido, lo que indica que bajas
concentraciones de NaCl estimulan el crecimiento de las cepas del agregado A. niger. Esta
estimulacion del crecimiento fungico a bajas concentraciones de sal ha sido descrita por otros
autores dentro del género Aspergillus (298) y en A. niger (50, 68). A partir de una concentracion del
6% de NaCl, se observd una reduccion progresiva de la media de los didmetros coloniales hasta

que, a la concentracién del 18% se produjo una inhibicion total del desarrollo.
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En el presente trabajo los didmetros maximos obtenidos a los 7 dias de incubacion a las dos
temperaturas ensayadas se obtuvieron a una concentracion del 2% de NaCl, seguidos de los
obtenidos al 4% de NaCl y de los de las placas control. En el estudio realizado a 25°C se
obtuvieron diferencias significativas (Tabla 37) entre los diametros medios obtenidos de las placas
con un 2%, 4% NaCl y las placas control sin NaCl afiadido. En el estudio realizado a 35°C, no se
detectaron diferencias significativas (Tabla 38) entre estos diametros medios, probablemente
debido a fa limitacién del crecimiento de la cepa anteriormente mencionado. Dichos resultados
coinciden con los obtenidos por otros autores, que indicaron que el crecimiento dptimo de A. niger
se produjo a la concentracion de 3% de NaCl (68) o a la de 3,4_1% NaCl {50).

Aspergillus niger ha sido aislado de productos tales como jamones (110, 197) o pescados en
salazon (12, 215) con concentraciones de sal que oscilan entre un 5% y un 10% o entre un 10%y
un 33%, respectivamente. Cabe destacar que A. niger se aislé de salinas, estuarios, marismas y
otros ambientes marinos (68). Dzawachiznili et a/. (1964) indicaron que el mar podria ser un posible
reservorio para hongos patdgenos. Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que
A. niger puede desarrollarse perfectamente en ambientes marinos, ya que la concentracion de sal
del agua de mar (3,4%) es cercana a la concentracion de NaCl dptima para su desarrollo. Dada su
capacidad patogénica y la descripcién de A. fumigatus como causante de procesos infecciosos en
mamiferos marinos (67, 228, 327) y en abanicos de mar (Gorgonia spp.) (272, 273) no debe

descartarse la posible implicacién de A. niger en aspergilosis en habitats marinos.

Algunos autores destacan que, debido a lo constante de la tolerancia al NaCl dentro de una misma
especie, la determinacion de la resistencia al NaCl puede ser una caracteristica de interés
taxondmico (131, 132, 298). Los valores de los diametros de las colonias desarrolladas por las
cepas pertenecientes a los dos grupos N y T (descritos a partir de las diferencias entre sus
patrones de RFLP del 5.8S-ITS rDNA) fueron muy similares (Figuras 19 y 20), no encontrandose
diferencias significativas (p>0,05) entre estos resultados presentados por ambos grupos. Con
respecto al numero de cepas desarrolladas a cada una de las concentraciones de NaCl
ensayadas, solo se encontraron diferencias signiﬁcativas (p<0,01) en los ensayos realizados a 10%
y 12% de sal, en los que las cepas pertenecientes al tipo N presentaron una resistencia

ligeramente superior (Tablas 39 a 42 y Figuras 14 y 15).
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6.2.3.1. Discusion de los resultados correspondientes al estudio de las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas a la maxima concentracion de NaCl a 25°C y 35°C.

Respecto a las caracteristicas macroscdpicas de las colonias desarrolladas a concentraciones
extremas de NaCl Gnicamente un 14,1% de las cepas incubadas a 35°C presentaron un color
negro 0 marrén oscuro que puede ser considerado tipico de .Ias colonias del agregado A. niger
crecidas en agar extracto de malta al 2%. Las coloraciones de la mayoria de las colonias fueron
amarillentas (40,2%), blancas (38,04%) o marron claro (29,35%). A 25°C, los colores
predominantes en los anversos fueron el blanco (79,34%) y el amarillo (36,45%). Con la excepcidn
de las tonalidades anaranjadas aparecidas en un 5,4% y en un 28,3% de las cepas incubadas a

25°C y 35°C respectivamente, los reversos no difirieron de las coloraciones tipicas.

A concentraciones extremas de sal, la formacion de surcos radiales se produjo en el 31,5% y la de
surcos concéntricos en un 20,7% de las colonias desarrolladas a 25°C y en un 58,6% de las
colonias desarrolladas a 35°C. A la temperatura de 25°C, los surcos presentados fueron radiales y
centrales, mientras que a 35°C un 71,7% de los surcos fueron radiales, y solo 9,8% centrales. A
25°C, las texturas fueron aterciopeladas (84,8%) frente a texturas flocosas (7,6%) y lanosas (13%)
y a 35°C las texturas fueron aterciopeladas (57,6%), lanosas (27,2%) y flocosas (23,9%). A medida
que aumentaba la concentracion de NaCl en el medio de cultivo en las placas incubadas a 25°C y
35°C se observaron coloraciones mas claras en las colonias, un incremento de la produccién de
micelio aéreo blanco (en un 53,26% y un 57,6% de las cepas incubadas a 25°C y 35°C,
respectivamente) y la produccion de pigmentos carotenoides (en un 37% y un 54,3% de las cepas
incubadas a 25°C y 35°C). Esta alteracion en la pigmentacion ha sido descrita en hongos
sometidos a altas concentraciones de NaCl (34, 69, 298). En alglin caso, como sucedié en otros

estudios (34), esta pigmentacion desaparecia al llegar a la concentracion maxima de NaCl.

Respecto a las caracteristicas microscapicas determinadas a las concentraciones extremas de
NaCl a las temperaturas de 25°C y 35°C (Tablas 56 a 59), cabe destacar que las colonias
desarrolladas a 25°C mayoritariamente presentaron la formacion de micelio estéril (67,4%), al
contrario de lo que pasé con las colonias desarrolladas a 35°C, que mayoritariamente mostraron un
aspecto microscopico normal (71,7%). Las alteraciones en la microscopia observadas en las
preparaciones realizadas a partir de las placas incubadas a 25°C fueron la presencia de vesiculas

sin métulas ni fialides (9,8%) alteraciones en las métulas (8,7%). Con respecto a las preparaciones

187



obtenidas a partir de las colonias desarrolladas a 35°C fueron la presencia de vesiculas sin métulas
ni fialides (18,5%), alteraciones en las métulas (8,7%) y hifas (6,5%) y en una cepa, la presencia de
heteromorfismo. Las alteraciones en las hifas inducidas por el NaCl han sido descritas en estudios
realizados por otros autores en hongos dermatofitos (34) y en el agregado A. niger (208). La
presencia de heteromorfismo, la aparicion de cabezaé conidiales con métulas anormalmente
alargadas con el apice hinchado y recubierto por métulas y fialides normales, ha sido descrita
con anterioridad en la Seccion Nigri (11, 217, 277). Esta caracteristica se presenté en la especie
A. heteromorphus descrita a partir de una cepa contaminante de un cultivo de Trichophyton (11,
217) y en una cepa aislada en un estudio realizado con muestras de suelo de las proximidades del
Mar,Muerto, un ambiente con una elevada concentracion de NaCl (277). Dicha cepa fue descrita
como una nueva especie, llamada A. pseudo-heteromorphus, por parte de los autores del

mencionado estudio (277).

6.2.5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA
PRODUCCION DE OCRATOXINA A,

La técnica de extraccion a partir de los bocados de cultivos en agar ha resultado ser rapida,
sencilla y limpia. Bragulat et al. (1998) describieron la extraccion a partir de los bocados de agar,
combinandola con la deteccion de la OA mediante HPLC. En la presente memoria, se combind
el método de extraccion a partir de los bocadoé de agar con la deteccion de la OA mediante
TLC. Asi, con la asociacion de estas dos técnicas, se obtuvo un buen metodo de criba para
detectar cepas productoras de OA. La técnica de TLC es adecuada en estudios en los que se
analiza un gran numero de cepas debido a su sencillez y bajo coste de realizacion. No obstante,

para la cuantificacién de los niveles de OA producidos es aconsejable la utilizacion de HPLC.

Existen otrbs metodos parecidos que utilizan la técnica de TLC, como el descrito por Filtenborg y
Frisvad (1980), en el que se realiéan improntas de los bocados de agar directamente sobre los
cromatofolios. Esta técnica de criba (78, 79), si bien es tan rapida como la empleada en nuestro
estudio, presenta una serie de desventajas. Primero, hay que tener una cierta habilidad y precision
en el manejo de los bocados de agar. Una vez retirado el bocado de agar del cultivo, hay que
colocarlo en el punto de la placa que nos interese, presionar y luego retirarlo (en el caso de utilizar

el medio CYA, hemos de inocular unas gotas de una mezcla de cloroformo y metanol en el lado
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con crecimiento fungico antes de realizar la impronta). Esta operacion debe repetirse unas dos
veces mas, procurando realizar la impronta siempre en el mismo punto. El manejo de los bocados
de agar en el método usado en el presente estudio es mucho mas sencillo, ya que sélo hay que
introducirlos en los viales en los que se realizara la extraccion. Segundo, es muy dificil controlar el
diametro del indculo que se produce al realizar las improntas sobre el cromatofolio. Los indculos
producidos con los bocados de agar son mucho mas grandes e irregulares que los obtenidos al
inocular un extracto con una microjeringa. Asi, las carreras que se producen al desarrollarse
mediante TLC los indculos obtenidos con nuestra técnica son mas claras y definidas. Tercero, si
pasado un tiempo interesase repetir la prueba o realizar ofras determinaciones, tendriamos que
volver a realizar la siembra en CYA y agar YES. Por el contrario, los extractos obtenidos con el
metodo utilizado en el presente trabajo pueden conservarse a 4°C el tiempo que nos interese e

incluso los podemos inyectar en un HPLC.

La férmula del medio de cultivo agar YES utilizada en la presente memoria, siguiendo las
indicaciones de Bragulat ef al. (1998), contiene 0,5 g/l de sulfato de magnesio. La adicion de
sulfato de magnesio al medio de cultivo YES mejora la produccién de micotoxinas (79). En la
técnica de Filtenborg y Frisvad (1980), el medio de cultivo recomendado para la deteccion de
una micotoxina extracelular como la OA fue el YES agar, mientras que para metabolitos
intracelulares se recomendé el medio CYA (82, 210). Por el contrario, otros investigadores (6)
aconsejan el uso del medio CYA para la deteccion de la OA. En la presente memoria la
produccion de OA por parte de las seis cepas ocratoxigénicas se ha podido observar en ambos

medios de cultivo.

Mediante el método de RFLP del 5.8S ITS-rDNA descrito en el apartado 4.2.2.4., las 92 cepas
ensayadas en el presente estudio han sido divididas en tipo N y tipo T, correspondientes a A.
niger y a A. tubingensis, respectivamente; las dos especies propuestas por Kusters van
Someren et al.(1991). Las seis cepas productoras de OA fueron clasificadas como tipo N,
mientras que ninguno de los aislamientos clasificados como tipo T produjeron OA. Asi pues,
parece ser que los aislamientos de A. tubingensis no son capaces de producir OA. Hasta el
momento todas las cepas ocratoxigénicas del agregado A. niger cuyo patron de RFLP es
conocido pertenecen a A. niger. Este hecho, de confirmarse en préximos estudios, es de gran
importancia, ya que permitiria la discriminacion de las cepas posiblemente ocratoxigénicas.

Segundo, por ser una diferencia que proporcionaria una aplicacion practica a la division del
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agregado A. niger en dos especies propuesta por Kusters van Someren et al. (1991), hasta la
fecha solamente justificada mediante anélisis de RFLP del rDNA (158, 178, 309, 310) y mtDNA
(309, 310) y analisis de RAPD (178). Al proponerse la separacion del agregado A. niger, Kusters
van Someren et al. (1991) sugirieron que las cepas de A. fubingensis deberian tener también la
categoria GRAS de la FDA. A la luz de los resultados expuestos en este estudio, quiza se
deberia tener en cuenta esta sugerencia, y revisar la concesion de la categoria GRAS que
poseen las cepas pertenecientes al agregado A. niger que, mediante alguna de las técnicas

moleculares descritas (7, 158, 178, 309, 310) se clasifiquen como A. niger.

La concentracion de OA producida por las seis cepas ocratoxigénicas estudiadas en nuestro
estudio es similar a la obtenida por cepas del agregado A. niger en otros estudios (200, 296).
Ademas, la produccion de OA por parte de cepas del agregado A. niger ha demostrado ser muy
estable, ya que algunos aislamientos (A75 y A136) contindan produciendo niveles muy
parecidos de OA (3) incluso después de mas de siete afios de mantenimiento ‘a 4°C en nuestra
propia coleccion de cultivos. Por otra parte, la cepa ATCC 22343, descrita como productora de
pequefias cantidades de OA por Téren et al. (1996) mediante técnicas ELISA no ha sido
detectada como ocratoxigénica en nuestro estudio. Esta cepa ha sido clasificada en el presente

trabajo como tipo N.

Desde la primera descripcion de la capacidad ocratoxigénica de A. niger var. niger (3), el niamero
de estudios dedicados a la produccion de OA por parte de especies de la seccion Nigri ha ido en
aumento (109, 115, 200, 295, 296, 322). Las especies ocratoxigénicas de la seccidn Nigri son
las pertenecientes al agregado A. niger y A. carbonarius. Pese a que A. carbonarius presenta
unos poréentajes muy altos de cepas ocratoxigénicas, de entre un 42% (296) y un 91% (109), la
produccion de OA por parte del agregado A. niger tiene una especial importancia debido a la
mayor frecuencia de aislamiento de sus especies (227) y a la utilizacién industrial de las mismas.
Los porcentajes de produccion de OA por parte de cepas del agregado A. niger varian
considerablemente entre los distintos estudios publicados. En un trabajo realizado con 27 cepas
de coleccion es del 18.5% (200); en un estudio con 30 aislamientos de muestras de granos de
café es del 6.6% (191); en un trabajo realizado con 100 cepas (procedentes de colecciones de
cultivo y aislamientos de campo) es de un 3% (296) y en otro con 115 aislamientos de pasas es
de un 1.7% (109). El porcentaje de produccion de OA por parte de las cepas estudiadas en el

presente estudio es del 6,5% pero si solo tenemos en cuenta las cepas de tipo N, este

190



porcentaje alcanza un 13.6%. La elevada variabilidad de los resultados obtenidos entre los
distintos estudios, dejando de lado las diferencias entre los nimeros de cepas ensayadas,
puede deberse a la distribucion de las mismas entre las dos especies propuestas por Kusters

van Someren et al. (1991) A. nigery A. tubingensis, hasta ahora desconocida.

Desde la descripcion de la OA en 1965 (179), la produccion de OA por parte de A. ochraceus ha
resultado ser bastante variable en los distintos estudios publicados. Los porcentajes de cepas
ocratoxigénicas de A. ochraceus observados varian entre los siguientes valores: 54,5% (111);
alrededor de un 30% (42, 51, 226, 310); entre un 20% y un 10% (1, 126) y porcentajes inferiores
aun 10% (175, 182, 216). Algunos de estos porcentajes pueden resultar engafiosos puesto que
estan extraidos de estudios realizados con un bajo nimero de cepas. A medida que se
incrementa el nimero de cepas en dichos estudio, el porcentaje de cepas productoras de OA
disminuye. Asi pues, el estudio (111) que obtiene el maximo porcentaje de cepas de A.
ochraceus ocratoxigénicas (54,5%) esta realizado solamente sobre 11 cepas y los estudios que
comprenden numeros de cepas como 60 0 59 obtienen unos porcentajes de cepas productoras
bastante menores, como un 8,3% y 3,3%, respectivamente (182, 216). Por el contrario, se han
publicado estudios en los que no se detectaron cepas de A. ochraceus ocratoxigénicas (37, 244)
o en los que la cantidad de OA producida resultd ser muy baja (175, 310) y sélo detectable en la
mayoria de las cepas ensayadas mediante técnicas de ELISA (310). La produccion de OA por
parte de A. ochraceus en la bibliografia consultada (1, 51, 111, 226, 311) resultd ser muy .
variable. La concentracion de OA estimada por parte de la mayoria de cepas de A. ochraceus
ensayadas se situ6 en un rango de entre 0,07 y 9,0 ug/ml (1, 51, 175, 226), resultados similares
a los obtenidos en el presente estudio con cepas del agregado A. niger. Sin embargo, se han
descrito algunas cepas con una produccion de OA muy superior, de 240 ug/mi (51, 311) o
incluso de hasta 1497 pg/g (111). Teniendo en cuenta ademas que no es una especie
demasiado frecuente, algunos autores (175, 216) han puesto en duda la importancia real de la
produccion de OA por parte de A. ochraceus. En cambio, parece probable que las especies
ocratoxigénicas de la seccion Nigri sean las principales implicadas de la contaminacion por OA
en zonas tropicales o ecuatoriales donde A. ochraceus no parece estar muy extendido y P.
verrucosum no tiene su nicho ecolégico (216). Asi pues, parece factible que A. niger sea el
responsable del origen de la OA presente en productos procedentes de esas zonas como, por
ejemplo, el café. Se han realizado estudios en los que se intentd relacionar la contaminacién por
OA en productos como café (30, 191, 295), piensos (282) y materias primas (145, 175) con la
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micoflora existente en dichos substratos. En algunos de estos estudios se aislaron cepas
ocratoxigénicas de A. niger en muestras de café contaminado por OA (191, 295). Sin embargo,
en otros trabajos, pese a aislar cepas de A. niger de las muestras estudiadas, al no aislar cepas
de P. verrucosum o de A. ochraceus ocratoxigénicas, los autores concluyeron que el origen de
la contaminacion por OA era incierto (175, 282) y, en el caso del café, que ésta se produjo antes
de la cosecha (30). Cabe la posibilidad que las cepas aisladas de A. niger contribuyeran a la

contaminacion por OA de las muestras analizadas en estos estudios.
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