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RESUMEN

Fusarium es un género fuangico amplio y diverso de diferentes complejos de
especies, causante de una gran variedad de enfermedades en plantas, productor de
diversas toxinas y representa un importante patégeno oportunista en humanos. La
identificacion de las especies de Fusarium ha sido por mucho tiempo una tarea
compleja y controversial. Esto es debido principalmente a la aplicacion de diferentes
sistemas taxonOmicos y la inherente variabilidad morfol6gica de algunas de estas
especies. Estas caracteristicas requieren de la revision por parte de un experto
micologo, con el fin de lograr un acertado y confiable diagnoéstico, el cual es crucial
en el manejo de enfermedades o infecciones y estudios de diversidad genética. En
Colombia, se ha reportado un incremento anual del 317 % de casos de infecciones
causadas por Fusarium, entre 1995 y 2003, sin embargo en centros especializados a
nivel nacional en micologia médica, no se lleva a cabo un diagnéstico a nivel de
especie. El objetivo de este estudio fue el de establecer la identidad de aislamientos
clinicos de Fusarium, mediante el uso de un marcador molecular. Para lograr este
objetivo se llevo a cabo la identificacion de los 59 aislamientos mediante consulta en
la base de datos Fusarium-ID con base en secuencias codificantes del factor de
elongacion de la traduccion EF-1a. Los resultados obtenidos permitieron observar la
agrupacion de los 59 aislamientos en tres complejos de especies: Fusarium
oxysporum (FOSC), Fusarium solani (FSSC) y Fusarium incarnanatum-equiseti
(FIESC). Basado en los resultados, se observa que el uso de las secuencias
codificantes para el factor de elongacién de traduccién permiten una confiable
clasificacion de los aislamientos de origen clinico y permite ratificar la utilidad que
posee este marcador molecular en los distintos complejos de Fusarium.
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Identification of clinical isolates of Fusarium spp by molecular
methods in Colombia

ABSTRACT:

Fungal genus Fusarium is a large and diverse species of different complexes,
causing a variety of diseases in plants, producing various toxins and represents an
important opportunistic pathogen in humans. Identification of Fusarium species has
long been a complex and controversial. This is mainly due to the application of
different taxonomic and morphological variability inherent to some of these species.
These features require review by an expert mycologist, in order to achieve an
accurate and reliable diagnosis, which is crucial in the management of diseases or
infections and genetic diversity studies. In Colombia, the Medical Mycology
Laboratory, Faculty of Medicine, University of Antioquia has reported an annual
increase of 211% of cases of infections caused by Fusarium, between 1990 and
2000 and the Medical Mycology Unit and Experimental Corporation Biological
Research (CIB) of 317 % between 1995 (29 isolates) and 2003 (92 isolates),
however in such centers nationwide in medical mycology, not carried out a diagnostic
at the species level . The objective of this study was to establish the identity of
clinical isolates of Fusarium, by using a molecular marker. To achieve this goal was
conducted to identify the 59 isolates by consulting the database Fusarium -ID based
on the coding sequences of elongation factor EF- 1a translation. The results allowed
us to observe the grouping of the 59 isolates into three species complexes: Fusarium
oxysporum (FOSC), Fusarium solani (FSSC) and Fusarium incarnanatum - equiseti
(FIESC). Based on the results, it appears that the use of coding sequences for
translation elongation factor permit reliable classification from clinical isolates and
can confirm the usefulness of this marker has different molecular complexes on
Fusarium.
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INTRODUCCION

Fusarium es uno de los géneros
fangicos mas importantes a nivel
mundial por su patogenicidad a
plantas, humanos y animales y la
produccion de toxinas. Las especies
de este género durante afios
recientes han aumentado  su
implicacion en enfermedades en
humanos y hoy en dia representan la
segunda causa de infecciones
fungicas invasivas en humanos con
altas tasas de morbilidad y mortalidad
(Alastruey-lzquierdo et al. 2008). El
espectro de infecciones pueden ser
desde tipo superficial (onicomicosis y
queratitis), invasivas locales, hasta

diseminadas; estas Ultimas se
presentan exclusivamente en
pacientes severamente

inmunocomprometidos (Guilhermetti
et al. 2007). De igual manera
especies de Fusarium también
pueden causar enfermedades
alérgicas como es la sinusitis en
individuos inmunocompetentes (Nucci
y Anaissie, 2007).

La taxonomia de Fusarium es muy
compleja y ha sufrido varios cambios
(Llorens et al. 2006). En especial las
secuencias de ADN de varios loci han
permitido establecer varios complejos
de especies, como: F. solani (FSSC),
F. oxysporum (FOSC), F. incarnatum-
equiseti (FIESC), F. chlamydosporum
(FCSC), F. tricinctum (FTSC), F.
dimerum (FDSC) y Gibberella fujikuroi
(GFSC) (O’Donnell et al. 2010e, Park
et al. 2011). Actualmente es aceptado

gue los taxones que anteriormente se
pensaba representaban como
especies, actualmente son complejos
de especies. (Kvas et al. 2009).

La identificacion precisa y rapida de
la especies de Fusarium es critica
para predecir el potencial patégeno
de dichos aislamientos y administrar
el mejor tratamiento (Alastruey-
Izquierdo et al. 2008, Landlinger et al.
2009, Sampietro et al. 2010). Los
métodos  moleculares que se
fundamentan en la comparacién de
secuencias de ADN son actualmente
los mas utilizados para el estudio de
genética de poblaciones, taxonomia,
filogenia y sistematica de Fusarium.
La secuenciacion de multiples loci,
como el factor de elongacion de la
traduccion 1a (EF-1a, TEF), una
region de la subunidad mayor de la
ARN polimerasa Il (RPB2), la
topoisomerasa Il y las regiones ITS
del ADN ribosomal se han utilizado
para sistematica molecular (Balajee
et al. 2009).

Genes codificantes de proteinas, con
numerosas porciones intronicas, se
consideran potenciales marcadores
en estudios taxonomicos a nivel de
especie en hongos, dado que estos
tienden a variar a altas tasas en
comparacion con los marcadores
utilizados comunmente como el ITS y
las regiones del ARN ribosomal
nuclear (Harrow et al. 2010). El gen
EF-1a ha mostrado una alta senal
taxondmica para todos los complejos
de especies del género (FSSC,
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FOSC, FIESC, FCSC, FTSC, FDSC y
GFSC) (O’Donnell et al. 2009d).

Solo los genes EF-1a y RPB2 tienen
un adecuado nivel de resolucion y
han demostrado un alto grado de
concordancia en sus resultados al ser
usados de forma individual y conjunta
(Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz
2003, Balajee et al. 2009). Por todo lo
anterior los genes EF-1a y RPB2
fueron utilizados para estudiar la
taxonomia de aislamientos clinicos de
Fusarium provenientes de diferentes
pacientes de la poblacién del Valle de
Aburra (Antioquia).

Metodologia.

Aislamiento de Cepas.

Los aislamientos de Fusarium fueron
obtenidos a partir de 59 personas que
acudieron al laboratorio de Micologia
Médica y Experimental (MME) de la
Corporacion para Investigaciones
Biologicas (CIB) entre los afios 2004
y 2006. Las muestras fueron
obtenidas a partir de uiias de manos
y pies, coOrnea, piel, abdomen vy
fueron sembradas en agar Saboraud,
PDA y Mycosel, e incubadas a 25°C
entre 1 y 3 semanas. La confirmacion
de la identidad de cada aislamiento
como perteneciente al género
Fusarium por descripcion de las
caracteristicas morfolégicas y por
deteccion molecular fue llevada a
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cabo por Giraldo D. en 2010 (Giraldo
2010).

Extraccion y purificacion de ADN
La extraccion de ADN por el método
de Fenol-Cloroformo-Alcohol-
Isoamilico descrito previamente por
Sambrook y Russell (2001). Posterior
a la extraccibn, el ADN se
resuspendio en 40 uL de agua estéril,
se cuantific6 a 260nm en un
espectrofotometro (Nanodrop 2000,
Thermo Fisher Scientific) y se
cualificO mediante electroforesis en
gel de Agarosa al 2% tefiido con 5 pl
de Bromuro de Etidio 0.5 pg/ml en
Buffer TBE 1.0 X a 70 V por una hora.
Después de conocer la concentracion
de ADN se hizo la correspondiente
diluciébn con el fin de tener una
concentracion de 25 ng/ul de ADN
para todas las cepas.

Amplificacién por PCR del gen EF-
1a.

La amplificacion del fragmento de 716
pb del gen que codifica para el factor
de elongacién de la traduccién EF-1a
se hizo con el par de oligonucleétidos
efltH y ef2T (Tabla 1) (O’Donnell et al.
2008c), bajo las siguientes
condiciones: una etapa de
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
min, seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 seg,
alineamiento a 57°C por 1 min y
extension a 72°C por 1min, por altimo
una etapa de extension a 72°C por 10
min (O’'Donnell et al. 2008c).

Bistua:Revista de la Facultad de Ciencias Basicas. 2014 .12 (1):143-159. Acevedo-Granados Y F*, Cano L E?, Gaviria-Rivera A
M?.Identificacion de aislamientos clinicos de Fusarium spp mediante técnicas moleculares en Colombia.

ISSN 0120-4211 Enero-Junio
2014



147

Las condiciones de las mezclas de
PCR para cada fragmento se detallan
en la Tabla 2. Como control negativo
se utilizd6 la misma mezcla para la
PCR pero sin ADN. Cepas de
referencia de F. solani, F. oxysporum
y F. verticillioides se utilizaron como
control positivo. Los productos finales
de la amplificacion fueron purificados
con el kit de Qiagen, siguiendo las
indicaciones  del fabricante vy
mantenidos a -20°C hasta el
momento de su secuenciacion.

Electroforesis, procesamiento vy
analisis de imagenes

Todos los productos de PCR
amplificados  fueron  confirmados
mediante electroforesis. De cada
producto se corrié 4 ul en un gel de
agarosa al 1% tefiido con 5ul de
Bromuro de Etidio 0.5ug/ml, en Buffer
TBE 1.0 X a 70V por una hora.
Posteriormente se observaron a
través de un transiluminador de luz
ultravioleta, para ser fotografiados y
grabados en un computador. El
tamafio de cada fragmento se
determind por comparaciéon con el
marcador de peso molecular de 100
pb Plus DNA Ladder (Fermentas®)
(Sambrook y Russell 2001) (Figura
3).

Secuenciacion de fragmentos de
los genes EF1a y RPB2 de
aislamientos de Fusarium sp.

Los productos de la amplificacién por
PCR del gen EF-1q, fueron secados
en una  Eppendorf  Vacufuge
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Concentrator Basic, a temperatura
ambiente, resuspendidos en 10 pl de
agua Mili-Q y se enviaron a
Macrogen® Korea para su
secuenciacion. Los fragmentos del
gen EF-1a fueron secuenciados con
los cebadores ef3 y ef22T (Tabla 1)
(O’Donnell et al., 2008c).

Edicion, analisis de secuencias e
identificacion molecular de
Fusarium a nivel de complejos de
especies

La edicibn de secuencias que
codifican para el factor de elongacion
de la traduccion EF-1a, la obtencion
de la secuencia consenso Yy
alineamiento de las secuencias, se
hizo con el programa BioEdit (Hall
1999). Posteriormente se realizd un
alineamiento multiple con todas las
secuencias de cada gen con el
programa Clustal W (Larkin et al.
2007). Seguidamente se realizd un
analisis BLAST (Basic Local
Alignment and Search Tool), de cada
secuencia, en la base de datos
Fusarium-ID disponible en la péagina
web:
(http://isolate.Fusariumdb.org/blast.ph
p) de la base de datos Cyber-
infrastructure for Fusarium (CiF) con
el objetivo de determinar el complejo
de especie a que pertenece cada
aislamiento.

Resultados.
Amplificacion por PCR de los
genes EF-1a y RPB2.
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La amplificacion por PCR, con el
juego de cebadores ef-1H y ef-2T, del
fragmento de EF-1a de 59
aislamientos de Fusarium dio como
resultado un amplicon de
aproximadamente 716 pares de
bases que corresponde a la region
comprendida entre el primer y cuarto
(ultimo) exon del gen, el cual a su vez
contiene 3 intrones (Figura 1). Los
cebadores fueron disefiados
mediante la comparacion de las
secuencias de miembros de los
complejos de mas representativos de
Fusarium como son sus teleomorfos
Gibberella fujikuroi, G. zeae, y F.
solani, y F. oxysporum, (O’'Donnell et
al. 2008c) (Figura 1). En el presente
estudio se amplifico esta region
génica a partir del ADN total de todos
los 59 aislamientos estudiados.

Identificacién molecular a nivel de

complejo de especie de
aislamientos clinicos de Fusarium
spp.

En este estudio el analisis BLAST de
las secuencias del gen EF-1a en la
base de datos Fusarium-ID permitié
identificar cada uno de los 59
aislamientos, 33 de estos pertenecen
al complejo F. oxysporum (FOSC), 25
al complejo F. solani y un dnico
aislamiento (56665) al complejo F.
incarnatum-equiseti (FIESC) (Tabla
3). Los resultados estadisticos
referentes a valores de coincidencia
exacta o de similitud absoluta (100%),
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con las secuencias de aislamientos
encontradas en la base de datos fue
solo observada en 33 aislamientos
(19 aislamientos de FOSC y catorce
aislamientos de FSSC) y los 26
aislamientos restantes presentaron
porcentajes de similitud por encima
del 98.25%.
Consideraciones
Discusion.
Identificacion molecular a nivel de
género y especie de aislamientos
clinicos de Fusarium

Las regiones codificantes de
proteinas, a partir de ADN nuclear,
implicadas en procesos celulares
vitales y altamente conservados han
sido ampliamente usadas en la
identificacion de diferentes
microorganismos; particularmente, en
la identificacion de especies Fusarium
se han usado las regiones ITS, B-
tubulina, Calmodulina y las regiones
28S y 5.85 del ADN ribosomal
(Hennequin et al. 1999, Balajee et al.
2007, Dyavaiah et al. 2007).

Finales-

En la actualidad las regiones mas
utilizadas para la identificacion de
Fusarium a nivel de especie son el
gen del factor de elongacion de la
traduccién 1a (EF-1 a), y los genes
de la segunda subunidad mayor de la
ARN polimerasa Il (RPB2 y RPB1).
Otras regiones también estudiadas
con fines de identificacion a nivel de
especie incluyen, genes de
apareamiento (MAT), genes que
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codifican para la Celobiosa C y la
Topoisomerasa Il, el gen que codifica
para la B-tubulina, Calmodulina, entre
otros (Atkins y Clark 2004, Hatsch et
al. 2004, Hinojo et al. 2004, Wilson et
al. 2004, Bogale et al. 2006, Dyavaiah
et al. 2007, Alustrey-lzquierdo et al.
2008). Esto demostrando la poca
utilidad de las regiones ribosomales
para la identificacion de Fusarium a
nivel de especie, ya que son
demasiado conservadas y por la tanto
tienen menor capacidad de resolucion
y ha generado taxonomias vy
filogenias erréneas y junto con ello el
bajo grado de confiabilidad en
procesos de identificacion (Dyavaiah
et al. 2007, Zaccardelli et al. 2008).

La identificacion molecular a nivel de
complejo de especies mediante
analisis BLAST en la base de datos
de  Fusarium-ID, naci6 como
respuesta a la imperante necesidad
de determinar la especie de
aislamientos de  Fusarium de
importancia toxigenica y clinica, antes
reconocidas solo por caracteres
morfologicos (Geiser et al. 2004). En
sus inicios esta base de datos conto
Unicamente con secuencias
correspondientes al gen EF-1a; que
es a la fecha el mejor marcador
molecular para identificar
aislamientos de Fusarium, pero a
medida que aumento la facilidad en
los procesos de secuenciacion,
aumentoé el nimero de aislamientos y
el nimero de marcadores empleados
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en la identificacion, como son RPB2,
RPB1, IGS, ITS1, ITS2, ADNr (Geiser
et al. 2004).

Al momento de comparar las
secuencias codificantes para el factor
de elongacioén de la traduccién EF-1a
de los 59 aislados de Fusarium sp por
medio de la herramienta BLAST en la
base de datos Fusarium-ID, se logré
determinar que los aislamientos
pertenecen a uno de los tres
complejos de especies, F.
oxysporum, F. solani y F. incarnatum-
equiseti, con altos valores
estadisticos de soporte (Tabla 3). La
mayoria de ellos, 33, se ubicaron en
el complejo FOSC, seguido por 22 en
FSSC. Estos datos, concuerdan con
los reportados por Giraldo (2010) que
detect6 por PCR 52 y 28 aislamientos
de FOSC y FSSC, respectivamente, a
partir de un total de 101 aislamientos
de Fusarium.

Con respecto a los valores de E todas
las secuencias de EF-1a obtuvieron
valores de 0, lo que indica que la
posibilidad de observar cambios o
multiples  coincidencias en la
busqueda es nula (Tabla 3);
adicionalmente valores de similitud
(score), revelan niveles de
coincidencia de la secuencia consulta
frente a las secuencias de referencia
dispuestas en dicha base de datos,
obteniéndose los maximos valores
posibles, siendo de 999.99 y E
(Expect = Esperado), lo cual indica la
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posibilidad de cambio o coincidencia
multiple de secuencias, durante la
busqueda en la ya mencionada base
datos y cuyo valor maximo es 0, siendo
similar para todos los aislamientos
identificados, correspondiendo a valores
de 999.99 y 0 respectivamente (Tabla 3).
Todo lo anterior puede ser debido a la
posible presencia de variantes alélicas,
existencia de nuevas especies, falta de
una secuencia representativa en la base
de datos o0 a que la secuencia consulta
no se encuentra bien definida o al bajo
grado de resolucion (Geiser et al. 2004),
este Ultimo factor ya se ha reportado a
nivel del complejo de especies FOSC
(O’Donnell et al. 2007b).

El gen nuclear del factor de
elongacion de la traduccion 1-a (EF-1
a), codifica una parte esencial de la
magquinaria de traduccion proteica,
dicho gen codifica una proteina G que
hace entrega del aminoacil-tRNA al
sito A del ribosoma, durante el
proceso de traduccién de proteinas.
La estructura primaria del EF-1a es
altamente conservada entre todos los
eucariotas y procariotas, ademas se
ha identificado como una de las
proteinas de mayor abundancia en
eucariotas (mas del 5% del total de

proteinas del citosol) (Mateyak y Kinzy 2010,
Eltschinger et al. 2012).

La utilidad de EF-1a se basa en que
cerca del 6% de los nucleétidos que
lo conforman son considerados
cladisticamente significativos (39/656
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nucledtidos), el 95% de estos
nucledtidos se encuentran en
regiones exonicas, en donde se han
detectado procesos de transicion de
bases, lo que genera un 50% mas de
informacion que otros genes usados
en Fusarium, tal como mtSSU, B-
tubulina, Calmodulina, que le otorga
un mayor nivel de confianza y utilidad
(Geiser et al. 2004). Todo lo anterior
al parecer indica que el gen EF-1a ha
estado bajo pocas restricciones
evolutivas, como se deduce de los
patrones de mutacién que incluyen
delecciones de bases (O’Donnell et
al. 1998a, Kristensen et al. 2005).
Otra ventaja del gen EF-1a es que
este se presenta en una Unica copia
en el genoma de Fusarium (Geiser et
al. 2004).
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Tabla 1. Descripcion de los cebadores
utilizados para la amplificacion por PCR
y secuenciacion parcial de los genes EF-
lo y RPB2 de aislamientos de Fusarium
spp. procedentes de muestras clinicas.

. Ta | Tem
Regi
A ma | pera
on o
C fio tura
de U
am eb s S ia (5°-37) del | de
MP o ecuencia fra | aline
lific 0 .
- or gm | amie
acié
n ent | nto
0 (°C)
A
m | 5-
ef- | pl | ATGGGTAAGGA
EE- 1 if | AGACAAGAC-3 ~71
la H ic | 5°- 6 57
ef- | a | GGAAGTACCAG | pb
2T | ci | TGATCATGTT-
6 |3
n
S
e
c 5-
ef | u | GTAAGGAGGAS
3 e | AAGACTCACC-
1E§ ef | n |3 /':‘\/ N/A
22 |ci | 5-
T a | AGGAACCCTTA
ci | CCGAGCTC -3’
0
n

(N/A: No aplica).

Tabla 2. Composicion de las mezclas de PCR para la
amplificacion de los fragmentos de los genes EF-1a 'y
RPB2 de aislamientos de Fusarium sp., procedentes de
muestras clinicas.

Reactivo EF-1a

Agua Mili-Q 16.49 pl

Buffer de Taq 2.5 pl (10X)
polimerasa

MgCl, 1.5 pl (25 mM)
dNTP’s 2 pl (20 mM)
Cebadores 0.63 pl (20 pm)
Taq polimerasa 0.25 pL (5U/ul)

=
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ADN molde 1l (25ug)
Volumen final (ul) | 25pl

Tabla 3. Identificacién molecular a nivel
de complejos de especie de aislamientos
del género Fusarium obtenidos de
muestras clinicas.

G
e | L
nlo
e|c
r | al
0| iz
. |dl|a
Al e | ci | Identidad .
sla .y . Puntaje
mi 6 | molecular asignada Nalor E
en | H| N | (0) BLAST de EF-1a
to o | d | Fusarium-I1D EF-1a
s |e
p|la
e | le
d|si
e o
r|n
0
U
55 fi | F.solani species
34 | F|a | complex2-b 999.99/0
7 pi | NRRL43373 (100%)
e
] . .
~ | F. solani species
23 F 3 | complex 2- 999.99/0
; ‘;i a NRRL43433 '
o (99.85%)
]
55 i F. o>$ysporurnI
species complex
214 M ;i 5 NRRL22533 999.99/0
o (99.7%)
]
55 A F. oxysporum
46 | M 3 species complex 33 999.99/0
6 oi NRRL38515 (100%)
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