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RESUMEN

La produccién agropecuaria es uno de los pilares fundamentales de la economia
uruguaya, siendo el trigo, la cebada y el sorgo de los principales cultivos y de mayor
significancia econdmica. La infeccién de estos cultivos con especies del género
Fusarium provoca la reduccidn del rendimiento, del poder germinativo y la
contaminacién de los granos con micotoxinas. El principal contaminante asociado a
estos cultivos es el complejo de especies de Fusarium graminearum el cual incluye
importantes especies productoras de deoxinivalenol (DON), sus derivados acetilados
3-acetildeoxinivalenol (3-AcDON), 15-acetildeoxinivalenol (15-AcDON) y nivalenol
(NIV). En base a los perfiles toxicogénicos que presentan las cepas del complejo de F.
graminearum pueden clasificarse en 3 tipos diferentes: NIV, DON/ 3-AcDON y DON/15-
AcDON. Se ha observado que existe una asociacidon entre las distintas especies del
complejo de F. graminearum vy la capacidad toxicogénica. El objetivo de este trabajo
fue caracterizar 150 aislamientos de F. graminearum provenientes de granos de trigo,
cebada y sorgo. De todos los aislamientos analizados se determind que el 79%
corresponde a F. graminearum sensu stricto, el 11% a F. cortaderiae, el 5% a F.
meridionale y el 5% a F. asiaticum. Mediante PCR multiple y cromatografia en capa
fina se determiné el potencial toxicogénico de los aislamientos. El genotipo
predominante encontrado en trigo, cebada y sorgo fue DON/15-AcDON y en menor
proporcién NIV. Dado que un alto porcentaje de las cepas de F. graminearum aisladas
de cereales de nuestro pais son productoras de micotoxinas es de gran importancia
conocer la dindmica de estas poblaciones que poseen un fuerte impacto agro-

industrial.
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INTRODUCCION

La produccion agropecuaria es uno de los pilares fundamentales para la economia del
Uruguay, representando el 12,3 % del Producto Bruto Interno. Dentro del total de la
produccién agropecuaria la agricultura ocupa un 53,7%, la pecuaria un 41,0% vy la

silvicultura un 5,3% (DIEA, 2014).

Los cultivos cerealeros son las principales explotaciones dentro de la produccién
agropecuaria, destindndose para ello aproximadamente 2 millones de hectareas del
territorio nacional. Dentro de los cultivos cerealeros se encuentran los cultivos de
invierno, trigo, cebada y avena (491 mil ha), y los cultivos de verano como soja, maizy

sorgo (1.3 millones de ha).

El trigo, la cebada y el sorgo son unos de los principales cultivos para el consumo
humano y animal en Uruguay (DIEA, 2009; DIEA, 2016) (Figura 1).

El trigo es el principal cultivo de invierno, ocupando el 66% de la superficie total
sembrada en el afo 2015, mientras que la cebada se encuentra en segundo lugar con
un 20% del area total sembrada. El principal destino del trigo es la alimentacidn
humana y da lugar a dos componentes industriales diferenciados, la industria harinera
y las industrias elaboradoras de productos terminados. En relacion a la cebada, su
principal destino es la industria cervecera y los derivados del malteo del grano para
alimentacion animal (DIEA, 2014).

Dentro de los cultivos de verano, en el dltimo afio, el sorgo exhibié un aumento del 8%
en la superficie total cosechada alcanzando las 81,3 mil hectdreas y sigue en aumento.
Es un cultivo resistente y junto a otras caracteristicas lo hace un cultivo de alto
rendimiento. El principal destino del sorgo es la alimentacidon animal como silo de
grano humedo y como materia prima para la producciéon de bioetanol. Esto ha

posicionado al sorgo como uno de los cultivos mas importantes de verano.



Uno de los factores que compromete la calidad de los granos es la contaminacion
fungica, habiéndose estimado que entre el 10 al 30% de los granos cosechados se
pierde debido al deterioro producido por los hongos (Chelkowski, 1991; Rice & Ross,

1994).

Figura 1: Cultivos de: Cebada (A), Sorgo (B)y Trigo(C)

Los hongos son los principales responsables de la contaminacién de los granos tanto
en el campo como en las distintas etapas de almacenamiento. Uno de los principales
géneros fungicos presentes en el campo es Fusarium, dentro del cual se encuentran
importantes especies fitopatégenas y productoras de micotoxinas (Chulze et al., 1996;
Placinta et al., 1999). El género Fusarium presenta una amplia distribucién geografica a

nivel mundial y comprende mas de 80 especies, las cuales difieren en su biologia y



ecologia (Leslie & Summerell, 2006). Es uno de los géneros de mayor impacto
econdmico debido a su amplia distribucién y a que presenta numerosas especies
responsables de diversas enfermedades en plantas. Dentro de este género flngico
existen especies cosmopolitas, como también especies endémicas asociadas a
condiciones climaticas y/u hospederos especificos (Burgess et al., 1994). Se han
encontrado especies de Fusarium en todos los continentes y en todas las latitudes
(Summerell et al, 2001). También, las distintas especies presentan variabilidad en su
capacidad de infeccion, pudiendo infectar desde todos los érganos de las plantas hasta
vertebrados, insectos, humanos e incluso otros hongos. Por el contrario, otro gran
numero de especies pueden vivir saprofiticamente (Burgess et al., 1994; Summerell et

al., 2001; Ivic et al., 2009).

Dentro de las enfermedades que producen los hongos de este género en las plantas se
encuentran las que afectan a los cultivos como el trigo, la cebada y el sorgo. Estas
enfermedades tienen un importante impacto a nivel mundial ya que producen una
disminucion de la calidad y del rendimiento de los granos e incluso pérdidas
significativas en las cosechas (McMullen et al.,, 1997; Windels, 2000; Goswami &
Kistler, 2004).

La podredumbre del sorgo es una de las principales causas de inutilizacién de los
granos. Dentro de las distintas especies Fusarium que ocasionan podredumbre de la
espiga, tallo y raiz en sorgo se encuentran: F. graminearum, F. proliferatum, F.
thapsinum, F. verticillioides, F. sacchariy F. andiyazi (Leonard & Bushell, 2003; Thakur
et al., 2003; Sampietro et al., 2010; Sharma et al., 2011).

Por otro lado, la fusariosis de la espiga (FE) es una de las principales enfermedades de
trigo y cebada y de mayor impacto a nivel mundial. La enfermedad ha ido aumentando
su frecuencia a lo largo de los afios y se ha transformado en la principal preocupacién
con respecto a la seguridad alimentaria (Leonard & Bushnell, 2003). En nuestro pais se
han registrado grandes pérdidas debido a esta enfermedad, registrandose en los afios
2001 y 2002 pérdidas del 60% y 25% del trigo total cosechado (Souto, 2003; Pan et al.,
2007). Debido a esto se establecieron niveles maximos permitidos para DON en sub-

productos de trigo destinados a alimentacién humana de 1000 pg/Kg y en materias



primas destinadas a la elaboracion de alimentos para animales 10000 ug/Kg (Decreto
Ministerio de Salud Publica, 2001; Decreto Ministerio de Ganaderia Agricultura y
Pesca, 2001).

No existen niveles maximos permitidos para DON en otros granos, por esta razén es de
gran importancia conocer qué especies de Fusarium estan presentes en los cultivos de
nuestro pais, para asi poder establecer normativas mas adecuadas.

La FE se evidencia en las espiguillas, tanto en trigo como cebada, por una decoloracién
prematura que a veces llega a ser en toda su extensién (Figura 2. a, b, cy f).

Los granos infectados adquieren una coloracién blanco-rosacea o parduzca clara y una
apariencia arrugada (Figura 2. d, e y g) (McMullen et al.,, 1997). Ademas, la
colonizacién fuangica genera cambios, en el momento de llenado del grano, que
provocan una reduccidn en el tamafio del endosperma. Esto se traduce en una mayor
proporcién de enzimas y proteinas, disminuyendo la calidad del gluten y afectando
tanto la panificacién en trigo como la germinacion y el malteo en cebada (Duijnhower
et al., 1993; Vegi et al., 2011).

Uno de los principales agentes causales de la FE es el complejo de especies de
Fusarium graminearum (FGSC). F. graminearum pertenece al phylum Ascomycota,
clase Sordariomycetes, orden Hyphocreales, familia Nectriaceae (Leonard & Bushnell,
2003). Estas especies se encuentran generalmente en regiones templadas
particularmente asociados a granos de pequefio tamafio, no obstante se pueden
encontrar en el suelo y en el rastrojo. F. graminearum presenta ciclo sexual conocido,
siendo su teleomorfo Gibberella zeae. Es homotdlica y, como producto de la
reproduccién sexual, forma peritecios con ascos conteniendo ascosporas septadas. Las
ascosporas son un excelente mecanismo para la dispersidn aérea en climas humedos
(Figura 3) (Burgess et al., 1994). Se caracteriza ademds por producir macroconidios de
forma recta a moderadamente curvada con la superficie ventral casi recta y la
superficie dorsal levemente curvada. La célula basal tiene forma de pie y la célula

apical es conica (Figura 4. a).



Figura 2: a, by c. Espigas de trigo infectados por F. graminearum. d y e. granos
de trigo infectados con F. graminearum. f. Espigas de cebada infectadas con F.
graminearum g. granos de cebada infectados con F. graminearum.

Fuente: Bushnellet al.,, 2003.

Presenta monofidlides simples o ramificadas y produce células de resistencia
denominadas clamidosporas que se desarrollan lentamente en los cultivos, pudiendo
a veces formarse dentro de macroconidios y/o en el micelio (Figura 4. b). Presenta
micelio aéreo de color amarillo o blanco y un caracteristico color rojo carmin en el

reverso de la colonia (Figura 4. c) (Nelson, 1983).



Figura 3: a y b. Observacion macroscépica de peritecios formados en medio agar
zanahoria de F. graminearum. ¢y d. Observacién microscépica de ascos conteniendo
ascosporasde F. graminearum.

Fusarium graminearum crece y se reproduce satisfactoriamente en un amplio rango de
temperaturas que van desde los 15°C hasta los 30°C. Es una especie que esta adaptada
a tolerar variaciones ambientales, encontrandose dominante en la mayoria de las

regiones (Osborne et al., 2007).

Figura 4: a y b. Macroconidios y clamidosporas de F. graminearum c. Anverso y
reverso de una colonia de F. graminearum en medio agar papa dextrosa.
Fuente: Nelson et al., 1983; Summerell et al., 2003.



El ciclo de vida de F. graminearum se caracteriza por presentar dos fases, una
parasitica en la cual el patégeno se desarrolla principalmente como
bidtrofo/necrétrofo y una fase saprofitica donde el hongo se desarrolla sobre tejidos
muertos (Figura 5) (Bushnell et al., 2003). Este ciclo comienza con la maduracién de
peritecios y liberacién de ascosporas en el rastrojo que es la fuente de indculo primaria
(Suty & Mauler-Machnik, 1996; Trail et al., 1997). Las ascosporas y otros propdgulos,
como macroconidios, fragmentos hifales y clamidosporas, son arrojados al aire por
medio del viento, la lluvia, insectos y otros agentes a las plantas hospederas (Leonard
& Bushnell, 2003). Los factores que influyen en esta etapa de infeccion son la
temperatura de alrededor de 25°C y la humedad relativa mayor al 90%, principalmente
durante la floracién y/o el llenado del grano (Figura 6). Estos factores son
preponderantes a la hora de una infeccién exitosa y subsiguiente colonizacién de la
planta (Bushnell et al., 2003; Doohan et al., 2003; Beyer et al., 2005; Brown et al.,
2010).

Ovario B

antera

Figura 6: Anatomia floral. A. Flor parcialmente seccionada
en la antesis. El ovario y dos estigmas conforman el pistilo.
B. Diagrama transversal que muestra la superposicion de la
paleay la lema.

Fuente: Leonard & Bushnell, 2003. Cap. 3.
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Figura 5. Ciclo de infeccion de F. graminearum en una espiga
de trigo. Fuente: Schmale Ill & Bergstrom, 2003.

El hongo no puede penetrar directamente las células epidérmicas de la gluma, lemay
palea por lo tanto utiliza otras estrategias de entrada. Una estrategia es el crecimiento
hifal a partir de la germinacidon de los macroconidios y/o las ascosporas que son
depositados en las partes aéreas de la planta. De esta manera el hongo migra hacia los
estomas vy a la base de las glumas donde la pared de las células epidérmicas es delgada
(Lewandowski & Bushnell, 2001).

Otras vias de entrada son directamente por heridas o a través de las anteras cuando
estas son expuestas (Boshoff et al., 1996). Una vez en el interior de la planta, sin
importar el mecanismo de ingreso, hay una alta probabilidad de que se desarrolle la

infeccion.
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La primera relacién planta-hospedero es biotrdfica ya que el hongo invade los tejidos
que permanecen vivos y completamente funcionales. El cambio a la fase necrotrdfica
donde el hongo necrosa los tejidos viene acompanada de clorosis y crecimiento
intracelular (Proctor et al., 1995; Desjardins et al., 1996). Este cambio de la fase
biotréfica a la necrotréfica se encuentra mediado por algunas toxinas producidas por
F. graminearum, principalmente tricotecenos, contribuyendo asi a la agresividad del

hongo (Desjardins & Hohn, 1997; Dinis et al., 2007).

Los hongos pueden producir un amplio rango de metabolitos que no son necesarios
para su funcionamiento normal, no obstante estos pueden conferirle al hongo ventajas
ecolégicas en ciertos ambientes. Dichos compuestos son denominados metabolitos
secundarios y pueden ser desde reguladores del crecimiento vegetal como las
giberelinas, compuestos antibidticos como la penicilina, pigmentos como los
carotenoides y micotoxinas como los tricotecenos.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios fungicos que pueden acumularse en
granos infectados y asi resultar téxicos para humanos y animales cuando son ingeridos
(McCormick et al., 2011). Las micotoxinas son metabolitos de bajo peso molecular y
pueden variar desde compuestos simples de pocos carbonos hasta sustancias
complejas (Desjardins, 2006). Las principales micotoxinas de gran importancia
agroecondmica y para la salud publica son: aflatoxinas, producidas por algunas
especies del genero Aspergillus, ocratoxinas, producidas por especies del genero
Aspergillus y Penicillium vy tricotecenos, zearalenona y fumonisinas, producidas por
especies del genero Fusarium (Zain, 2010). Todas las micotoxinas han sido clasificadas
por la IARC (2002) en distintos grupos segun el impacto sobre la salud humana con
respecto a su capacidad de producir cancer. Las producidas por especies de Fusarium
van desde no carcinogénicas hasta posibles carcinégenas.

Los tricotecenos son producidos por numerosas especies de Fusarium, dentro de las
cuales se encuentran F. crookwellense, F.culmorum, especies del complejo F.
incarnatum-equiseti, especies del complejo F. graminearum, F. poae, y F.

sporotrichioides (Desjardins, 2006).
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Los tricotecenos pertenecen a una gran familia de sesquiterpenos de bajo peso
molecular que comprenden un vasto grupo de metabolitos (alrededor de 170) con la
misma estructura basica (Eriksen & Pettersson, 2004). Todos los tricotecenos poseen
un grupo epoéxido en los carbonos 12 y 13, el cual es responsable de la inhibicién de la
sintesis proteica a nivel celular (Pestka & Smolinski, 2005; Kimura et al.,, 2007;
Alexander et al., 2009). Los tricotecenos producidos por especies de Fusarium se
dividen en dos grupos, los tricotecenos del tipo A y los del tipo B, que se diferencian
por presentar distintos grupos funcionales en el carbono 8 y un grupo hidroxilo en el
carbono 7. Los del tipo A pueden presentar un hidrégeno, un hidréxido o un grupo
éster en el C-8 y ausencia del hidroxilo en el C-7. Los del tipo B se caracterizan por
tener un grupo carbonilo en el C-8 y un hidroxilo en el carbono 7 (Figura 7) (Ueno,
1980). Dentro de los tricotecenos del tipo A se encuentran la toxina T-2 (T-2), la toxina
HT-2 (HT-2) y el diacetoxiscirpenol (DAS). Los del tipo B son el nivalenol (NIV) vy el
deoxinivalenol (DON) y sus correspondientes acetilados 3-acetildeoxinivalenol (3-
AcDON) y 15-acetildeoxinivalenol (15-AcDON) (Pestka, 2007).

Solo un grupo hidroxilo diferencia el NIV del DON, no obstante los distintos patrones
de oxigenacién y acetilacion pueden alterar la bioactividad y toxicidad de los
tricotecenos (Kimura et al., 2007; Alexander et al., 2011).

Los genes de la ruta biosintética de los tricotecenos se encuentran ampliamente
conservados entre las especies de Fusarium (Brown et al., 2001; Ward et al., 2002).

En la actualidad se han identificado tres regiones gendmicas diferentes donde se
encuentran localizados los genes de la biosintesis de los tricotecenos que se han
denominado genes “TR!”. Varios de estos genes se encuentran adyacentes en una zona
del genoma que se expresa coordinadamente y se denomina “cluster TRI” ya que es la
zona que abarca mayor numero de genes responsables de la ruta biosintética (Figura
8) (Brown et al., 2002). Otros tres genes responsables de la biosintesis se encuentran
localizados en otra regidén del genoma, el gen TRI101, que se encuentra rodeado por
dos genes “house keeping” y los genes TRI1 y TRI16, que se encuentran adyacentes y
rodeados por genes que no participan en dicha ruta (Kimura et al., 1998; Brown et al.,

2003; Meek et al., 2003).
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Figura 7: Tricotecenos del tipo Ay By sus grupos funcionales.
Fuente: Mc Cormick et al., 2011

La biosintesis de tricotecenos se da a partir de la conversiéon de un precursor comun
para todos, el farnesil pirofosfato. Este se convierte en tricodieno mediante la
actividad de la tricodieno sintasa codificada por el gen TRI5. Los primeros pasos de la
biosintesis de los tricotecenos estan regulados por los genes TRI6 y TRI10. Cualquier

disrupcion en uno de estos genes impediria la produccién de estas micotoxinas.

—{ RI8 H TRI3 H 7R14 H TRI6 |—| TRIS H TRit0H TRI9 H TRit1 H TRIM2 H TRI14 |-

+—— P 4— — — —»

27kh

Figura 8: Composicidn de genes del cluster TRl de F. graminearum. Fuente: Hammond-Kosac et al., 2004.
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La conversion del tricodieno en tricotecenos mas complejos requiere de una serie de
oxigenaciones, isomerizaciones, ciclaciones y esterificaciones mediadas por las
enzimas codificadas por los genes TR/ (Tabla 1) (Alexander et al., 2011).

La produccion de tricotecenos del tipo A o del tipo B se encuentra determinada en
parte por una variacion en la secuencia del gen TRI1. En F. sporotrichioides la enzima
del gen TRI1 cataliza la hidroxilacion del C-8 dando a la toxina T-2 (del tipo A) que
carecen de un hirdoxilo en el C-7. En cambio, en F. graminearum esta enzima cataliza
tanto la hidroxilacién en el C-8 como en el C-7 dando a lugar a tricotecenos del tipo B,
como DON y NIV (Figura 9) (Meek et al., 2003; McCormick et al., 2006). Por su parte la
produccién de NIV y DON estd determinada por los genes TRI13 y TRI7. Las cepas de
Fusarium productoras de NIV tienen una citocromo P450 monooxigenasa codificada
por el gen TRI13 y una acetiltransferasa codificada por el gen TRI7 que codifican la
hidroxilacién y acetilacién del C-4. Por el contrario las cepas productoras de DON no
poseen estos genes funcionales ya que presentan multiples inserciones y deleciones y
en consecuencia carecen de hidroxilacion y acetilacion en el C-4 (Brown et al., 2002;

Lee et al., 2002).

Tabla 1: Genes TRI de la ruta biosintetica de tricotecenos y sus funciones.

Gen Funcién Referencias
TRI8 C-3 esterasa McCormick and Alexander (2002}
TRI3 C-15 acetiltransferasa McCormick et al. {1996} and Kimura et al. (2003}
TRI6 Gen regulatorio Proctor et al. {1995} and Kimura et al. {2003}
TRI5 Tricodieno sintasa Proctor et al. {1995)

TRI12 Bomba de expulsién Alexander et al. (1999)

TRI13? C-4 hidroxilasa Brown et al. {2002)

TRI101 C-3 acetiltransferasa Kimura et al. {1998)
TRI1 C-8 oxigenasa Brown et al. (2003)

TRI16 C-8 aciltransferasa Brown et al. {2003}

?TRI13 es funcional en cepas de F. graminearum que sintetizan NIV y es no funcional en cepas que sintetizan
DON.
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La producciéon de los acetilados 3-Acetil deoxinivalenol (3-AcDON) y 15-Acetil
deoxinivalenol (15-AcDON) se encuentra determinada principalmente por la expresién
del gen TRI8. Estos derivados acetilados difieren uno del otro en la presencia de
acetilaciones en el C-3 y en el C-15, respectivamente. En cepas productoras de 3-
AcDON, la enzima codificada por el gen TRI8 cataliza la desacetilacidon del C-15 del
3,15-diADON y en cepas productoras de 15-AcDON la enzima homdloga cataliza la
desacetilacion del C-3. La diferencia en la actividad enzimatica se debe a variaciones en
la secuencia de aminoacidos de la enzima que desacetila uno u otro carbono
(Alexander et al., 2011).

Se han podido determinar perfiles toxicogénicos de distintas cepas mediante el andlisis
molecular de los polimorfismos presentes en la regién gendmica TRI. De esta forma, se
han clasificando los distintos genotipos como: NIV, si presentan los genes para la
produccién de nivalenol; 3-AcDON, si presentan los genes para deoxinivalenol; y 3-
acetil-deoxinivalenol y 15-AcDON, si presentan los genes para deoxinivalenol y 15-
acetildeoxinivalenol (Quarta et al., 2006).

A pesar de que los tricotecenos del tipo B poseen pequeiias diferencias a nivel
molecular y los principales pasos de su biosintesis son idénticos difieren ampliamente
en su toxicidad (Yang et al., 2008). Para las plantas son potentes fitotoxinas que causan
clorosis, necrosis y marchitamiento contribuyendo como factores de virulencia en el
proceso de infeccién (Desjardins & Hohn, 1997). Se ha observado que mutantes de F.
graminearum no productores de tricotecenos causan infecciones iniciales en las
espigas de trigo pero son incapaces de colonizar el resto de la planta, exhibiendo
entonces una agresividad reducida (Gardiner et al., 2009).

En células eucariotas el principal efecto tdxico de los tricotecenos es la inhibicién de la
enzima peptidil transferasa afectando la subunidad ribosomal 60S y en consecuencia
inhibiendo la sintesis proteica. También inhiben enzimas mitocondriales y son
responsables de pérdidas de electrolitos (McLaughlin et al., 1977; Leonard & Bushnell,
2003). La accion toxica de los tricotecenos afecta las células en division como las del
tracto intestinal, la piel y las del sistema inmune generando necrosis extensivas de la

mucosa oral y de la piel que se encuentre en contacto con la toxina, como también una
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disminucion en la actividad de la médula espinal e inmunosupresion (Richard, 2007;
Schwarzer, 2009).

El DON es comunmente conocido como “vomitoxina”, ya que en mamiferos se ha
observado que DON actia como un inhibidor traduccional muy potente causando
sintomas agudos como vémitos y rechazo del alimento y sintomas crénicos como
retraso en el crecimiento, reduccién de la funcidn ovarica e inmunosupresién
(Gardiner et al., 2009; Coppock & Jacobsen, 2009). Se ha determinado una alta
sensibilidad a DON en cerdas en gestacidon provocando abortos espontdneos e incluso
la muerte, mientras que en ganado lechero se ha observado disminuciéon del
crecimiento, de la produccién de leche y alteraciones en el sistema digestivo e inmune
(Cheeke, 1998a; Korosteleva et al., 2009).

Por otro lado NIV es un potente inhibidor de la sintesis de proteinas, ADN y ARN en
mamiferos, como también causa necrosis en células proliferativas in vivo y es un
inductor leve de aberraciones cromosdmicas in vitro. La exposicion crdnica a esta
toxina puede causar leucopenia y presenta una toxicidad mayor que el DON para
humanos y animales domésticos (Dejardins & Hohn, 1997; Yazar & Omurtag, 2008).

A pesar de que el DON resulta menos toxico para humanos y animales que el NIV, esta
toxina presenta una fitotéxicidad mayor (Desjardins, 2006). Por otro lado, se ha
reportado que cepas productoras de DON/3-AcDON exhiben mayor agresividad que
cepas productoras de DON/15-AcDON como también mayor produccion de
micotoxinas (Ward et al., 2008; Zhang et al., 2012).

Asi como se clasifican los genotipos en base a los polimorfismos presentes en el cldster
TRI de las distintas cepas de F. graminearum también pueden clasificarse con respecto
a las micotoxinas que producen. Los genotipos se basan en la potencialidad que tiene
un aislamiento de producir cierta micotoxina, mientras que los quimiotipos se
establecen por la micotoxina que producen. Se han determinado para las cepas de F.
graminearum los siguientes quimiotipos: DON, para cepas productoras de DON
Unicamente, DON/3-AcDON para cepas que productoras de DON vy su acetilado 3-
AcDON, DON/15-AcDON para las cepas que productoras de DON vy el acetilado 15-
AcDON y NIV para las cepas que Unicamente producen NIV (Zhang et al., 2007; Alvarez

et al., 2009; Scoz et al., 2009). Por otro lado se han observado cepas capaces de
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producir tanto DON como NIV y se les adjudica el quimiotipo DON/NIV, como también
DON/3-15 AcDON a las que son capaces de producir los dos acetilados
simultdneamente (Castanares et al., 2014).

Los distintos quimiotipos se han encontrado asociados a regiones geograficas
diferentes, habiéndose registrado el quimiotipo NIV predominantemente en Asia,
Europa y Africa, mientras que en América del Norte y del Sur se ha encontrado que
predomina el quimiotipo DON (Zhang et al., 2007; Ward et al., 2008; Scoz et al., 2009;
Lee et al., 2010; Nielsen et al., 2011; Prodi et al., 2011; Sampietro et al., 2011; Aoki et
al.,, 2012; Pan et al., 2013). La presencia de los quimiotipos de DON con distintos
acetilados también se ha observado en regiones geograficas particulares,

predominando 3-AcDON en Asia y 15-AcDON en Sudamérica (Alvarez et al., 2009).

Fusarium graminearum es un complejo de especies (FGSC) compuesto por al menos
16 especies filogenéticamente diferentes: F. austroamericanum, F. bothii, F.
meridionale, F. mesoamericanum, F. luisianense, F. acaciae-mearnsii, F. basilicum, F.
cortaderiae, F. gerlachii, F. nepalense, F. graminearum sensu stricto, F. asiaticum, F.
aethiopicum, F. vorosii, F. ussurianum 'y F. graminearum de la Costa del Golfo (Sarver
et al., 2011; Aoki et al., 2012; Aoki & O’Donnell, 2014). Esta determinacion ha surgido
de numerosos trabajos analizando distintas combinaciones de genes y marcadores
moleculares, como ser el factor de elongacion de la transcripcién 1-a (FET 1-a), el gen
de la B tubulina y el gen de la amonio ligasa entre otros (O'Donnell et al., 2004; Qiu et
al., 2014). Estas especies estan distribuidas de manera diferencial a lo largo del mundo
y en distintos hospederos.

Fusarium graminearum sensu stricto (F. graminearum s.s.) pareceria ser la Unica
especie del FGSC distribuida ampliamente en todo el mundo. En trigo y cebada de
Europa predomina F. graminearum s.s. asociado a la produccién de DON/15-AcDON,
mientras que en América del Norte F. graminearum s.s. produce tanto DON/15-AcDON
como DON/3-AcDON (Jennings et al., 2004; Gale et al., 2007; Schmale et al., 2011).
Por otro lado en trigo y cebada de Sudamérica se observa una mayor variedad
especies, encontrandose F. graminearum s.s., F. meridionale, F. cortadieriae, F.

austroamericanum y F. boothii siendo F. graminearum s.s. el predominante y al igual
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que en otras regiones del mundo asociado a la produccién de DON/15-AcDON (Scoz et
al., 2009; Reynoso et al., 2011; Del Ponte et al., 2013; Pan et al., 2013). En Africa
también se ha observado una gran variedad de especies del complejo, encontrandose
alli F. graminearum s.s., F. boothii, F. acaciae-mearnsii, F. aethiopicum entre otras
especies endémicas. A pesar de la variabilidad observada el quimiotipo predominante
es DON/15-AcDON (Wagacha et al., 2010; Boutingny et al., 2011).

Mientras que en Asia se encuentra F. graminearum s.s. asociado a trigo y cebada, en
arroz se ha encontrado a F. asiaticum. También se ha observado que cepas de F.
graminearum s.s. en Asia suelen producir DON/3-AcDON vy suelen encontrarse en
regiones mas frias, mientras que las de F. asiaticum suelen producir NIV y encontrarse
en zonas mas calidas (van der Lee et al., 2015). Recientemente, en Estados Unidos, se
determind la presencia de F. asiaticum en trigo en regiones donde los cultivos se

encuentran adyacentes a cultivos de arroz (Gale et al., 2007).
A partir de estos antecedentes el presente trabajo propone conocer las especies de
FGSC presentes en cereales de nuestro pais y determinar su potencial toxicogénico

para poder establecer estrategias de manejo adecuadas y normativas acordes con la

situacion actual de nuestros cultivos.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion molecular y determinacion del perfil toxicogénico de las poblaciones

de F. graminearum sensu lato aisladas de granos de trigo, cebada y sorgo.

Objetivos especificos

-Obtener aislamientos de F. graminearum s.I. de muestras de trigo, cebada y sorgo
-ldentificar las especies de F. graminearum s.l. aisladas de los granos

-Conocer el potencial toxicogénico de los aislamientos de F. graminearum s.l.
obtenidos.

-Determinar la produccion de tricotecenos del tipo B de las cepas aisladas
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HIPOTESIS

Los cultivos de trigo, cebada y sorgo de Uruguay se ven infectados principalmente por
cepas de F. graminearum s.s., productoras de tricotecenos y pertenecientes en su

mayoria al genotipo y al quimotipo DON/15-AcDON.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Las muestras de trigo correspondientes a la cosecha de 2009 fueron proporcionadas
por productores rurales de los departamentos de San José, Colonia, Soriano y Florida.
Las muestras de cebada y sorgo correspondientes a los afios de cosecha 2011 y 2013
respectivamente, fueron proporcionadas por Cereoil S.A. y pertenecian a la zona de
cosecha del litoral oeste del pais. Las muestras consistieron en bolsas de granos de

aproximadamente 500 g.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE FUSARIUM

Se esterilizaron superficialmente 100 granos de cada una de las muestras de cebada,
trigo y sorgo con hipoclorito de sodio 0,4% durante 3 minutos, se enjuagaron 2 veces
con agua destilada estéril durante 1 minuto y se secaron con papel estéril.
Posteriormente se colocaron en placas de Petri conteniendo medio Agar Papa
Dextrosa (APD) y se incubaron a 25°C durante 5 dias con ciclos de luz-oscuridad de 12
hs. Las colonias emergentes de Fusarium fueron transferidas a placas de Petri
conteniendo APD y Agar Hojas de Clavel (AHC) para su posterior identificacion,
mediante observacion de las caracteristicas macro y micro-morfoldgicas siguiendo las
claves de Leslie & Summerell (2006) y Nelson et al. (1983). A los aislamientos
identificados como F. graminearum se les realizaron cultivos monospéricos. Para ello
se sembrd una suspensién de esporas en agua/tween 20 0,1% en placas de Petri

conteniendo medio Agar Agua 2% y se incubd durante 18-20 hs a 25°C en oscuridad. Se
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realizo la transferencia de un conidio germinado a placas de Petri con APD y se incubd
a 25°C en estufa con fotoperiodo de luz-oscuridad de 12 hs durante 7 dias. Los
aislamientos obtenidos fueron depositados en la coleccidn del Laboratorio de

Micologia, Facultad de Ciencias- Facultad de Ingenieria, Universidad de la Republica.

Identificacion molecular de F. graminearum

Extraccion de ADN

Los aislamientos monospdricos de F. graminearum se cultivaron en Erlenmayer de 250
ml conteniendo medio liquido de Extracto de Levadura, Peptona y Dextrosa (ELPD) y se
dejaron incubar 2 dias a 25°C en agitacion a 150 rpm. Transcurrido el tiempo de
incubacién los micelios crecidos se filtraron a través de papel Whatman N2 1 mediante
embudo Blichner y se dejaron secar en papel estéril bajo campana. Luego, los micelios
secos se molieron con nitrégeno liquido y se realizé la extraccion del ADN gendmico
siguiendo la metodologia propuesta por Leslie & Summerell (2006) con algunas
modificaciones. Se colocé en un tubo Ependorff 1/3 de micelio pulverizado y se
adicionaron 1000 puL de CTAB 10X (CTAB 10% [m/vol], Tris HCI pH 8, 100mM, NaCl
1,4M, EDTA 20Mm, B-mercaptoetanol 0,2% [vol/vol]) y 1 uL de B-mercaptoetanol y se
llevé a incubacién en bafio seco a 60°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo
se adicionaron 600 pL de solucion de cloroformo-isoamilico (12:1) y se centrifugd a
12000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente la fase superior fue recuperada y se
precipitd el ADN mediante el agregado de 500 pL de isopropanol y 10% de acetato de
sodio 3M. Luego se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos, se removié el
sobrenadante, se lavé el pellet de ADN con 200 uL de etanol 70% y se centrifugd
nuevamente a 12000 rpm durante 5 minutos. Finalmente el pellet se secd en
termocupla a 45°C durante 30 minutos y se re-suspendié en 100 uL de agua MiliQ libre
de DNasa y se adiciond 1 yL de RNAsa dejandose a 37°C durante 1 h. La calidad del

™

ADN se visualizd en geles de agarosa 1,5% conteniendo el colorante GoodView y la

concentracién y pureza (relacion 260/280 nm) se determind por espectrofotometria en

NanoDrp Lite, Thermo Scientific®, EEUU.
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PCR complejo-especifica

Para lograr la identificacion molecular de los aislamientos pertenecientes al complejo
F. graminearum se realiz6 una PCR con los cebadores especificos del clado
Fgl6F/Fgl6R segun Nicholson et al 1998 (Tabla 2). Estos cebadores dan un producto
de amplificacion que puede ser de distinto tamafio (400-550 pb). Fusarium
graminearum s.s da un producto de 400 pb, mientras que F. asiaticum da un producto
de 550 pb y F. meridionale uno de 500 pb. Se utilizaron como control positivo las cepas
de referencia F. graminearum s.s NRRL 23652, F. asiaticum NRRL 13818 y F.
meridionale NRRL 28436. Para la reaccion de amplificacidon se utilizaron 25 ng de ADN
fungico, 5 pL de Buffer 10x, 5 pL de MgCl, (25 mM), 1,5 uL de cada cebador (10 uM), 4
uL de dNTP (2,5 uM) y 0,25 uL de Taq polimerasa Thermo Scientific® (5 U/uL) en un
volumen final de 50 pL. La amplificacidon consistié en un paso de desnaturalizacién a
95°C durante 1 minuto seguida por 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, 62°C por 30
segundos, 72°C por 40 segundos, y uno de extensién final de 5 minutos a 72°C. La
amplificacién se realizd en un termociclador MultiGene Optimax, Labnet international
Inc., EEUU. Los productos de amplificacion se visualizaron bajo luz UV luego de una

electroforesis en gel de agarosa (1,5%), conteniendo el colorante GoodView ™ g

tamafio de los amplicones se estimd por comparacién con un marcador de peso

molecular de 100 pb Thermo Scientific, Invitrogen C.O., U.S.A.

PCR del gen del factor de elongacion de la transcripciéon (FET-1a)

Para la identificacion a nivel de especie de los aislamientos obtenidos de trigo, cebada
y sorgo se realizd la amplificacién y secuenciaciéon de un fragmento del gen FET-1a
siguiendo la metodologia propuesta por O'Donnell et al. (1998). Se utilizaron los
cebadores EF1T/ EF2T (Tabla 2).

Para la reaccién de amplificacién se utilizaron 25 ng de ADN fungico, 2,5 uL de Buffer
10x, 1,2 uL de MgCl (50 mM), 0,625 pL de cada cebador (10 uM), 2,5 uL de dNTP (2,5
uM)y 0,25 uL de Taq polimerasa Thermo Scientific® (5 U/uL) en un volumen final de 50

pL. La amplificacion consistio en un paso de desnaturalizacién a 95°C durante 2
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minutos seguida por 39 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto con 30 segundos, y una extensién final de 10 minutos a 72°C. La reaccidn de
amplificacién se realizd en un termociclador MultiGene Optimax, Labnet international
Inc., EEUU.

Los productos de amplificacion se visualizaron bajo luz UV en gel de agarosa (1,5%)

TM, y su tamafio fue estimado por comparacién

conteniendo el colorante GoodView
con un marcador de peso molecular 100 pb Thermo Scientific, Invitrogen C.O., U.S.A.
Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a MACROGEN Inc. (Seul, Corea del Sur).
Las secuencias consenso fueron obtenidas mediante el programa Segman (Lasergene,
Madison, WI) y comparadas con las secuencias almacenadas en la base de datos del

GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) vy  Fusarium ID

(http://isolate.fusariumdb.org/).

Tabla 2: Secuencia de cebadores utilizados.

Anilisis de Nombre del T fo del product:
alsis ce ombre de Secuencia del cebador (5°? 3} amano- .e p-r . ucto
PCR cebador de amplificacion (pb)
Fg complejo- FG16 F CTC CGG ATA TGT TGC GTC AA 400-500
especifica FG16 R GGT AGG TAT CcCa ACA TGG CAA
Factor de EF1T ATG GGT AAG GAG GAC AAG AC
o, ~750
trans'l:r:’c'on EFR2T  GGA AGT ACC AGT GAT CAT  GIT
PCR muiliple basada en los genes de la biosintesis de tricotecenos
DON 3551H ACT TTC CCA cCcg AGT ATT T 575
4056H CAA AAA CTG TG TTC CAC TGC C
NIV Tri7F340 ATC GTG TAC AAG GIT TAC G 625

Tri7R965 TTC AAG TAA CGT TCG ACA AT

IsAoN TA3F97L  CAT  CAT  ACT CGC  TCT  GCT G 208
Tri3R1679 TT(AG) TAG TIT GCA TCA TT(AG) TAG

Tri3F1325 GCA TG GCT AAC ACA TGA
3-AcDON . 354
Tri3R1679 TT(AG) TAG 1T GCA TCA TT(AG) TAG
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DETERMINACION DEL POTENCIAL TOXICOGENICO

Caracterizacién genotipica

Los genotipos se determinaron mediante una PCR multiple siguiendo la metodologia
de Quarta et al. (2006). Todos los cebadores utilizados para determinar los genotipos
DON vy sus derivados acetilados estan dirigidos a diferentes segmentos del gen Tri3y
Tri5 mientras que los cebadores utilizados para NIV se encuentran dirigidos a una
region en el gen TRI7. Los cebadores especificos utilizados para la determinacién por
PCR del genotipo DON, NIV, 15-AcDON y 3-AcDON, asi como los tamaios esperados de
los productos de amplificacién se muestran en la Tabla 2.

Como control positivo se utilizaron cepas de F. graminearum Cv1.2 (genotipo DON/15-
AcDON), F. graminearum Cv 12-C (genotipo DON/3-AcDON) y F. meridionale Cv811.1
(genotipo NIV). Para la reaccién de amplificacién se utilizaron 25 ng de ADN fungico,
2,5 plL de Buffer 10x, 2,5 uL de MgCl (25 mM), 0,25 uL de los cebadores 3551H, 4056H,
Tri7F340y Tri7R965 (10 uM), 0,5 uL de los cebadores Tri3F971, Tri3R1679 y Tri3F1325
(10 uM), 2 puL de dNTP (2,5 uM) y 0,5 pL de Taq polimerasa Thermo Scientific® (5 U/uL)
en un volumen final de 25 pL. La amplificacién consisti6 en un paso de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos seguida por 34 ciclos de 94°C por 30
segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto y una extension final de 10
minutos a 72°C. Por otro lado se verific6 mediante PCR simple las cepas que
presentaron genotipos NIV y DON utilizando los mismos cebadores detallados
anteriormente. La amplificacidon se realizd en un termociclador MultiGene Optimax,
Labnet international Inc., EEUU. Los productos de amplificacidn se visualizaron bajo luz

UV en gel de agarosa (1,5%) conteniendo el colorante GoodView ™

, Y su tamafo fue
estimado por comparaciéon con un marcador de peso molecular de 100 pb Thermo

Scientific, Invitrogen C.0., U.S.A.

25



Caracterizacidon quimiotipica

Se determind la produccién de micotoxinas de todos los aislamientos de trigo, cebada
y sorgo siguiendo la metodologia de Alvarez et al. (2009) con algunas modificaciones.
Para ello se inocularon bolsas conteniendo 50 g de arroz estéril y 20ml de agua
destilada con discos de 1cm de didmetro de cada aislamiento monospdrico de F.
graminearum y se incubaron a 25°C durante 21 dias en oscuridad (Figura 10). Luego de
transcurrido este tiempo de incubacién se molid el arroz hasta la consistencia de un
polvo fino y se almacenaron a -20°C hasta el momento del analisis. Para la extraccién
de los tricotecenos se tomaron 15 g de arroz molido, se le agregaron 40 ml de
acetonitilo-metanol (14:1) y se llevo a agitacidén durante 2 hs a 150 rpm. Esta solucién
se filtrd a través de papel de filtro Watmann N°1 y 2 ml del filtrado se pasaron por una
columna de limpieza alimina-carbdn activado (20:1). El extracto purificado se llevd a
sequedad y se resuspendié en 300 pL de tolueno-acetonitrilo (90:10). Para la
produccién de tricotecenos se corrid una cromatografia de capa fina (TLC) utilizando
placas de silica gel MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Germany. Se sembraron 10 pL
de cada extracto a analizar y 10 pL de una solucién de 100 mg/uL del estandar de
tricotecenos (Trilogy® Analitical Laboratory, Missouri, United States). La fase movil
utilizada fue cloroformo:acetona:2-propanol (8:1:1). El revelado de los tricotecenos
producidos se realizé rociando las placas con cloruro de aluminio al 20% en

etanol:agua (1:1) a 121°C durante 7 minutos para observarse luego bajo luz UV.

Figura 10: a y b. Inoculaciéon de arroz con las cepas de F
graminearum aisladas de trigo, cebada y sorgo.
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RESULTADOS

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DE FUSARIUM

Se analizaron un total de 56 muestras de granos, siendo 20 de trigo, 25 de cebada y 11

de sorgo.

Las muestras de trigo presentaron un 57% de infeccidén con F. graminearum, las de

cebada un 17% vy las de sorgo un 16%. También se encontraron otras especies de

Fusarium contaminando las muestras analizadas. En trigo se encontré un 4% de

infeccion con especies del complejo F. incarnatum-equiseti, F. acuminatum, F.

sambucinum, F. poae, F. lateritium, F. solani,

F. oxysporum, F. nygamai,

F.

sporotrichioides y F. tricinctum. En cebada se observd un 5% de infecciéon con F.

acuminatum, especies del complejo F. incarnatum-equiseti, F. nygamai, F. oxysporum,

F. poae y F. sambucinum. Por ultimo en sorgo se encontrd un 11% de infeccidn con

especies del complejo F. incarnatum-equisetiy F. nygamai (Tabla 3).

Tabla 3: Porcentajes de infecddn con espedes de Fusarium en

trigo, cebada y sorgo.
Trigo Cebada  Sorgo
F. equiseti 1,0% 0,2% 0,5%
F. acuminatum 0,2% 0,2% 0%
F. sambucinum 0,2% 0,1% 0%
F. poae 0,2% 3,0% 0%
F. lateritium 1,0% 0% 0%
F. solani 0,1% 0% 0%
F. oxysporum 0,1% 0,4% 0%
F. nygamai 1,0% 1,0% 10,5%
F. sporotrichioides 0,1% 0% 0%
F. tricinctum 0,2% 0% 0%
F. graminearum 57% 17% 16%
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Se seleccionaron 150 aislamientos identificados como F. graminearum s.I. en base a
sus caracteristicas macro y micromorfoldgicas. Del total de los aislamientos 50 fueron

provenientes de trigo, 50 de cebada y 50 de sorgo (Anexo).

PCR complejo-especifica

Mediante el uso de los cebadores especificos Fg 16 se pudo determinar que los 150
aislamientos obtenidos pertenecian al complejo de especies de F. graminearum.

En el 98% de los aislamientos obtenidos de trigo se observé una banda de 400 pb que
se corresponderia con F. graminearum s.s., mientras que en el 2% restante se obtuvo
una banda de 500 pb propia de F. meridionale. De los 50 aislamientos provenientes de
cebada se observd que el 2% presentd la misma banda Unica de 500 pb que
corresponderia a F. meridionale, otro 2% una banda de 550 pb correspondiente a F.
asiaticum y el 96% restante una banda de 400 pb correspondiente a F. graminearum
s.s. Finalmente, el 98% de los aislamientos provenientes de las muestras de sorgo
presentaron la banda correspondiente a F. graminearum s.s., mientras que para el 2%
se obtuvo una banda de aproximadamente 500 pb que se corresponderia con F.

meridionale (Anexo).

Amplificacion del gen FET 1-a

A partir del analisis de las secuencias del gen TEF 1-a se pudo determinar que el 96%
de los aislamientos analizados correspondié a F. graminearum s.s., el 2% a F.
cortaderiae, el 1% a F. meridionale y el 1% a F. asiaticum (Figura 11).

Con respecto a los aislamientos provenientes de trigo, el 98% son F. graminearum s.s.
y el 2% correspondieron a F. meridionale. Los aislamientos provenientes de cebada
correspondieron el 96% a F. graminearum s.s., el 2% a F. cortaderiae y otro 2% a F.
asiaticum. Por ultimo los aislamientos provenientes de sorgo correspondieron el 98% a

F. graminearum s.s. y el 2% a F. cortaderiae.
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F.graminearums.s. F. cortaderiae F. meridionale F. asiaticum

Figura1l: Especies delcomplejo F. graminearum encontradas en trigo, cebaday sorgo.

DETERMINACION DEL POTENCIAL TOXICOGENICO

Genotipos

A partir de los polimorfismos presentes en el clister de genes TR/ se pueden
determinar los distintos genotipos presentes en F. graminearum mediante PCR
multiple. No obstante la presencia de determinado genotipo no significa que ocurra la
produccién de la micotoxina, sino el potencial que puede tener dicho aislamiento para
producirla.

Todos los aislamientos de F. graminearum aislados de trigo, cebada y sorgo
presentaron productos de amplificaciéon entre 300 — 700 pb, lo cual indicé que todas
las cepas eran potencialmente productoras de tricotecenos del tipo B (Figura 12). Con
respecto a los aislamientos provenientes de trigo, el 92% presentd el genotipo
DON/15-AcDON, mientras que el 6% restante presentd el genotipo DON Unicamente y
el 2% presentd el genotipo NIV.

EL 96% de los aislamientos provenientes de cebada correspondieron al genotipo
DON/15-AcDON, mientras que el 4% restante fueron NIV. Finalmente, el 98% de los

aislamientos de sorgo presentaron el genotipo DON/15-AcDON vy el 2% el genotipo
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Figura 12. Productos de PCR multiple para la determinacion de genotipos en gel de agarosa. Se observa en el
carril 1 el quimiotipo NIV con un fragmento de 600 pb. En los carriles 2, 4 y 16 el quimiotipo DON con un
fragmento de 500 pb. En los carriles 3,5, 6 7, 8,9 11, 12, 13, 14, 15y 17 el quimiotipo DON/15-AcDON con dos
fragmentos, uno de 500 pb y otro de 700 pb. En el carril 10 se observa el marcador de peso molecular de 100pb.

NIV (Tabla 4). No se observé el genotipo DON/3-AcDON para ninguno de los 150

aislamientos de trigo, cebada y sorgo.

Quimiotipos

Se determind en granos de arroz la produccién de tricotecenos de los 150
aislamientos de F. graminearum obtenidos de trigo, cebada y sorgo (Figura 13). El 97%
de todos los aislamientos resulté ser productor de tricotecenos del tipo B mientras que

el 3 % restante no produjo micotoxinas.

15-AcDON

3-AcDON

DON

<-NIV

Figura 13: Produccién de tricotecenos
en cromatografia de capa fina. De
izquierda a derecha se observan 2
muestras y el estdndar. Las muestras
exhiben produccién de DON (A y B).
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Del porcentaje total se encontré que el 55% de los aislamientos eran productores de
DON unicamente, el 39% de DON/15-AcDON y el 6% restante de DON/3-AcDON y NIV.
Todos los aislamientos de trigo produjeron tricotecenos, siendo el 64% productores de
DON vy el 36% productores de DON/15-AcDON. No se encontraron aislamientos
productores de DON/3-AcDON ni de NIV. Con respecto a los aislamientos de cebada el
96% de las mismas presentaron produccidon de micotoxinas, siendo el 60% productor
de DON. En sorgo el 94% de los aislamientos de F. graminearum fueron productores de
tricotecenos, siendo el quimiotipo DON/15-AcDON el predominante. Tanto en cebada
como en sorgo se encontraron aislamientos productores de DON/3-AcDON y NIV

(Tabla 5).

Tabla 4: Genotipos encontrados en las cepas de F. graminearum

analizadas.
. % de aislamientos
Genotipos
CEBADA TRIGO SORGO
DON 0 6 0
DON/15AcDON 96 92 98
DON/3AcDON 0 0 0
NIV 4 2 2

Tabla 5: Porcentaje de aislamientos de F. graminearum productores de los
distintos tricotecenos observados.

% de aislamientos

Tricoteceno

CEBADA TRIGO SORGO
DON 60 64 42
DON/15AcDON 34 36 46
DON/3AcDON 2 0 3
NIV 0 0 2
NO PRODUCE 4 0 6
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DISCUSION

Este trabajo representa el primer antecedente en Uruguay sobre la presencia de
Fusarium en sorgo y la capacidad toxicogénica de F. graminearum en cebada, trigo y

sorgo.

ESPECIES DE FUSARIUM

El trigo fue el grano que presentd mayor colonizacién por especies de Fusarium (61%).
Promedios elevados de infeccion fueron también observados en el 2001 y 2002 en
Uruguay siendo de 32% y 51% respectivamente (Pereyra & Dill-Macky, 2010). Se
identificaron distintas especies de Fusarium colonizando los granos de trigo F.
lateritium, especies del complejo F. incarnatum- equiseti, F. nygamai, F. acuminatum,
F. sambucinum, F. poae, F. solani, F. oxysporum, F. sporotrichioides, F. tricinctum y
especies de FGSC, presentando estas ultimas los mayores porcentajes de infeccién
(57%). Resultados similares se observaron en trigo de las cosechas 2001-2002 en
Uruguay, donde F. graminearum representd el 76% y 60% del total de las especies de
Fusarium aisladas, respectivamente (Pereyra & Dill-Macky, 2010). Estos porcentajes
estuvieron relacionados con condiciones ambientales propicias para la infeccidn,
como ser precipitaciones frecuentes durante los meses de setiembre, octubre vy
noviembre cuyos valores acumulados fueron de 681 mm y 815 mm para el 2001 y

2002 respectivamente (Pan et al., 2009; http://www.inia.uy/gras/Clima/Banco-datos-

agroclimatico). Durante el afio 2009 las precipitaciones fueron también frecuentes
durante la floracién y llenado del grano, alcanzando un valor acumulado de 711 mm.
Esta condicién podria explicar los elevados porcentajes de colonizacién por especies

de F. graminearum observados en este trabajo.

En otras regiones del mundo como Europa Central y Africa del Sur se ha encontrado
gue las principales especies presentes en trigo son F. graminearum, F. culmorum y F.
poae, siendo el primero el predominante (Krstanovic et al., 2005; Muthomi et al.,

2008). En Argentina y Brasil se observa una situacién similar donde F. graminearum es
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la especie predominante aislada en trigo (Lori et al., 1992; Fernandez Pinto et al., 2008;
Gonzalez et al., 2008; Savi et al., 2014).

Por otro lado los porcentajes de infeccion de las especies de Fusarium encontradas en
este trabajo, con excepcidn de F. graminearum, fueron muy bajos en contraposicién
con lo observado en otros afios. En el 2001-2002 Fusarium avenaceum (17%), F. poae
(10%) y F.culmorum (6%) presentaron porcentajes de infeccion considerables.

Dentro de las especies de FGSC encontradas, F. graminearum s.s. fue la especie
predominante, siendo este resultado similar al encontrado previamente en nuestro
pais (Umpiérrez-Faliche et al., 2013; Pan et al., 2016). Esto indicaria que no han habido
cambios importantes en la composiciéon de especies de FGSC encontradas en trigo,
manteniéndose F. graminearum s.s. como el principal agente causal de la FE. Por otra
parte, se observé la presencia de F. meridionale en los granos de trigo analizados
aunque en muy baja frecuencia (2%). Esto indica que a pesar de que F. graminearum
s.s. es el principal responsable de la FE en Uruguay existen otras especies
contribuyendo a la infeccién.

Estudios realizados en Brasil muestran la co-infeccion de F. meridionale y F.
graminearum s.s. en trigo, al igual que lo observado en este trabajo (Scoz et al., 2009).
En tanto en Argentina se ha encontrado a F. graminearum s.s. como Unica especie
colonizando los granos de trigo (Sampietro et al., 2010; Alvarez et al., 2011; Reynoso et
al., 2011). Una situacion similar se observd en América del Norte y Europa Central
dénde F. graminearum s.s. es la especie predominante. No obstante en Estados Unidos
se ha encontrado también la presencia de F. asiaticum. Los autores sefalan que la
presencia de dicha especie puede deberse a que ingresé originariamente en arroz y fue
colonizando el trigo cuando las zonas de siembra se encuentran adyacentes (Ward et
al., 2008; Gale et al., 2011). Mientras tanto en Asia la especie predominante en trigo
es F. asiaticum, regién de donde se considera es originaria (Suga et al., 2008; Zhang et
al., 2012).

En cebada se encontraron siete especies de Fusarium colonizando los granos en un
porcentaje de infeccidn del 22% del cual, el complejo de especies de F. graminearum,
es el predominante representando el 17%. Resultados similares a los encontrados en

este trabajo fueron observado en muestras de cebada provenientes de Europa Central,
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Estados Unidos, China y Sud América donde F. graminearum es el principal agente
causal de la FE (Osborne & Stein, 2007; Boutigny et al., 2013; Gil-Serna et al., 2013; van
der Lee et al., 2015). Pereyra & Dill-Macky (2010) encontraron en muestras de cebada
nacional provenientes de los afios 2001 y 2002 porcentajes de infeccidon por Fusarium
del 65% y 56%, respectivamente. Las especies de Fusarium presentes fueron F.
graminearum, F. acuminatum, F. avenaceum, F. equiseti, F. chlamydosporum, F. poae,
F. sambucinum, F. tricinctum y F. semitectum, siendo F. graminearum y F. poae los mas
frecuentes (60% y 20%, respectivamente).

La diferencia observada en los porcentajes de infeccidén por Fusarium de un afio a otro
se debe principalmente a las diferentes condiciones ambientales bajo las cuales se
desarrollo el cultivo, ocurriendo en el 2001 y 2002 frecuentes precipitaciones que
generaron el desarrollo de severas fusariosis en cebada (681 mm y 815 mm,
respectivamente). No obstante, los porcentajes de infeccion encontrados en el 2011
son significativos, considerando que fue un afio en el que las condiciones ambientales,
principalmente las precipitaciones, no fueron favorables para el desarrollo de la
enfermedad (445 mm). Se podria por tanto inferir que existio un nivel de inéculo en el
campo que permitid la infeccidn de los granos aunque las condiciones no hayan sido
favorables para el desarrollo de la enfermedad. Fusarium graminearum s.s.., F.
cortaderiae y F. asiaticum fueron las especies del FGSC presentes en cebada, siendo F.
graminearum s.s. la mas frecuente. La presencia de F. cortaderiae en granos como
cebada, trigo y sorgo es esperable debido a que esta especie es originaria de América
del Sur y fue aislada por primera vez de pampas grass (Cortaderia jubata) (O’'Donnell et
al., 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los encontrados en Brasil y
Argentina, donde F. graminearum s.s. es el principal contaminante de los granos de
cebada (Astolfi et al., 2011; Castafiares at al., 2015). No obstante en Brasil se ha
encontrado una mayor variedad de especies del FGSC contaminando los granos de
cebada como ser F. cortaderiae, F. asiaticum, F. austroamericanum y F. meridionale. A
diferencia de estos resultados, en Argentina la Unica especie que se ha encontrado
presente en cebada ha sido F. graminearum s.s. (Castanares et al., 2014). También se

ha encontrado a F. graminearum s.s. como el principal contaminante en zonas de
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América del Norte y Europa donde la produccidn de cebada es importante (Boutigny et
al., 2013; Gil-Serna et al., 2013; van der Lee et al., 2015). En China y Japdn la situacién
es diferente, encontrandose a F. asiaticum como el principal contaminante de cebada
en las zonas del sur y a F. graminearum s.s. en el norte. Esta diferencia geografica fue
explicada debido a que F. asiaticum se encuentra asociado a climas con temperaturas
medias mayores a 15°C (regidén sur) y F. graminearum s.s. a temperaturas medias
menores a 15°C (regidn norte) (Suga et al., 2008). También se ha correlacionado la
presencia de F. asiaticum vy F. graminearum s.s. con el esquema de rotacidn de
cultivos. En regiones donde la rotacidn de cebada o trigo involucra al cultivo de arroz F.
asiaticum es la especie predominante, mientras que F. graminearum s.s. predomina
cuando la rotacion no implica al cultivo de arroz (Zhang et al., 2012; van der Lee et al.,
2015). Esto es debido a que F. asiaticum es una especie originaria de Asia y que se
encuentra normalmente asociada a las cosechas de arroz (Qui et al., 2014). En base a
estos antecedentes la baja presencia de F. asiaticum en las muestras de cebada de
nuestro pais podria deberse a que las temperaturas medias durante la floracién son
generalmente menores a los 15°C favoreciendo asi la presencia de F. graminearum s.s.
frente a F. asiaticum. Por otra parte, las muestras de cebada analizadas provienen del
litoral oeste del pais, zona donde no se cultiva arroz, lo cual indicaria que esta especie
podria haber ingresado con las semillas. Mayores estudios deberian ser realizados para
poder relacionar la presencia de FGSC con los factores climaticos y las variedades de
cultivo con el fin de obtener un mayor conocimiento para poder explicar los resultados
obtenidos.

Estudios realizados en sorgo han podido determinar que las especies de Fusarium mas
frecuentes que colonizan los granos en distintas partes del mundo pertenecen al
complejo de especies de Gibberella fujikuroi, asocidndose asi como el principal agente
causal de la podredumbre del sorgo (Leslie et al., 2005; Thakur et al., 2006). Dentro de
las especies de este complejo, F. verticillioides, F. thapsinum, F. proliferatum, F.
sacchari y F. andiyazi han sido las especies mas frecuentes en sorgo de Argentina,
Brasil e India (da Silva et al., 2006; Alves dos Reis et al., 2010; Sharma et al., 2011).
Cabe destacar que las especies del complejo G. fujikuroi se encuentran asociadas a la

produccién de fumonisinas y son consideradas las responsables de la contaminacidn
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del sorgo por estas micotoxinas. Las fumonisinas (B1 y B2) son metabolitos fungicos
altamente toxicos para humanos y animales. Dentro de las fumonisinas la B1 es la mds
toxica y se ha demostrado su capacidad para producir tumores en ratas,
leucoencefalomalacia en equinos y edema pulmonar en cerdos. El consumo de
alimentos contaminados con fumonisinas ha sido asociado con cancer esofagico en
humanos en varias regiones de Africa, América Central, Estados Unidos y Asia.
También ha sido asociada a efectos en el desarrollo del tubo neural en bebes (Marasas
et al.,, 2004; Zain, 2010). A diferencia de lo reportado por otros autores, la especie
predominante dentro del complejo G. fujikuroi en los granos de sorgo de nuestro pais
fue F. nygamai. Esta especie ha sido encontrada en sorgo, arroz y suelo en Argentina,
Australia, Malasia, Puerto Rico, Sudafrica, Sri Lanka y Tailandia (Burgess & Trimboli,
1986; Marasas et al., 1988; Magnoli et al., 1999; Balmas et al., 2000; Sapumohotti et
al., 2004). También se ha demostrado la capacidad que tiene esta especie de producir
fumonisinas (Thiel et al., 1991; Nelson et al., 1992). Aunque esta especie no se
encuentra usualmente contaminando los granos de cereales y no es considerada un
importante productor de fumonisinas en los productos agricolas como otras especies
de Fusarium, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que F. nygamai debe
ser considerado como un importante contaminante del sorgo.

En este estudio los granos de sorgo se encontraron ademas de F. nygamai,
contaminados con F. graminearum y especies del complejo F. incarnatum-equiseti
alcanzando porcentajes de infeccion de 16%, y 0,5% respectivamente. Especies del
complejo F. incarnatum-equiseti también han sido encontradas contaminando los
granos de sorgo en la India, Egipto, Tunez y Argentina (Divakara et al., 2014; Lahouar et
al., 2015). Sin embargo, la alta presencia de FGSC resulta novedosa ya que en otras
partes del mundo no han sido observadas especies de este complejo en tan alta
frecuencia. Una explicacion a esto podria deberse a que en nuestro pais es muy
frecuente la rotacidn de cultivos de invierno como trigo o cebada con sorgo,

permitiendo asi que especies presentes en estos cultivos puedan colonizar al sorgo.

Dentro de las especies de FGSC que se encontraron presentes en los granos de sorgo

se encuentran F. graminearum s.s. y F. cortaderiae, siendo la primera la predominante
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al igual que en trigo y en cebada. Como ha sido mencionado anteriormente F.
cortaderiae es una especie originaria de América del Sur y se ha encontrado
anteriormente en trigo de Uruguay por Umpiérrez-Failache et al. (2013) y en cebada
en el presente trabajo.

Debido a que no hay antecedentes de la presencia de Fusarium en sorgo de Uruguay,
estos resultados son de gran importancia para poder establecer estrategias para el

manejo de este cultivo.

GENOTIPOS

A nivel mundial el perfil toxicogénico de F. graminearum predominante en cultivos es
DON/15-AcDON. También se han encontrado aislamientos DON/3-AcDON pero en
menor proporcién y cominmente asociados a Asia y Estados Unidos (van der Lee et al.,
2015). Los aislamientos del FGSC provenientes de trigo analizado en el presente
trabajo presentaron como genotipo predominante DON/15-AcDON. Este resultado es
concordante con lo encontrado en estudios previos en granos de trigo de Uruguay (Pan
et al., 2013; Umpiérrez-Faliche et al., 2013). Sin embargo, Umpiérrez-Faliche et al.
(2013) determinaron la presencia del genotipo NIV en mayor frecuencia a la
encontrada en este trabajo como asi también cepas del genotipo DON/3-AcDON. Estas
diferencias pueden deberse a que las muestras analizadas por estos autores provenian
de regiones de cultivo de trigo ubicadas al este del pais, donde el cultivo de arroz es
frecuente.

La presencia de aislamientos capaces de producir NIV es de gran importancia ya que
esta toxina resulta mas toxica para el consumo que DON (Desjardins, 2006). Sin
embargo, su baja frecuencia puede deberse a que las cepas productoras de DON son
mas virulentas que las anteriores y por ello presentan una considerable ventaja
adaptativa (Desjardins & Proctor, 2011). Se observé una diferenciacién de los
genotipos a nivel de especie, presentando todos los aislamientos de F. graminearum
s.s. el genotipo DON/15-AcDON vy los asilamientos de F. meridionale el genotipo NIV.
Resultados similares fueron observados en trigo brasilero donde el genotipo DON/15-

AcDON se encuentra asociado a F. graminearum s.s. y F. meridionale al genotipo NIV al
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igual que F. asiaticum, mientras que F. cortadieriae y F. austroamericanum presentan
tanto el genotipo NIV como el DON/3-AcDON (Scoz et al., 2008; Del Ponte et al., 2015).
En Argentina, como en otras partes del mundo como ser Asia y algunas regiones de
Europa, también se encontré que todos los aislamientos de F. graminearum s.s.
pertenecen al genotipo DON/15-AcDON (Reynoso et al., 2011; van der Lee et al.,
2015). No obstante una situacion diferente se observa en Canad3d, Estados Unidos, el
norte de Rusia y Finlandia donde se asocia a F. graminearum s.s. con la produccién de
DON/3-AcDON (Jennings et al., 2004; Gale et al., 2007; Waalwijk et al., 2008; Yli-
Mattila et al., 2009; Reynoso et al., 2011; Talas et al.,, 2011; Zhang et al., 2012;
Boutigny et al; 2014; Somma et al., 2014). Aislamientos con este genotipo representan
un mayor riesgo para los cultivos ya que presentan mayores ventajas adaptativas en
tanto son capaces de producir mds conidios y también mayor cantidad de toxinas
(Ward et al., 2008; Puri & Zhong, 2010). En base a estos antecedentes la ausencia de
cepas DON/3-AcDON de trigo de nuestro pais es un aspecto importante para la
elaboraciéon de estrategias de manejo del cultivo. Por otro lado la presencia de
aislamientos de F. graminearum s.s. con el genotipo DON ha sido previamente
observada en estudios realizados en trigo uruguayo y argentino (Alvarez et al., 2009;
Pan et al., 2013). Este genotipo sugiere que dichas cepas serian capaces de producir
Unicamente DON y no los derivados acetilados. Los tricotecenos son conocidos
factores de virulencia para el hongo y la presencia de DON y los derivados acetilados
les confiere ventajas a la hora de colonizar los distintos tejidos de las plantas
(Desjardins, 2006). Por lo tanto cepas incapaces de producir los derivados acetilados
podrian ser menos virulentas que las que si lo son. Seria de interés poder evaluar la
virulencia de estas cepas y compararlas con las que si son potencialmente productoras
de los derivados acetilados.

Los aislamientos de F. graminearum obtenidos de cebada pertenecieron
principalmente al genotipo DON/15AcDON y en muy baja proporcion al genotipo NIV
(4%). Al igual que en trigo, todos los aislamientos de cebada identificados como F.
graminearum s.s. correspondieron al genotipo DON/15AcDON vy los identificados con
F. cortaderiae y F. asiaticum al genotipo NIV. Tanto F. cortaderiae como F. asiaticum

son especies del FGSC comunmente asociadas a este genotipo. Los resultados
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obtenidos en este trabajo son similares a los encontrados en cebada de Argentina,
Brasil y Europa Central, donde la especie predominante es F. graminearum s.s. con el
genotipo DON/15AcDON (Astolfi et al., 2011; Bouytigny et al; 2014; Castafares et al.,
2015). En cambio en China la situacién es diferente ya que se ha encontrado que el
genotipo predominante es NIV asociado a F. asiaticum. No obstante los pocos
aislamientos de F. graminearum s.s. obtenidos de cebada en China presentaron el
genotipo DON (Yang et al., 2008). Las razones por las cuales existe esta separaciéon
aparente entre especies y genotipos en China no estan claras, como tampoco la
regionalizacidn de genotipos de una misma especie como ser el genotipo 15-AcDON en
regiones del Sur y el 3-AcDON en regiones del Norte. Algunos autores sefialan que esto
puede deberse a diferencias en las condiciones climaticas tales como temperatura y
humedad. En regiones donde la temperatura media es mayor a 15°C se encuentra
principalmente 15-AcDON mientras que en regiones donde la media es menor a 15 °C
se encuentra 3-AcDON (van der Lee et al., 2015).

Los aislamientos de FGSC obtenidos de sorgo presentaron un potencial toxicogénico
similar a los de trigo y cebada, siendo DON/15AcDON el genotipo predominante. Al
igual que en trigo y cebada todos los aislamientos identificados como F. graminearum
s.s. y F. cortadieriae presentaron el genotipo DON/15Ac-DON y NIV, respectivamente.
La presencia, aungque en baja frecuencia, de cepas con el genotipo NIV en los cultivos
estudiados es de gran importancia ya que esta toxina es mas toxica para humanos y
animales que DON (van der Lee et al., 2015). Sin embargo, NIV es menos fitotdxico que
DON y esto puede ejercer cierta presidn selectiva en las poblaciones de F.
graminearum (Desjardins, 2006). Por otra parte estudios recientes han demostrado
que las poblaciones de F. graminearum s.s. aisladas de trigo de Uruguay presentan una
frecuente recombinacion genética y un elevado flujo de genes lo que implica que
cepas con diferente perfil toxicogénico pueden difundir rdpidamente a través del pais y

desplazar asi a las cepas nativas (Pan et al., 2016).
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QUIMIOTIPOS

Debido a que se ha observado frecuentemente diferencias entre el genotipo y el
quimiotipo que presentan las cepas de FGSC, la validacion de los genotipos mediante
anadlisis quimico es necesaria para proveer datos mas confiables sobre los posibles
riesgos de contaminacion que pueden presentar los granos (Mugrabi de Kuppler et al.,
2011; Somma et al., 2014). En Uruguay no existen estudios acerca de los perfiles de
produccién quimica de especies de Fusarium, por lo que los resultados obtenidos en
este trabajo representan el primer antecedente para nuestro pais. Todos los
aislamientos de FGSC obtenidos de trigo resultaron ser productores de micotoxinas
siendo 64% de los aislamientos productores de DON Unicamente y el resto productores
de DON vy su derivado acetilado 15AcDON. A partir de estos resultados se puede
comprobar que los aislamientos de FGSC de trigo uruguayo presentan diferencias
entre el genotipo y la produccion de tricotecenos, ya que solo el 30% de las cepas que
presentaron el genotipo DON/15-AcDON fueron productoras de dicho compuesto
acetilado. Resultados similares fueron obtenidos en Italia donde solo el 23% de los
aislamientos con genotipo DON/15AcDON produjeron el derivado acetilado (Somma
et al,, 2014).

El 96% de los aislamientos de FGSC obtenidos de cebada produjeron tricotecenos
siendo DON el tricoteceno predominante (60%) seguido por DON/15AcDON. Se
observaron también cepas productoras de DON/3AcDON pero no asi de NIV. La
presencia de cepas de F. graminerarum del quimiotipo DON/3AcDON en nuestra
poblacién tiene una gran implicancia epidemioldgica debido a que estudios realizados
en USA y Canadd demostraron que cepas 3AcDON fueron mas agresivas que las
15AcDON frente a genotipos de trigo tanto susceptibles como resistentes y produjeron
in vitro mayor cantidad de DON que las cepas 15AcDON (Puri & Zhong, 2010; von der
Ohe et al., 2010. Esto ha generado en estos paises cambios en las poblaciones de F.
graminearum tendiendo a aparecer con mayor frecuencia aislamientos con el genotipo
3AcDON (van der Lee et al.,, 2015). Sin embargo, este estudio muestra que las

poblaciones de FGSC de nuestro pais estan caracterizadas por una alta homogeneidad
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en el perfil de tricotecenos (DON/15AcDON) y no se han observado cambios
importantes en la poblacion en base a estudios previos realizados en Uruguay.

Por otro lado se observd que de los aislamientos con el genotipo NIV sélo uno resultd
productor de micotoxinas y al igual que en trigo produjo DON/15AcDON. Esto podria
deberse a que existen enzimas que participan en la generacién de los tricotecenos que
no han sido evaluadas y que podrian estar actuando post-biosintesis convirtiendo NIV
en DON vy viceversa (Mugrabi de Kuppler et al., 2011).

Los aislamientos provenientes de sorgo presentaron la mayor variabilidad de
quimiotipos respecto a los tres granos analizados. No obstante fue el sustrato que
presentd el mayor nimero de cepas no productoras de tricotecenos y a diferencia de
lo encontrado en trigo y cebada, el quimiotipo predominante fue DON/15AcDON (46%)
seguido por DON (42%). También en este sustrato las cepas de FGSC estudiadas
presentaron diferencias entre el genotipo y la produccién de tricotecenos. El 46% de
los aislamientos con genotipo DON/15AcDON fueron productores de dicho derivado
acetilado, mientras que el 54% restante solo produjeron DON, NIV o DON/3AcDON.
Hasta la fecha no existen estudios realizados en sorgo a cerca de la presencia de FGSC
Yy Su caracterizacidon toxicogénica y son muy pocos los realizados en cebada en
comparacion con los datos existentes de trigo. Por este motivo, los resultados
obtenidos constituyen un aporte importante en tanto permiten conocer la
biodiversidad de especies de F. graminearum y su potencial toxicogénico en cebada y
sorgo de nuestro pais. La informacién generada permitira asi aportar al conocimiento
de este patdgeno en cultivos antes no estudiados y poder definir estrategias
adecuadas de prevencién y control de la fusariosis.

Por otra parte se ha sefalado a nivel mundial la importancia de realizar una vigilancia
respecto a las especies de FGSC presentes en los cultivos para reducir el riesgo de que
nuevas cepas con distintos potenciales se expandan globalmente (Ward et al., 2002).
Esto plantea la necesidad de realizar de manera continua este monitoreo en los
cereales de nuestro pais. Al mismo tiempo, la presencia de especies toxicogénicas en
cebada y sorgo hace necesario la elaboracién de normativas adecuadas para el control

de estas toxinas en estos cereales.
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CONCLUSIONES

F. graminearum s.s., F. cortaderiae, F. meridionale y F. asiaticum fueron las
especies del complejo encontradas en los granos analizados.

La principal especie de Fusarium presente en los granos de trigo, cebada vy
sorgo fue F. graminearum s.s.

El principal genotipo encontrado en los aislamientos analizados fue DON/15-
AcDON.

Todos los aislamientos del FGSC son productores de tricotecenos del tipo B,
siendo DON la principal toxina.

No se encontraron diferencias entre los granos analizados a nivel de las

especies del FGSC y su capacidad toxicogénica.
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ANEXO

Tamaiio de banda para

(;Ddlg? del Sustrato Ao de cosecha la PCR complejo-
aislamiento .
especifica
T1 Trigo 2009 400
T2 Trigo 2009 400
T3 Trigo 2009 400
TA Trigo 2009 400
15 Trigo 2009 400
T6 Trigo 2009 400
17 Trigo 2009 400
T8 Trigo 2009 400
T9 Trigo 2009 400
T10 Trigo 2009 400
T11 Trigo 2009 400
T12 Trigo 2009 400
T13 Trigo 2009 400
T14 Trigo 2009 400
T15 Trigo 2009 400
Ti6 Trigo 2009 400
T17 Trigo 2009 400
T18 Trigo 2009 400
T19 Trigo 2009 400
T20 Trigo 2009 400
121 Trigo 2009 400
T22 Trigo 2009 400
123 Trigo 2009 400
T24 Trigo 2009 400
T25 Trigo 2009 400
T26 Trigo 2009 400
127 Trigo 2009 400
128 Trigo 2009 400
129 Trigo 2009 400
T30 Trigo 2009 400
131 Trigo 2009 400
132 Trigo 2009 400
133 Trigo 2009 400
T34 Trigo 2009 400
T35 Trigo 2009 400
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Tamaiio de banda para

(_:Odlg‘_’ del Sustrato  Aiio de cosecha la PCR complejo-
aislamiento i
especifica
136 Trigo 2009 400
137 Trigo 2009 400
138 Trigo 2009 500
T39 Trigo 2009 400
T40 Trigo 2009 400
T41 Trigo 2009 400
T42 Trigo 2009 400
T43 Trigo 2009 200
Ta4 Trigo 2009 400
T45 Trigo 2009 400
T46 Trigo 2009 100
T47 Trigo 2009 400
T48 Trigo 2009 400
T49 Trigo 2009 400
50 Trigo 2009 400
cCOo1 Cebada 2011 400
co2 Cebada 2011 400
co3 Cebada 2011 400
co4 Cebada 2011 400
C 05 Cebada 2011 400
CR1 Cebada 2011 400
CR2 Cebada 2011 400
CR3 Cebada 2011 400
CR4 Cebada 2011 400
CR5 Cebada 2011 400
c1 Cebada 2011 400
Cc2 Cebada 2011 400
Cc3 Cebada 2011 400
ca Cebada 2011 400
C5 Cebada 2011 400
Ccé6 Cebada 2011 400
c7 Cebada 2011 400
cs8 Cebada 2011 400
co9 Cebada 2011 400
c1o Cebada 2011 500
c11 Cebada 2011 400
Cc12 Cebada 2011 400
Cc13 Cebada 2011 400
Cl4 Cebada 2011 400
c17 Cebada 2011 400
Cc18 Cebada 2011 400
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Cédigo del Tamaiio de banda para

. ) Sustratc  Aio de cosecha la PCR complejo-

aislamiento .
especifica

c19 Cebada 2011 400
c20 Cebada 2011 400
c23 Cebada 2011 550
C26 Cebada 2011 400
C28 Cebada 2011 400
Cc30 Cebada 2011 400
c33 Cebada 2011 400
c3a Cebada 2011 400
C35 Cebada 2011 400
c37 Cebada 2011 400
c38 Cebada 2011 400
c39 Cebada 2011 400
c40 Cebada 2011 400
ca41 Cebada 2011 400
c42 Cebada 2011 400
ca3 Cebada 2011 400
cas Cebada 2011 400
C46 Cebada 2011 400
c48 Cebada 2011 400
c49 Cebada 2011 400
C50 Cebada 2011 400
Cc53 Cebada 2011 400
chs4 Cebada 2011 400
C55 Cebada 2011 400
SM1 Sorgo 2013 400
SM8 Sorgo 2013 400
SM 18 Sorgo 2013 400
SM 23 Sorgo 2013 400
SM 50 Sorgo 2013 400
SM 84 Sorgo 2013 400
SM 89 Sorgo 2013 400
SM 128 Sorgo 2013 400
5T2 Sorgo 2013 400
5§21 Sorgo 2013 400
S3 Sorgo 2013 400
S4 Sorgo 2013 400
S5 Sorgo 2013 400
56 Sorgo 2013 400
$7 Sorgo 2013 400
S8 Sorgo 2013 400

S9 Sorgo 2013 400



Codigo del

Tamaiio de banda para

. ) Sustrato Ao de cosecha la PCR complejo-
aislamiento .
especifica
$10 Sorgo 2013 400
$11 Sorgo 2013 500
$12 Sorgo 2013 400
$13 Sorgo 2013 400
$14 Sorgo 2013 400
516 Sorgo 2013 400
517 Sorgo 2013 400
$18 Sorgo 2013 400
520 Sorgo 2013 400
$21 Sorgo 2013 400
$22 Sorgo 2013 400
$23 Sorgo 2013 400
$24 Sorgo 2013 400
$26 Sorgo 2013 400
527 Sorgo 2013 400
$28 Sorgo 2013 400
$29 Sorgo 2013 400
$31 Sorgo 2013 400
$32 Sorgo 2013 400
533 Sorgo 2013 400
$35 Sorgo 2013 400
$37 Sorgo 2013 400
$38 Sorgo 2013 400
$39 Sorgo 2013 400
S40 Sorgo 2013 400
$41 Sorgo 2013 400
$42 Sorgo 2013 400
544 Sorgo 2013 400
S46 Sorgo 2013 400
547 Sorgo 2013 400
548 Sorgo 2013 400
$49 Sorgo 2013 400
S50 Sorgo 2013 400
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