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RESUMEN

La fusariosis de la espiga (FE), causada principalmente por Fusarium graminearum,
es una de las principales enfermedades en el cultivo de trigo. Este patdgeno tiene la
capacidad de producir la micotoxina deoxinavalenol (DON). Son varios los factores
que influyen en la concentracion de DON en el grano. Los objetivos de este trabajo
fueron: i) caracterizar los distintos cultivares comerciales disponibles en Uruguay
frente a la acumulacion de DON en el grano y asociarlo a la caracterizacion frente a
la FE; ii) realizar la comparacion entre distintos métodos de cuantificacion de la FE y
la acumulacion de DON en grano; v iii) determinar la dindmica de la acumulacion de
DON segun condiciones de humedecimiento ocurridas durante el llenado del grano.
Para esto se sembraron 45 cultivares de trigo en los afios 2017 y 2018, en la localidad
de Paysandu. Se realiz6 inoculacion artificial y se evalud el nivel de infeccién de FE
y el contenido de DON mediante el método Agraquant® DON (RomerLabs) y se
estudiaron las correlaciones para cada cultivar. Ademas, se estudid la correlacién
entre el indice de la fusariosis de la espiga (IFE) cuantificado a campo, el % granos
con Fusarium (FDK) por el método blotter test y Canadian Grain Commission
(CGC), y la concentracion de DON por ELISA. Para el tercer objetivo, se sembraron
dos cultivares con comportamiento diferencial frente a FE en condiciones
controladas y fueron expuestos a diferentes regimenes de mojado desde la
inoculacion hasta madurez fisioldgica, estudiandose la influencia de la duracién y
frecuencia de humedad en la concentracion de DON. Los resultados reflejan que las
correlaciones entre los pardmetros de la enfermedad y DON son mas altas en los
ensayos con menor enfermedad. La variable que mas se correlacioné con DON fue el
FDK por el método CGC, y luego por blotter test. La concentracion de DON fue
mayor con hasta 20 dias de humedecimiento de espigas y es notoriamente menor con
40 dias de mojado. En cuanto a frecuencia de dias de mojado, se pudo observar que
menor frecuencia de dias de mojado, generdé menor concentracion DON para ambos

cultivares.

Palabras clave: fusariosis de la espiga; seguridad alimentaria; deoxinivalenol
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SUMMARY

STUDY OF DETERMINING FACTORS OF DEOXYNIVALENOL
CONCENTRATION IN WHEAT GRAIN

Fusarium head blight (FHB), caused mainly by Fusarium graminearum, is one of the
main diseases in wheat crops. This pathogen has the ability to produce the mycotoxin
deoxynavalenol (DON). There are several factors influencing the final concentration
of DON in grain. The aims of this research were: i) to characterize different
commercial cultivars available in Uruguay against the accumulation of DON in
grains and its association to the FHB characterization; ii) to compare different
methods to quatify FHB and DON content in grains; and iii) to determine the
dynamics of DON accumulation according to wetting conditions during grain filling.
Forty-five wheat cultivars were sown in the field in 2017 and 2018. Trials were
artificially. FHB level was determined, and DON content was evaluated using
Agraquant® DON, the correlations for each cultivar were studied. For the second
goal, the correlation between FHB index (FHBI) quantified in the field, the
percentage of damage kernels with Fusarium (FDK) determined by the blotter test
method and Canadian Grain Commission (CGC), and the concentration of DON by
ELISA, were studied. For the third aim, two cultivars with known resistance to FHB
were sown under controlled conditions and submitted to different wetting regimes
during grain filling, to determine the influence of the duration and frequency of
humidity on final DON concentration. The results reflect that correlations were
stronger in the trials with lower disease preassure. FDK determined by the CGC
method showed higher correlation with DON than blotter test. DON concentration
was higher with up to 20 days with spike wetness and decreased with 40 days of
wetness in both cultivars. Regarding the frequency of wet days, the results show that
lower frequency of wet days resulted in a lower DON concentration for both

cultivars.

Keywords: fusarium head blight; food safety; deoxynivalenol
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1. INTRODUCCION

El mercado internacional de trigo ha tenido una sostenida recuperacion de las
disponibilidades mundiales y en la zafra 2019/20 hubo una cosecha triguera superior
a las necesidades del consumo mundial (FAO, 2020). A nivel regional, el
MERCOSUR viene atravesando varios ciclos consecutivos de abundancia de
produccién y una importante oferta exportable (Avellaneda et al., 2020). A nivel
local, la cadena de produccién triguera uruguaya ha experimentado importantes
cambios en los Ultimos afios. El area de siembra se incremento sostenidamente desde
2006 al 2011 y luego desde este afio la superficie ha ido disminuyendo levemente
debido a precios desfavorables llegando en 2017/18 a un area sembrada de 198.000
ha (DIEA, 2019). Sin embargo, en el 2018/19, el area sembrada fue un 20 % mas que
la siembra del afio anterior (DIEA, 2019) y en el 2019/20 la superficie de trigo
aumento un 7 % mas (224.000 ha) (DIEA, 2020), mostrando cierta estabilidad del
area sembrada con trigo a lo largo de los afios debido a su importancia para el pais.

Por otro lado, en Uruguay, la produccion triguera ha presentado diversos
problemas de calidad, y en el 2018, sufri6 el peor desempefio exportador de los
ultimos diez afios. La zafra del invierno 2019/20 se caracterizd por condiciones
climéticas que generaron algunos problemas de inocuidad y calidad en el grano
cosechado.

Uruguay ha tenido como destino principal de exportacion al mercado
brasilefio (82%), seguido de otros mercados méas pequefios como Mauritania (9 %),
Chile (8 %) y Taiwan (1 %) (OPYPA, 2020). Los requerimientos de calidad e
inocuidad de los paises importadores son crecientes y ha sido muy dificil cumplirlos
(Engo et al., 2015). Estos son un pilar fundamental porque determinan la posibilidad
de desarrollar mercados internacionales (Godifio et al., 2020). Por su parte, la
industria nacional también demanda mejor calidad e inocuidad desde que tiene que
hacer frente a una exigente normativa y a una importante competencia de productos
(Engo et al., 2015).



Una de las mayores limitantes que presenta la produccion de trigo en el
mundo, en la regién y en Uruguay para la obtencion de rendimientos de grano alto y
estable, es la fusariosis de la espiga (Diaz de Ackermann y Pereyra 2010, Stepien y
Chetkowski 2010, Salgado et al. 2015, Dweba et al. 2017).

Esta enfermedad no solo afecta el rendimiento y la calidad del grano (Salgado
et al., 2015), sino también la inocuidad por la produccion de micotoxinas por parte
de las especies de Fusarium causales de la fusariosis de la espiga (FE), (Diaz de
Ackermann y Pereyra 2010, Dweba et al. 2017, Valverde-Bogantes 2017). Las
micotoxinas son compuestos toxicos derivados del metabolismo secundario de los
hongos (Abbas et al., 1989) y pueden generar hepatotoxicidad, teratogenicidad, y
carcinogénesis, entre otros, en animales y humanos (Meca et al., 2010).

La FE puede estar causada por una 0 mas especies del género Fusarium.
Varias especies de Fusarium son productoras de toxinas estrogénicas, como por
ejemplo zearalenona (ZEA) y alpha-zearalenol; y otras del grupo tricotecenos (0 no
estrogenicas) como por ejemplo, nivalenol (NIV), 4-Acetil nivalenol, T2 y HT2,
deoxinivalenol (DON) y sus formas acetiladas como 3-acetilDON (3-ADON) y 15-
acetilDON (15-ADON), entre otras (Dweba et al., 2017).

En Uruguay, el complejo de especies predominante asociado a FE en trigo es
Fusarium graminearum (Umpiérrez-Failache et al., 2013). Este complejo (FGSC-
Fusarium graminearum species complex) comprende hasta 16 especies filogenéticas
(Del Ponte et al., 2021), con capacidad de producir el tipo B de tricotecenos como
DON, 3-ADON, 15-ADON y NIV (Aoki et al. 2012).

La composicion de la poblacion de este patdgeno es dindmica y en algunas
regiones del mundo se han detectado cambios con la aparicion o predominancia de
cepas mas toxicogénicas. En Uruguay, se ha relevado la poblacién de Fusarium y en
particular de F. graminearum, en las epidemias 2001, 2002, 2009 y 2012 y se
encontro que F. graminearum sensu stricto 15-ADON era la especie predominante,
por lo que es relevante el monitoreo de DON en el pais (Umpiérrez-Failache et al.,
2013).



La micotoxina DON produce exclusivamente toxicidad aguda ya que no se
acumula en el organismo (Sosa et al., 2017). Es inhibidor de la sintesis de proteinas,
y es la toxina mas comunmente detectada en trigo (Wegulo, 2012). Es una
micotoxina termoestable (hasta 180°C) por lo que persiste durante el procesado de
los alimentos (ELIKA, 2013). Es una toxina regulada en varios lugares del mundo
(FAO, 2018). Especificamente en Uruguay se ha establecido como 1 ppm el limite
méaximo de DON en harina de trigo o subproductos elaborados a base de grano de
trigo (IMPO, 2001) lo que condiciona indirectamente el nivel tolerado en el grano al

momento de su comercializacion.

La produccién de DON por parte del patdgeno, es parte de su arsenal de
virulencia, por lo cual DON le confiere al hongo mayor capacidad de colonizar los
tejidos vegetales (Gardiner et al., 2009). Su produccion, no es constante a lo largo de
la patogénesis (Matthdus et al., 2004) y su dinamica en la planta es muy compleja. La
toxina puede translocarse en direccion acropeta, a través de los vasos de xilema, y
basipeta a través del floema (Argyris et al., 2003). Ademas, se conoce que DON no
se distribuye homogéneamente en el grano, su concentracion es mayor en las capas
externas (cascara), por lo que alimentos con salvado constituyen un mayor riesgo de

contaminacion (Pereyra y Acosta, 2014).

Los valores de infeccion por FE cuantificados en el campo no dan una
prediccién fiable de la concentracion de DON (Koch et al., 2006) debido a que la
relacién entre la presencia del hongo y los sintomas visuales de la enfermedad a
menudo no son tan fuertes (Edwards et al., 2001). Esto se debe a que los granos
asintomaticos pueden contener cantidades significativas de DON, mientras que los
granos sintomaticos dentro de la misma muestra, pueden estar casi libres de toxinas,
lo que genera bajas correlaciones entre estos parametros (Brunner et al., 2009), tema

que se profundizaréa en el primer y tercer articulo.

La relacion que existe entre la expresion de los sintomas de la FE y la
acumulacién de DON final en el grano, ha originado un constante cuestionamiento
acerca de los mecanismos involucrados en la produccién de DON. Son varios los

factores que influyen en la concentracion de DON en el grano tales como, la cepa del



patdgeno, la resistencia del cultivar y las condiciones ambientales. A su vez, la

interaccion entre estos factores también es compleja.

Es posible que distintos aislados en una poblacion dada de F. graminearum,
posean capacidad diferencial en su produccién de enzimas y toxinas, tanto en forma
cualitativa como cuantitativa (Desjardins 2008, Gautam y Dill-Macky 2012). Estas
se sintetizan por vias de biosintesis complejas controladas por una red de genes
(Desjardins 2008, Pasquali y Migheli 2014), por lo que hay una gran variabilidad
presente en la agresividad de las cepas (Cumagun y Miedaner, 2004).

La susceptibilidad del cultivar también es un factor importante en la
concentracion final de DON en el grano (Koch et al., 2006). La resistencia a
Fusarium es de naturaleza poligénica (Jung et al., 2010). Se han registrado de dos a
cinco genes principales y varios genes menores que confieren pequefios efectos
(Zhou et al. 2004, Jung et al. 2010). La evaluacién fenotipica de la resistencia es
dificil debido a que su expresion estd fuertemente influenciada por factores
ambientales (Rudd et al. 2001, Boutigny et al. 2008, Umpiérrez-Failache et al. 2013).

Algunos genotipos de trigo tienen la habilidad de detoxificar DON en un
conjugado DON-glucosa (Lemmens et al., 2005). Pero se conoce que la
desintoxicacion de tricotecenos, no previene la infeccion y el crecimiento del hongo
(Jansen et al., 2005). Por ello, la resistencia a la acumulacién de DON es costosa de
evaluar y no esta completamente correlacionada con las evaluaciones visuales a FE
(Paul et al. 2005, Sneller et al. 2012).

Los factores ambientales, también afectan en gran medida la acumulacion de
DON ademas de influir directamente sobre los patdgenos (Umpiérrez-Failache et al.,
2013). La temperatura, la humedad relativa, la duracién y volumen de lluvias, la
frecuencia de secado y mojado, la actividad del agua (aw) sobre la superficie del
material vegetal, especificamente la espiga, también afectan la produccion vy
acumulacién de DON en el grano (Marin 2010, Wegulo 2012, Cowger y Arellano
2013, Ramirez y Diana 2019). Ademas, se conoce que las condiciones ambientales



Optimas para la produccion de las toxinas en general, difieren de las condiciones

Optimas de crecimiento y dependera de cada especie fungica (Marin, 2010).

La duracion del mojado de la espiga, como frecuencia y volumen de agua en
post-antesis (y hasta llenado de grano) afectan la concentracion de DON en el grano
y la resistencia de los cultivares (Cowger y Arellano, 2013). Pero hay controversias
sobre qué condiciones de humedad favorecen la acumulacion de DON en el grano
(Cowger y Arellano, 2013). Lemmens et al. (2004), Culler et al. (2007), Cowger et
al. (2009), Cowger y Arellano (2013) y Gautam y Dill-Macky (2012) han
demostrado que la concentracion de DON en el grano varia (aumentando o

disminuyendo), segun la duracién de condiciones de humedecimiento.

Por lo tanto, el estudio y el reconocimiento de la relacion entre la expresion
de sintomas de FE y la acumulacion final de DON en el grano, permitirian obtener
informacién de extrema utilidad para el desarrollo de planes de mejoramiento
varietal orientados a mejorar el comportamiento de los genotipos de trigo frente a la
enfermedad (Malbran y Lori, 2013). Esto, sumado a la mayor exigencia de las
distintas regulaciones nacionales e internacionales, determinan la necesidad de
generar mayor conocimiento respecto a la caracterizacion de los cultivares frente a

FE y su nivel de DON en el grano cosechado.

Por ultimo, hay varios métodos para la cuantificacion de FE y la
concentracion de DON en el grano, y no todos tienen la misma precision,
sensibilidad, rapidez y facilidad en la cuantificacion. Los métodos de cuantificacion
de FE mas comunes incluyen, evaluacién visual de espigas infectadas, evaluacion
visual de espiguillas infectadas en pos-antesis, y conteo de dafio por Fusarium en
granos o granos infectados a cosecha. Sin embargo, hay escasa bibliografia local
relacionada a la correlacion entre los métodos. A su vez, para la cuantificacion de la
concentracion de DON se describen numerosos métodos, entre los cuales los ensayos
inmunoenzimaticos ELISA son los mas utilizados por su rapidez, facilidad de
operacion, alto rendimiento y sensibilidad (Krska y Molinelli 2007, Umpiérrez-

Failache 2013, Ono et al. 2016). Sin embargo, este método puede sobreestimar las



concentraciones de micotoxinas en comparacion con los resultados generados por un
método analitico més preciso (Papadopoulou-Bouraoui et al., 2004) porque que
puede haber sobreestimacion y reactividad cruzada de anticuerpos con DON-3-
Glucosido (DON-3-Glc) y formas acetiladas del DON (A-DON) (Lattanzio et al.
2009, Umpiérrez-Failache 2013).

El objetivo general de este trabajo fue determinar el efecto de los distintos
factores que afectan la acumulacion de DON. Como objetivos especificos se planteo:
i) Caracterizar los distintos cultivares comerciales en Uruguay frente a la
acumulacion de DON en el grano y asociarlo a la caracterizacion frente a la FE; ii)
Comparar distintos métodos de cuantificacion de la FE y de la acumulacion de DON
en grano; y iii) Determinar la dindmica de la acumulacién de DON segun

condiciones de humedad ocurridas durante el llenado de grano.

Para cumplir con los objetivos, se sembraron 45 cultivares de trigo en los
afios 2017 y 2018, en la localidad de Paysandu. Se realizo inoculacion artificial con
una suspensién de macroconidios proveniente de 12 cepas de Fusarium
graminearum s.s.  representativas de la region triguera. Los cultivares se
mantuvieron bajo un sistema de aspersion de agua desde la inoculacion que aport6 a
un ambiente favorable para la infeccion. Se evalud el nivel de infeccion de FE
mediante el indice de la FE (IFE) y el contenido de DON por el método ELISA-
Agraquant® DON. Para el estudio de la correlacion entre métodos de cuantificacion
de la FE se utilizaron el IFE cuantificado a campo, el porcentaje de granos con
Fusarium (FDK) por el método blotter test y el método de la Canadian Grain
Commission (CGC, 2019), y para la cuantificacion de la concentracion de DON se
utilizo6 el método ELISA -Agraquant® DON. Para el tercer objetivo se sembraron
dos cultivares con comportamiento diferencial frente a FE, en condiciones
controladas, y se expusieron a diferentes regimenes de duracion y frecuencia de

mojado desde la inoculacion hasta madurez fisiologica.



Las hipotesis a probar fueron:

i) Existe una correlacion significativa entre el nivel de
infeccion por FE y el contenido de DON en grano, dependiente

del cultivar.

i) Existe una correlacion significativa entre los diferentes

métodos de cuantificacion de FE y DON.

iii) Las condiciones de humedad post-infeccion afectan
significativamente la concentracion de DON, segun la

resistencia del cultivar.

La estructura central de este trabajo consiste en tres articulos cientificos. El
primer articulo se titula “Acumulacion de deoxinivalenol y su relacion con el
comportamiento frente a la fusariosis de la espiga”, el cual aporta informacion a la
actual caracterizacion de cultivares en Uruguay. El segundo articulo se titula
"Comparacion de distintos métodos de cuantificacion de la fusariosis de la espiga de
trigo y el contenido de deoxinivalenol en grano”, el cual busca comprender las
diferencias entre los métodos. Por ultimo, el tercer articulo se titula “Dinamica de la
acumulacion de deoxinivalenol segin condiciones de humedad durante el llenado de
grano”, busca aportar nueva informacion sobre la influencia del mojado de la espiga
sobre la acumulacién de la toxina. Se proyecta remitir los tres articulos en la revista,

European Journal of Plant Pathology para su publicacion.
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RELACION CON EL COMPORTAMIENTO FRENTE A LA FUSARIOSIS
DE LA ESPIGA

Carolina Francial, Silvia Pereyra?, Noelia Benitez®, Oscar Bentancur?, Carlos A.

Pérez®

YIng. Agr., Ayudante de investigacion fitopatologia, Depto. Proteccion Vegetal, Fagro, EEMAC.

carofranciabent@gmail.com
2 Ing. Agr. MSc., PhD., Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria. spereyra@inia.org.uy

3 Ayudante de investigacion fitopatologia, Depto. Proteccion Vegetal, Fagro, EEMAC.
nbg_90@hotmail.com

4 Ing. Agr., Profesor Agregado, Fitopatologia, Depto. de Biometria, Estadistica y Computacion,
EEMAC obent@fagro.edu.uy

5 Ing. Agr. MSc., PhD., Profesor Agregado, Fitopatologia, Depto. Proteccion Vegetal, Fagro,
EEMAC.

caperez@fagro.edu.uy


mailto:carofranciabent@gmail.com
mailto:nbg_90@hotmail.com
mailto:obent@fagro.edu.uy

2.1 RESUMEN

La fusariosis de la espiga (FE) representa una amenaza para el trigo debido a la
reduccién de rendimiento, calidad y su efecto sobre la inocuidad del grano. La FE es
causada en Uruguay principalmente por Fusarium graminearum sensu stricto 15
acetildeoxinivalenol (15-ADON), caracterizado por la produccion de DON
(deoxinivalenol) y 15-ADON. Tradicionalmente, los enfoques de mejoramiento de
cereales se han centrado en la seleccion por nivel de FE, pero esto no ha sido
suficiente para asegurar un contenido de micotoxinas bajo. Este trabajo tuvo como
objetivo caracterizar los distintos cultivares comerciales frente a la acumulacion de
DON en el grano y asociarlo a la caracterizacion frente a la FE. Para esto se
sembraron 45 cultivares de trigo en los afios 2017 y 2018. Se realizd inoculacién
artificial con un pool de 12 cepas de Fusarium graminearum. Se evalud el indice de
enfermedad (IFE), el % granos con Fusarium (FDK) mediante blotter test, el
contenido de DON mediante el método Agraquant® DON (RomerLabs), y se estudio
las correlaciones entre estas variables para cada cultivar. La correlacion entre las
distintas variables de cuantificacion de la enfermedad y la concentracion de DON en
grano fue mayor en el experimento con menor nivel de enfermedad. FDK fue la
variable que mas se correlaciond con la concentracion de DON. Por otro lado, en
Uruguay, el sistema de caracterizacion sanitaria actual, permite predecir el
comportamiento frente a la enfermedad pero no permite predecir la concentracion de

DON en afios muy favorables para la enfermedad.

Palabras clave: cultivares, correlacion, fusariosis de la espiga, deoxinivalenol



2.2 SUMMARY

DEOXYNIVALENOL ACCUMULATION AND ITS RELATIONSHIP
WITH BEHAVIOR AGAINST FUSARIUM HEAD BLIGHT

Fusarium head blight (FHB) represents a threat in wheat due to its impact on grain
yield, quality, as well as its impact on food safety. FHB is caused in Uruguay mainly
by Fusarium graminearum sensu stricto 15 acetyldeoxynivalenol (15-ADON),
characterized by the production of DON (deoxynivalenol) and 15-ADON.
Traditionally most of wheat breeding approaches have focused on the selection for
resistance to FHB, but this has not been enough to ensure a low mycotoxin content.
This work aimed was to characterize commercial varieties in relation to DON
accumulation in grain and associate it with the characterization against FHB. For
this, 45 wheat cultivars were sown in 2017 and 2018. Artificial inoculation was
performed with 12 strains of Fusarium graminearum. FHB was evaluated by the
disease index (FHBI), the percentage of grains with Fusarium (FDK) was
determined by blotter test and the DON content was quantified by the Agraquant®
DON method (RomerLabs). Correlations among variables were performed for each
cultivar. The highest significant correlation between FHBI/ FDK with DON content
it was registered in Exp. 1, which had the lowest FHB level in the field. FDK and
DON content had the highest positive correlation coefficient. Currently, national
cultivars evaluation system includes characterization to FHB, while characterization

based on DON concentration is still challenging.

Key words: cultivars, relationship, fusarium head blight, deoxynivalenol
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2.3. INTRODUCCION

El trigo es un alimento basico utilizado por varias civilizaciones a lo largo de
la historia y en una gran variedad de productos, por lo que ha sido importante crear
un abastecimiento estable del mismo. Por su parte, el trigo cumple un rol
preponderante en la seguridad alimentaria establecida por la FAO en 1996, la cual
refiere a que todas las personas puedan tener acceso a suficiente alimento, seguro y

nutritivo para satisfacer sus necesidades (FAO, 1996).

La fusariosis de la espiga (FE) es una enfermedad que afecta la produccién de
trigo, cuando ocurren condiciones climaticas favorables, representando una amenaza
para la seguridad alimentaria debido a la reduccion de rendimiento y calidad, asi
como a la contaminacion del grano por micotoxinas (Salgado et al., 2015; Dweba et
al., 2017; Valverde-Bogantes, 2017). La FE es causada a nivel global por diversas
especies del género Fusarium con capacidad de producir micotoxinas (metabolitos
secundarios) tales como fumonisinas, tricotecenos y zearalenona que pueden afectar

la salud humana y animal (Dweba et al., 2017).

Particularmente, el tricoteceno tipo B, deoxinivalenol (DON) es capaz de
inhibir la sintesis de proteinas en organismos eucariotas (Gardiner et al., 2009; Sosa
et al., 2017). En la planta de trigo es producido post-infeccion de la espiga y es
considerado un factor de virulencia que le confiere mayor capacidad de colonizar
saprofiticamente los tejidos vegetales, pero no es necesaria su presencia para causar

la fusariosis de la espiga (Proctor, 2000; Jansen et al., 2005; Gardiner et al., 2009).

Su ingesta puede causar efectos como rechazo al alimento, vomitos, diarrea,
irritacion en piel, hemorragias e inmunosupresion en animales y humanos (Knutsen
et al., 2017). Esta toxina presenta una dosis aguda de referencia (ARfD) de 8ug /kg
de peso (ELIKA, 2013). Es una micotoxina termoestable hasta los 180°C por lo que
persiste durante el procesado de los alimentos (ELIKA, 2013). Su toxicidad junto a
su estabilidad durante el procesamiento de alimentos, y su frecuencia de deteccion en

trigo demuestran su importancia (Wegulo, 2012; Maresca, 2013).
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A nivel internacional, la Comision Codex Alimentarius (FAO, 2018),
establecié por decreto un limite maximo de 2 mg de DON por kg de grano de
cereales (trigo, maiz y cebada) destinados a elaboracidn posterior de alimentos. En
Uruguay, por resolucion de la presidencia en el decreto 533/001, el limite maximo es
de 1 mg/kg (1 ppm) en harina de trigo, subproductos y productos elaborados en base
atrigo (IMPO, 2001).

La concentracion final de DON en el grano esta dada por la interaccion de
varios factores, relacionados al patogeno, al hospedero y al ambiente (Boutigny et
al., 2008; Umpiérrez-Failache et al., 2013). La especie de Fusarium y cepa del
patdgeno, pueden definir que via de produccion de tricotecenos tipo B va a estar
presente, debido a que hay diferencias intraespecie en la produccién (Gautam y Dill-
Macky, 2012; Wegulo, 2012; Umpiérrez-Failache et al., 2013). En las poblaciones de
F. graminearum, las distintas cepas producen distintas toxinas y por lo tanto éstas,
pueden ser agrupadas en distintos quimiotipos (Moss y Thrane, 2004). En Uruguay
se ha determinado que la especie predominante es Fusarium graminearum sensu
stricto, quimiotipo 15 acetildeoxinivalenol (15-ADON), perteneciente al complejo de
especies de F. graminearum (FGSC) (Aoki et al., 2012; Umpiérrez-Failache et al.,
2013). Esta especie es productora de deoxinivalenol (DON) y 15-ADON (Moss y
Thrane, 2004; Pereyra y Dill-Macky, 2010; Umpiérrez-Failache et al., 2013).

Por otro lado, la susceptibilidad del cultivar y el estadio fenol6gico del cultivo
al momento de la infeccion, son dos factores fuertemente relacionados a la
concentracion de DON a cosecha. Un cultivar altamente susceptible puede presentar
concentraciones de DON significativamente mas altas, que un cultivar
moderadamente resistente, en igualdad de condiciones (Koch et al., 2006; Lemmens
et al., 2016). Sin embargo, no siempre hay una correlacion positiva y significativa
entre variedades con alta resistencia a Fusarium y bajos niveles de DON detectados
(Boutigny et al., 2008). Hernandez Nopsa et al., (2012) observaron que un cultivar
moderadamente resistente acumulé mas DON de forma consistente que un fenotipo
susceptible. Si bien, los autores no concluyeron respecto a la causa de esto, infirieron

que pudo ser debido a la madurez tardia del cultivar resistente y sugirieron que el
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cultivar resistente que utilizaron, si bien es conocido por mostrar bajos niveles de
IFE, es susceptible a FDK y DON. Estos autores proponen que los cultivares deben
ser caracterizados por las tres variables de forma independiente y no estandarizarlo

como en la actualidad.

Existen distintos mecanismos de resistencia a la FE, que se describen como:
I- resistencia a la infeccion (Schroeder y Christensen, 1963), Il- resistencia a la
colonizacion de tejidos (Schroeder y Christensen, 1963), IllI- resistencia a la
infeccion del cariopse (Mesterhdzy 1995; Mesterhazy, 1997a; Mesterhazy, 1997b),
IV- tolerancia, - se desarrolla fusariosis de la espiga pero sin un efecto significativo
en pérdida en el rendimiento o calidad del grano (Mesterhazy, 1989; Mesterhazy,
1995), V- resistencia a las toxinas. A su vez los mecanismos de resistencia
relacionados a las toxinas pueden ser varios: descomposicion de la toxina,
insensibilidad a la toxina, o limitacion en la acumulacion en los tejidos de la espiga.
Este dltimo tipo de resistencia V, en clasificaciones de otros autores aparece

nombrada como resistencia tipo 11 (Miller et al., 1985; Wang y Miller, 1988).

Los factores ambientales, ademas de influir directamente sobre los patégenos,
afectan directamente la concentracién de toxinas en el grano (Umpiérrez-Failache et
al., 2013). La temperatura, asi como la humedad relativa, y la duracion y volumen de
lluvias, son factores de gran importancia. La frecuencia de secado y mojado, la
actividad del agua (aw) sobre la superficie del material vegetal también afectan la
produccién y acumulacion de DON en el grano (Marin, 2010; Wegulo, 2012;
Cowger y Arellano, 2013; Ramirez y Diana, 2019).

Existen otros factores mas complejos como el pH del medio que puede
afectar la produccion de toxinas por parte del patégeno. A modo de ejemplo Gardiner
et al., (2009) demostraron que la expresion del gen Tri5 (gen que codifica la enzima
que sintetiza tricodieno, es decir, la molécula precursora comun a todos los
tricotecenos (Desjardins et al. 1992) y la concentracion de DON aumentaban al

someter una cepa de F. graminearum a un medio de pH bajo en condiciones in vitro.
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La composicion gaseosa de la atmosfera (niveles de oxigeno y didxido de carbono)
afecta principalmente la produccién de micotoxinas, y en menor grado el crecimiento
fangico (Marin, 2010).

Todos estos factores interaccionan entre si, por lo que el sistema es muy
complejo. Se puede pensar que las condiciones favorables para el crecimiento de F.
graminearum darian lugar a una produccion y acumulacion mas alta de tricotecenos,
dado que su produccion acompafa el proceso de colonizacion. Sin embargo, la
compleja relacién entre genotipo y quimiotipo asegura que la presencia de un gen, no
garantiza la presencia de un metabolito producido por esa via, ni predice los niveles
producidos de ese metabolito (Desjardins, 2008). La traduccion de genotipo en
quimiotipo esta dada por interacciones genéticas y factores ambientales (Desjardins,
2008).

Ademas, el DON producido puede ser degradado total o parcialmente, y
metabolitos intermedios de la ruta pueden dirigirse hacia otras rutas metabdlicas
resultando en una gran variabilidad en la cantidad de DON detectada en el grano
cosechado (Marin, 2010). Por lo tanto, resulta relevante investigar sobre la relacion

entre la acumulacion de DON en el grano y los niveles de FE en la planta.

Tradicionalmente, el mejoramiento genético por resistencia a FE se ha
realizado basado en los niveles de enfermedad (Boutigny et al., 2008). Sin embargo,
los programas de mejoramiento podrian ser optimizados incorporando la
determinacion de los niveles de DON en los distintos cultivares (Malbran y Lori,
2013). Esto permitiria contar con un indicador més confiable de la estabilidad o nivel
de riesgo de las distintas variedades, debido a que el nivel de enfermedad y la
inocuidad del grano no necesariamente presentan una alta correlacion (Koch et al.,
2006; Arrua et al., 2014).

Estudios de la correlacion entre distintos parametros que cuantifican a la FE,

incluido el nivel de infeccion de Fusarium en grano pre y/o postcosecha y la
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concentracion de DON, han presentado resultados inconsistentes debido a la gran
cantidad de factores que estan involucrados (Paul et al., 2005). Se han encontrado
correlaciones altas y positivas (Edwards et al., 2001; Brunner et al., 2009; Malbran y
Lori, 2013; Martinez et al., 2014), bajas y positivas (Argyris et al., 2003; Hernandez
Nopsa et al., 2012; Mourelos, 2015; Goral et al., 2018), y en algunos casos ausencia
de correlacion entre las variables (Edwards et al., 2001; Arrda et al., 2014). La
inmensa variabilidad de resultados encontrados fue resumida por Paul et al. (2005),
quienes, analizando 163 trabajos, encontraron que en mas del 65 % de los mismos,
las correlaciones fueron de un coeficiente r> 0,50, sugiriendo correlaciones positivas
entre DON y FE y en otros no se observaron correlaciones o incluso las mismas

fueron negativas.

Estas diferencias entre los trabajos anteriores, han originado un constante
cuestionamiento acerca del peso relativo de cada factor en forma individual y de sus
interacciones en la acumulacién de DON. Esto, sumado a la exigencia de las distintas
regulaciones nacionales e internacionales, determina la necesidad de generar méas
conocimiento sobre la relacion entre la resistencia a FE y el nivel de DON en el

grano cosechado.

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar distintos cultivares
comerciales frente a la acumulacion de DON en el grano y asociarlo a la
caracterizacion frente a FE. La principal hipotesis fue, que existe una correlacién
significativa entre la caracterizacion sanitaria del cultivar frente a FE y el contenido

de DON en grano, que depende del cultivar.

2.4 MATERIALES Y METODOS

Se realizaron tres experimentos de campo entre los afios 2017 y 2018, en la
Estacion Experimental “Dr. Mario A. Cassinoni” (EEMAC), en la localidad de
Paysandi, Uruguay (32°22°12°’S 58°03°52°"W).

El Exp. 1 se sembré en el 2017, incluyendo 45 cultivares de trigo, el dia 24 de

julio. El Exp. 2 y el Exp. 3 fueron sembrados en el 2018, incluyendo 44 cultivares. El
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Exp 2. fue sembrado el 28 de mayo los ciclos largos y el 9 de junio los ciclos
intermedios, mientas que en el Exp. 3 fueron sembrados el 26 de junio y el 16 de
julio, respectivamente. Los cultivares utilizados se encontraban en etapas avanzadas
de registro al momento de uso y cabe destacar que se utilizaron diferentes

germoplasmas entre experimentos (Ver anexo No. 1).

La unidad experimental fue de dos surcos de 1 m de largo y 0,20 m de
distancia entre surco, con una distancia entre parcelas de 0,40 m. El disefio
experimental fue de bloques completos al azar, con tres repeticiones. Los ensayos se
fertilizaron de manera que los nutrientes no fueran limitantes y se mantuvo el area

experimental libre de malezas.
2.4.1. Inoculacion

Se utilizé un pool de 12 aislados de F. graminearum de origen monosparico,
representativos de la region triguera de Uruguay, provenientes de distintos cultivares,
localidades y afios, caracterizados por especie filogenética, quimiotipo y agresividad.
Estas cepas se encuentran conservadas en la coleccion de INIA La Estanzuela,
Uruguay (Codigos: 00-004, 02-020, 09-005, 11-001, 12-000, 13-009, 13-023, 14-
003, 14-012, 16-000, 16-014 y 17-003), todas identificadas como F. graminearum
sensu stricto 15ADON (S. Pereyra, S. Vero, obtenidos de varios proyectos

comunicacion personal, 1 de julio de 2017).

Se utilizaron dos métodos de inoculacion: i) distribucion de granos de maiz
colonizados por los aislados, con presencia de peritecios y liberando ascosporas, Y ii)

aspersion de suspension de macroconidios en la espiga.

2.4.1.1 Inoculacion con grano de maiz

Las cepas conservadas en silica gel, se sembraron en medio PDA (Oxoid,
UK).EI indculo se multiplicé en medio PDA (Oxoid, UK), en placas de Petri de 90
mm, donde se sembro la cepa correspondiente en el centro de la placa y se incubd

por siete dias temperatura ambiente (20-25 °C). Luego los granos de maiz se
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embebieron por 24 h en agua (se utilizé agua suficiente para poder cubrir el maiz y
asegurar que el agua no fuera limitante en este proceso). Posteriormente los granos se
escurrieron, se colocaron en bandejas de aluminio y se cubrié con doble capa de
papel de aluminio. Las bandejas se autoclavaron por 30 min a 120 °C y se dej6
enfriar completamente. En la cAmara de flujo laminar, cada bandeja se inocul6 con
una cepa diferente de F. graminearum, de modo de tener varias bandejas de cada una
de las cepas. Cada bandeja de 700 g de maiz se inoculé con una placa completa de

Fusarium.

Las bandejas inoculadas fueron incubadas a temperatura ambiente por tres
semanas. Luego de dos semanas de incubacion el contenido de la bandeja se mezclo
para generar una colonizacién homogénea de los granos por parte del hongo. A la
tercera semana se desagregaron los granos manualmente, y se dejé secar a
temperatura ambiente sobre un nylon esterilizado superficialmente, con luminosidad
natural. Luego de 15 dias de secado se almacend en bolsas de papel. Previo a la
inoculacidon, se mezcld el grano inoculado de las 12 cepas, se homogeneizo, y se
distribuyé uniformemente en las parcelas a razon de 40 g/m?. La inoculacion se
realizd6 en dos oportunidades: dos semanas previas a floracién, y a floracion
(modificado de Dill-Macky, 2003; Osman et al., 2015).

2.4.1.2 Inoculacion con aspersién de macroconidios

Para producir la suspensién de macroconidios, se partiéo de las mismas 12
cepas mencionadas arriba. Las cepas se repicaron en medio PDA (Oxoid, UK) y se
colocaron a temperatura ambiente (20-25°C) con fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de
oscuridad. Luego de 7 dias, se trasfirio el micelio hacia tubos de 10 mL que
contenian 7 mL de medio agar-agua y se mezclé con vortex. Se coloc6 1 mL de esa
mezcla en una placa de Petri con medio de cultivo de poroto de soja y se esparcio
con un rastrillo esteril. A los 15 dias se raspo la superficie de la placa usando agua

estéril y se filtraron restos de micelio con gasa hidrdéfila estéril para que solo pasaran
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los macroconidios. Por Ultimo, se llevd a la concentracion deseada de 2 x 10°

esporas/mL. La suspension fue conservada en freezer a -20 “C hasta su utilizacion.

El medio de cultivo de poroto de soja utilizado se realizé hirviendo 40 g de
granos de soja en 1 L de agua desionizada por aprox. 23 min o hasta que el
tegumento del grano se desprendia. Luego se filtré el liquido con un colador y se
llevé el volumen a 1 L nuevamente. Posteriormente se agregaron 20 g de agar
bacteriol6gico y se autoclavd por 20 min a 120 °C. Luego de autoclavado, se
dispensd en placas de Petri de 90 mm (modificado de Pereyra y Dill-Macky, 2010).

La inoculacion con suspension de macroconidios, se realizdé mediante una
pulverizadora manual (PP415, Forest & Garden). Se inocul6 cada parcela de forma
independiente, al estado mediados de floracion (Z65). Para esto de utilizaron
aproximadamente 60 mL de suspension de macroconidios por parcela, con el

objetivo de lograr la mayor cobertura posible de las espigas.

Se instal6 un sistema de humidificacion con dos tipos de aspersores. Uno de
gota gruesa para el riego, de forma de que se favoreciera la diseminacion del inoculo
desde el grano de maiz, para esto se utilizaron aspersores modelo Gyronet (Netafim,
Israel) de caudal 120 L/h, a 200.000 Pa de presion. El otro aspersor fue de cuatro
boquillas en cruz (Coolnet™pro, Netafim, Israel) con caudal de 30 L/h que trabaja a
un rango de presion de 300.000 a 500.000 Pa. Esta gota fina, permitid la

prolongacion de horas de agua libre en la espiga.

Este sistema buscO generar un ambiente favorable para la infeccion y posterior
desarrollo de la FE. A su vez, se colocé malla sombra a 2 m de altura de las plantas,
con el objetivo de disminuir la radiacion y aumentar la humedad relativa. Esta malla

podia correrse cuando fuera necesario.

2.4.2 Determinaciones realizadas

Se evaluo la incidencia (porcentaje de espigas con FE en el total de la

parcela) y severidad (espiguillas con sintomas de FE en el total de espiguillas de la

18



espiga) en estado lechoso-pastoso (Z83) y se calculé el indice de FE (IFE) como el
producto de severidad*incidencia expresado en porcentaje.

Cada parcela se cosechd en forma manual y trilld con una trilladora experimental
(Classic, Wintersteiger, Austria) donde se trabajo con el nivel minimo de viento para
que los granos chuzos no fueran eliminados de la muestra. Finalmente se retiraron las
cubiertas de todos los granos de forma manual en el laboratorio, y se conservo en

bolsas de papel a 4°C hasta su procesamiento.

A su vez, se determiné el porcentaje de granos con Fusarium (FDK) mediante blotter
test, y la concentracion de deoxinivalenol (DON) en grano por el método
AgraQuant®ELISA DON (Romer Labs Inc., Union, MO, EEUU).

2.4.2.1 Blotter test

La infeccion con Fusarium, se determind siguiendo el protocolo ISTA
(2021). Brevemente, se realiz6 desinfeccion superficial de los granos sumergiendo
los mismos en hipoclorito al 1 % durante 15 s, luego el grano se sumergi6 durante 15
s en alcohol al 70 %, y por Gltimo se enjuago por 30 s en agua destilada estéril en un
vaso de Bohemia, por dos veces. Posteriormente, se elimind el agua en la superficie
mediante secado en papel absorbente, y se incubaron placas de Petri sobre papel de
filtro humedecido.

Se analizé un total de 200 semilla/parcela, en cuatro repeticiones de 50
semillas cada una, con un disefio de blogues completos aleatorizados, con cuatro
repeticiones. Las placas se incubaron a 25°C por 24 h, y luego se colocaron en
freezer a -20°C por 12 h para matar el embrion de la semilla. Posteriormente, los
granos se incubaron a 25°C por seis dias, momento en que se cuantificd el numero de
semillas con esporulacion de Fusarium (incidencia), bajo lupa estereoscépica 40X, y
mediante confirmacion por morfologia de esporas bajo microscopio. Para evaluar
que este procedimiento se realizara de forma homogénea entre las distintas tandas de
muestras evaluadas, se incluyd un tratamiento testigo de infeccion conocida, que
cumplia el rol de testigo (ISTA, 2021).
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2.4.2.2 Determinacion de la concentracion de deoxinivalenol

El contenido de DON se determind mediante el método AgraQuant®ELISA
DON (COKAQ4000, RomerLabs) (aprobado por AOAC Research Institute-AOAC
RI 110701). Se utilizaron tres muestras de concentracion de DON conocida,
determinada en el Laboratorio de Micotoxinas del Laboratorio Tecnologico del
Uruguay (LATU), de forma de tener muestras de referencia que permitieran verificar
la consistencia del resultado. Las muestras de referencias presentaban distinta
concentracion de DON: baja con rango de 1,32-1,74 ppm, intermedia con rango de
2,68-2,93 ppm y alta con rango de 4,88-5,34 ppm. El grano se molié en un molino
de laboratorio (modelo Newman, Inglaterra), y fue cernido en un tamiz de malla no.
20.

Posteriormente, se procedio con el protocolo del fabricante. Brevemente, se pesaron
10 g de muestra, se agregaron 50 mL de agua bidestilada estéril, se agité durante 10
min a 400 rpm en Orbital Shaker, y se dejé decantar por 10 min. Luego se filtro el
sobrenadante en papel Whatman #1 por 20 min y se colectd el filtrado, se agit6
nuevamente en el vortex y se diluyo el extracto con agua bidestilada estéril (1 mL de
extracto y 3 mL de agua) como lo indica el protocolo del kit. Con el extracto
obtenido, se procedio a cuantificar la concentracion de DON en un espectrofotometro
(Multiskan FC, Thermo Scientific, Finlandia), utilizando planilla de calculo del
método. En cada corrida se verificd que el coeficiente de determinacion sea mayor a
0,985 y la densidad 6ptica mayor a 0,5. El limite de deteccidn del método es de 0,20
ppm y el limite minimo de cuantificacién es de 0,25 ppm. Cuando la concentracion
fue mayor al maximo determinado por el método, se procedié a diluir la muestra,

hasta que la concentracion se ubicara dentro del rango de confiabilidad del método.
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2.4.3 Modelo estadistico

Para el analisis de resultados se utilizé el procedimiento GLIMMIX del
paquete estadistico SAS On Demand for Academics version 9.04 (SAS Institute Inc.,

Cary, NC, USA, 2018), y se trabajé con un modelo estadistico anidado:

YijKl=p+Bi+Cj+ M(C)jl+Dk+gijkl

w: media general

Bi: efecto del i-ésimo bloque

Cj: efecto del j-ésimo grupo de caracterizacion sanitaria

M(C)jl: efecto del I-ésimo cultivar anidado a j-ésimo grupo de caracterizacion
sanitaria

Dk: efecto del k-ésimo dias favorables

€ijkl: error experimental

Los grupos de caracterizacion sanitaria se generaron agrupando los cultivares
con igual comportamiento sanitario, segin Castro et al. (2020). Esta escala esta
comprendida por 9 grupos de susceptibilidad, donde los cultivares de baja
susceptibilidad a FE pertenecen al grupo 1 y los cultiavares altamente susceptibles
pertenecen al grupo 9, por lo que un nimero mayor significa mayor susceptibilidad.
El grupo 0, estuvo comprendido por cultivares aun sin caracterizar que se decidid

dejar fuera del andlisis.

El factor “dias favorables” (o eventos infecciosos) se refiere a la cantidad de
dias que tuvieron un periodo critico segin Moschini y Fortugno (1996). Estos autores
determinaron que un evento infeccioso corresponde a la ocurrencia de lluvias >0,2
mm, HR mayor a 81 %, y al dia siguiente HR mayor o igual a 78 %. Mazzilli et al.,
(2011) agrega que en ambos dias, no deben existir limitantes de temperatura, o sea, la
misma debe ser mayor a 14 °C y menor a 25 °C. Los eventos infecciosos ocurridos
durante la floracion, son los que determinan mayor probabilidad de infeccion por
Fusarium, pero se conoce que eventos infecciosos durante el llenado de grano

también pueden generar infeccion (Hooker et al., 2002; Del Ponte et al, 2007;
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Velazquez y Formento, 2012). Tomando en cuenta lo anterior, se analizaron los
eventos infecciosos desde la inoculacion hasta siete dias previos a la lectura, debido a
que es el periodo aproximado de incubacion y en el cual se puede llegar a cuantificar
los sintomas de FE (Del Ponte et al, 2007). Para las variables que fueron evaluadas
en pos-cosecha (FDK y concentracion de DON) se consideraron los dias favorables
de todo el periodo (desde inoculacion a cosecha).

El analisis de varianza para las variables incidencia de FE, severidad de FE y
FDK se realiz6 considerando que las mismas son variables binomiales, es decir
cuenta el nimero de éxitos en una secuencia de n ensayos independientes entre si. En
el caso de la incidencia por ejemplo, nimero de espigas enfermas sobre nimero de
espigas totales. ElI IFE analiz6 como variable logaritmica y luego se realizd la
destransformacion hacia variable exponencial. El andlisis de DON, se realiz6
considerando que la misma tiene una distribucién normal.

Finalmente, se estudio la correlacion entre las distintas variables, utilizando la
correlacion de Pearson cuando ambas variables tenian distribucion normal o

correlacion de Spearman cuando alguna variable presentaba otro tipo de distribucion.

2.5 RESULTADOS

Los experimentos realizados presentaron distintos niveles de FE y de
infeccion en grano pos-cosecha, con los menores niveles de infeccion en el Exp. 1y
los mayores niveles en el Exp. 3. Las condiciones climaticas fueron similares entre
experimentos, aunque con diferencias en los volimenes de lluvia: el Exp. 1 recibio
menor volumen de lluvia total, en relacion al Exp. 3, y los menores volimenes se

registraron en el Exp. 2 (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Valores maximos de incidencia, severidad e indice de Fusariosis de la
espiga (FE) a los 21 dias pos-inoculacion, porcentaje de grano con Fusarium (FDK)
y concentracion de deoxinivalenol (DON), rangos promedios de temperatura,
humedad relativa (HR) y lluvias totales del periodo desde 50 % de espigazdn hasta

cosecha en cada experimento

Exp.1 Exp. 2 Exp. 3
Incidencia de FE méaxima (%) 55 100 100
Severidad maxima (%) 77 71 89
indice de FE méaxima (%) 26 66 89
FDK maximo (%) 64 79 91
DON méaximo (ppm) 12 21 25
Rango de Temp. promedio (°C) 13-28 11-28 11-28
Rango de HR promedio (%) 46 — 94 46 — 95 46 — 95
VVolumen de lluvia total (mm) 325 458 432

Si bien se utilizo riego, el agregado de agua y la cobertura con malla sombra
tuvo un efecto parcial sobre el ambiente, por lo cual las condiciones climaticas
fueron determinantes en brindar condiciones Optimas para el éxito de las
inoculaciones en la infeccidn. En este sentido, en los tres ensayos hubo diferencias,
tanto en cantidad como en la distribucién de los eventos infecciosos, lo que podria

explicar la severidad maxima de FE observada en cada caso (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Distribucién de la ocurrencia de eventos infecciosos en el periodo desde

ocho dias previos a espigazon (50 % espigas afuera) hasta cosecha en los
experimentos (Exp; 1: 2017; 2: 2018-siembra temprana; y 3: 2018-siembra tardia)

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Set. | Oct. | Nov. | Dic. | Set. | Oct. | Nov. | Dic. | Set. | Oct. | Nov. | Dic.
0 1 0 0 2 0 2 6 2 0 2 6
Total Total Total
1 10 10

El IFE fue mayor en el Exp. 3. A su vez en este experimento los valores de

IFE méximos fueron superiores a los otros experimentos. Los valores promedio de

FDK cuantificados en laboratorio fueron mayores en el Exp. 2. Por otro lado,

respecto a la concentracion de DON, los Exp. 2 y 3 tuvieron promedios similares,

pero el Exp. 3 tuvo mayor variacion entre cultivares (Fig. 1).
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Fig. 1. Dispersion del indice de fusariosis de la espiga (IFE), porcentaje de infeccion
en granos (FDK) vy concentracion de deoxinivalenol (DON) en cada
experimentosmbiente; 1: 2017; 2: 2018-siembra temprana; y 3: 2018-siembra tardia)

En todos los experimentos, el grupo de caracterizacion sanitaria (CARSAN)
fue un factor significativo para todas las variables, a excepcion de la incidencia de
FE en el Exp 3 (Cuadro 3), coincidiendo con el experimento que presentd los
mayores niveles de IFE.

El factor cultivar dentro del grupo de CARSAN tuvo efecto significativo
sobre todas las variables de respuesta en todos los experimentos. Por su parte, el
factor dias favorables o eventos infecciosos (DIASFAV), fue significativo sobre la
concentracion de DON en el Exp 1, donde los cultivares que tuvieron un dia

favorable, tuvieron significativamente mayor DON que los que no tuvieron dias
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favorables. En el Exp 3, no se consider6 a DIASFAV como un factor dado que todos
los cultivares tuvieron ocho dias favorables hasta la cosecha.

Cuadro 3. Resultados del ANOVA para incidencia y severidad de fusariosis de la
espiga (FE), indice de FE (IFE), granos con Fusarium a poscosecha (FDK) y
contenido de deoxinivalenol (DON). El valor presentado corresponde a p-valor

Experimento 1
Efecto Incidencia | Severidad IFE FDK DON
de FE de FE
Bloque 0,6406 0,0683 0,1763 | <0,0001 | 0,0277
Carsan 0,0089 0,0362 | 0,0314 | 0,0117 | <0,0001
Material(Carsan) <0,0001 0,0426 | 0,0534 | <0,0001 | <0,0001
Diasfav. 0,4579 0,1692 0,6822 | 0,3207 | 0,0485
Experimento 2
Efecto Incidencia | Severidad IFE FDK DON
Bloque 0,0001 0,1737 0,0012 | 0,0482 | <0,0001
Carsan <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0003 | <0,0001
Material CARSAN) | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Diasfav. 0,0093 <0,0001 | 0,0012 | 0,1931 | 0,8044
Experimento 3
Efecto Incidencia | Severidad IFE FDK DON
Bloque 0,7638 0,1589 0,7795 | 0,0047 | 0,0009
Carsan 0,8486 0,0017 | 0,0599 | 0,0373 | 0,0058
Material(Carsan) 0,0005 0,0008 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Diasfav. <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 - -

Significancia con valores de p-valor < 0,10 son indicados en negritas.

Se registraron diferencias significativas entre los grupos de caracterizacion

frente a FE en la concentracion de DON en los tres experimentos. Sin embargo, no se
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observd que los grupos mas susceptibles tuvieran mayor concentracion de DON que
los grupos con mayor resistencia (Fig. 2).
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Fig. 2. Valores medios de contenido de deoxinivalenol (DON) segin grupo de

caracterizacion sanitaria (Grupo CARSAN)

La correlacion entre las distintas variables de cuantificacion de la enfermedad
y la concentracion de DON en grano fue mayor en el experimento con menor nivel
de enfermedad, y fue disminuyendo en los experimentos con mayor nivel de

infeccion (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Correlaciones de Pearson o Spearman (*), segun corresponda, entre
incidencia y severidad de fusariosis de la espiga (FE), indice de FE (IFE), granos con
Fusarium a poscosecha (FDK) y la concentracion de deoxinivalenol (DON) para los

experimentos (experimentos; 1: 2017; 2: 2018-siembra temprana; y 3: 2018-siembra

tardia)

Correlaciones | Experimento 1 | Experimento 2 Experimento 3
IFE-DON* 0,74 (<0,0001) 0,63 (<0,0001) 0,16 (0,07)
%Inc-DON | 0,89 (<0,0001) | 0,55 (<0,0001) -0,03 (0,69)
%Sev-DON | 0,42 (0,0016) | 0,44 (<0,0001) -0,01 (0,92)

%FDK-DON | 0,86 (<0,0001) | 0,60 (<0,0001) | 0,38 (<0,0001)

Significancia con valores de p-valor < 0, 05 son indicados en negritas. El valor presentado entre

paréntesis corresponde a p-valor.

Para determinar si las correlaciones fueron significativamente distintas entre
experimentos, se realiz6 un analisis de comparacion por Z-Fisher (datos no
presentados). Las correlaciones poblacionales entre IFE-DON y Sev-DON no
difirieron significativamente entre los Exp. 1 y 2, mientras que para la correlacion
Inc-DON si hubo diferencias significativas donde la correlacion del Exp. 1 fue
significativamente mayor que la del Exp. 2. Las correlaciones poblacionales entre
FDK y concentracion de DON fueron significativamente diferentes entre los tres

experimentos.

Al re-categorizar los cultivares en tres grupos de susceptibilidad, para mejorar
la robustez de los resultados, las correlaciones mas altas y positivas se encuentran en
la categoria de cultivares mas resistentes y en el afio de menor nivel de enfermedad
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Correlacion de Spearman entre indice de fusariosis de la espiga a campo

(IFE, %) y contenido de deoxinivalenol (DON, ppm) segun grupo de susceptibilidad

de los cultivares para los tres ensayos.

Grupo Cultivares Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3

1 A AL TA -0,29 0,56 0,47

2 I-1A, | 0,66 0,62 0,06

3 I-1B, IB, BI, IB-I 0,92 0,68 0,06

Sin agrupar Todos 0,74 0,63 0,16

* Significancia con valores de p-valor < 0, 05 son indicados en negritas

Hubo un total de 25 cultivares que fueron compartidos entre

los

tresexperimentos. Si se considera el maximo de concentracion de DON para cada

cultivar y se establece un corte en 2 ppm, se observa que hay cultivares que no

superaron las 2 ppm de DON en ninguno de los experimentos. Por otro lado, se

observan cultivares que ain en ambientes no tan favorables para FE, igualmente

superaron dicha concentracion de DON (Fig. 3). Cabe aclarar que al no realizar

soplado de grano en las muestras, los valores no son estrictamente comparables a los

valores comerciales.
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Fig. 3. Concentracion maxima de deoxinivalenol (DON, ppm) segun cultivar y
experimentos (experimento; 1: 2017; 2: 2018-siembra temprana; y 3: 2018-siembra
tardia)

En base a la regresion de IFE y DON, se realizaron agrupaciones de
cultivares en cuatro categorias. La primera incluyo cultivares que presentaron un IFE
menor a 5 % Yy contenido de DON por debajo de 2 ppm (conjunto verde o linea
continua), que es el limite maximo permitido segin el Codex Alimentarius (FAO,
2018). La segunda categoria comprendio a cultivares con un IFE mayor a 5 %, pero
con concentracion de DON correlacionada con los niveles de FE a campo estimada
por el IFE (conjunto amarillo o linea punteada). Una tercera categoria de cultivares
que, por mas que presentaron valores de IFE mayores a 5 %, se cuantificaron valores
de DON en el grano entre 0-1 ppm, menores al limite establecido por FAO (2018),
(conjunto anaranjado o linea punto y raya). Y una cuarta categoria de cultivares que
si bien presentaban valores de IFE menores a 5 %, tenian valores mayores a 2 ppm
de DON (grupo violeta o linea discontinua). Si bien este analisis se realizé para los
tres ensayos, se presenta la informacion obtenida en el experimento 1. En este caso,

la categoria del segundo cuadrante no comprendia ningun cultivar (Fig. 4).
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Fig. 4. Cultivares agrupados segun la relacién entre su nivel de fuariosis de espiga
(FE) a campo estimada por el indice IFE (%) y su contenido de deoxinivalenol
(DON, ppm) en el experimento 1

Los cultivares que se encontraron comprendidos en la categoria del primer
cuadrante (o grupo amarillo), es decir con alto IFE y DON, fueron cultivares
clasificados como pertenecientes a la categoria 8 y 9 (altamente susceptibles a FE)
segun la clasificacion realizada en Uruguay segun Castro et al. (2020). Esto coincidié
con los niveles de IFE que se encontraron en este estudio. Para estos cultivares, la
caracterizacion frente a FE (Castro et al., 2020), explicé en gran parte, la
concentracion de DON. La regresion entre IFE y DON de los cultivares del primer
cuadrante, present6 un coeficiente de determinacion (R?) de 0,82. En estos cultivares,
se puede esperar una alta concentracion de DON a cosecha por tener alto IFE.
Mientras que para los Exp. 2 y 3, los cultivares presentes en dicho cuadrante
pertenecen a todas las categorias de Castro et al. (2020). Es decir, algunos cultivares
categorizados con susceptibilidad baja-intermedia frente a FE segun Castro et al.

(2020) presentaron niveles altos de FE.
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En los tres experimentos, los cultivares comprendidos en el tercer cuadrante
(indicados con el circulo verde), con bajo IFE y bajo DON, pertenecen a diversos
grupos de caracterizacion, desde muy susceptibles a moderadamente resistentes
segun Castro et al. (2020). Por lo tanto, hubo cultivares altamente susceptibles que

mostraron niveles de IFE cercanos a cero.

Los cultivares pertenecientes al cuarto cuadrante (sefialado con naranja), con
alto IFE y bajo DON, pertenecen las categorias 5, 6 y 8, segun Castro et al. (2020).
Esa clasificacion estuvo en concordancia con el IFE observada en el experimento.
Sin embargo, en este grupo un alto IFE no resulté en alta concentracion de DON.

Esto fue también observado en los Exp 2 y 3 (datos no mostrados).

Particularmente en los Exp. 2 y 3 hubo cultivares ubicados en el primer
cuadrante, indicando que si bien presentaron un IFE menor a 5, tuvieron
concentraciones de DON mayores a 2 ppm. En el Exp. 2, en esta categoria, se
encontraron cultivares pertenecientes a la caracterizacion sanitaria de 4 al 9 y en el
Exp. 3, cultivares pertenecientes a la caracterizacion sanitaria de 4 al 8. Para ambos
experimentos, todos los cultivares tuvieron por lo menos ocho eventos infecciosos al
igual que los cultivares en otros cuadrantes pero que no elevaron su concentracion de

DON por encima de 2 ppm.

Estudiando el comportamiento de los cultivares en los tres experimentos y
considerando todas las parcelas del mismo, se concluye que si bien se pueden hacer
categorias generales, el 32 % de los cultivares presentaron comportamientos

variables en los distintos ambientes.

Igualmente se observé que el 28 % de los cultivares, no siempre presentaron
concentraciones mayores de 2 ppm de DON adn con valores de IFE mayores a 5 %.
Un grupo que comprendio el 12 % de los cultivares, a medida que aumento el nivel

de enfermedad aumenté la concentracién de DON. Es decir, cuando presentaron
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niveles mayores a 5 % de IFE, tuvieron concentraciones de DON mayores a 2 ppm y
cuando presentaron niveles menores de 5 % de IFE, presentaron concentraciones

menores de 2 ppm de DON.

También se observaron cultivares que siempre presentaron concentraciones
de DON mayores a 2 ppm (4 %). Hubo cultivares con bajo IFE, que en ningun
experimento tuvieron niveles de IFE mayores a 5 % (4 %). Y un 2 % de los
cultivares evaluados a pesar del nivel de IFE, nunca tuvieron concentraciones de

DON mayores a 2 ppm.

2.6 DISCUSION

Los resultados reflejan que todas las correlaciones estudiadas entre el nivel de
FE observado y el contenido de DON final en grano, fueron altamente dependientes
del ambiente. Estas correlaciones fueron mas altas en el ambiente menos favorable

para la enfermedad, donde hubo menor cantidad de eventos infecciosos.

Si bien todos los experimentos tuvieron similar rango de temperatura y HR
promedio, los tres experimentos difirieron tanto en cantidad como en la distribucion
de los eventos infecciosos. La menor correlacion entre el nivel de FE y el contenido
de DON en grano observada en los Exp. 2 y 3 podrian estar asociadas a un mayor
volumen total de lluvia, y a la ocurrencia de eventos infecciosos tardios respecto al
ciclo del cultivo. Este mayor volumen de lluvia tardio pudo haber lixiviado al DON
en el grano en estos dos experimentos y resultar en la disminucion de la correlacion

entre el nivel de enfermedad y concentracién de DON.

Se conoce la gran variacion de las correlaciones en localidades diferentes
(Goral et al., 2018). Ademas, varios autores concluyen que uno de los factores mas
asociados con la variacion en los niveles de DON es el ambiente (Culler et al., 2007;
Schaafsma y Hooker, 2007; Czaban et al., 2015; Scala et al., 2016). Estos autores
hallaron que el efecto ambiental (incluido en el estudio como efecto afio) representd
el 48 % de la variacion en los niveles de DON, seguido por el efecto cultivar (27 %)
(Schaafsma y Hooker, 2007; Czaban et al., 2015; Scala et al., 2016).
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A su vez se observo, que las correlaciones ademas de ser dependientes de las
condiciones ambientales, varian segun el nivel de enfermedad. En el experimento
con menor enfermedad (Exp. 1), la incidencia, el IFE y FDK tuvieron buena
correlacion con la concentracion de DON, pero a medida que los niveles de FE

fueron mayores, en los experimentos, las correlaciones disminuyeron.

Estos resultados concuerdan con Paul et al. (2005), que concluyen que hasta
un 53 % de la variacién en el contenido de DON puede explicarse por la variacion en
la intensidad de la enfermedad. A su vez, Lemmens et al., (2004) observaron que las
correlaciones mas altas (R= 0,73-0,89) fueron en ambientes con niveles de infeccion
media a moderada, disminuyendo a niveles de infeccion més altos por la aparicion de

espigas prematuras.

Por el contrario, Mourelos (2015), determind que la mayor parte de la
variabilidad de la concentracién de DON estuvo explicada por la severidad de FE en
el campo en el afio con mayor intensidad de FE. Esto es explicado debido a que en el
experimento que se hall6 la regresién mas débil, hubo aislados que provocaron un
bajo porcentaje de infeccion en las espigas, pero fueron capaces de producir niveles

altos de DON. Koch et al., (2006) obtuvieron resultados similares a los anteriores.

Se observé mayor correlacion entre IFE y DON en los cultivares con mayor
resistencia a FE en los Exp. 1 y 2. Por el contrario en el Exp 3, s6lo se observo
correlacion significativa para los cultivares altamente susceptibles. Sin dudas el tipo
de resistencia juega un rol fundamental en la correlacion IFE — DON, méaxime
cuando las evaluaciones se realizan en ensayos de campo que ponen en evaluacion a

todos los tipos de resistencia en forma simultanea (Goral et al., 2018).

Asi, la resistencia del tipo | (resistencia a la infeccidn), es muy eficiente
frente a alta presion de indculo, mientras que una escasa resistencia tipo Il
(resistencia a la colonizacion de los tejidos) puede provocar una infeccion grave a
pesar de baja presion de inoculo. Por otro lado, en ambientes donde ocurra un alto

lavado del grano en todos los materiales, la resistencia tipo V (resistencia a la

34



toxina), ya sea por detoxificacion o limitacion en la acumulacion de la toxina, se
puede ver enmascarada por la lixiviacion. En este trabajo, no se tuvo acceso al tipo
de resistencia de los cultivares evaluados, lo cual limita un andlisis desde este

enfoque.

El FDK cuantificado a pos-cosecha, fue la variable que mejor se correlaciono
con las concentraciones de DON, aun en diferentes ambientes. Esta correlacion, si
bien es positiva y alta en los afios que hay un bajo nivel de enfermedad, disminuye en
afios con un alto nivel de enfermedad. Esta menor correlacion, podria estar explicada
por las condiciones ambientales requeridas por el hongo para la infeccion, para la
colonizacion o para la produccion de DON. Existe un rango de aWw entre 0,89 y 0,92
donde el hongo puede crecer y esporular, pero no producir DON (Lacey y Megan,
1991). Asi mismo, hay temperaturas que favorecen mas el crecimiento, respecto a la
produccion de DON vy viceversa. Es decir, entre 24 a 26 °C, el crecimiento es mas
favorecido que la produccién de toxinas. Por otro lado, temperaturas en el rango
entre 10 a 24 °C, favorecen la produccion de 15-ADON y por encima de 26 °C hay
mayor produccion de DON y 3-ADON vy el crecimiento se ve disminuido (Lacey y
Megan, 1991; Wegulo, 2012; Ramirez y Diana, 2019).

Las correlaciones bajas entre FDK-DON en los Exp. 2 y 3 podrian estar
explicadas por el efecto de las lluvias sobre el lavado de las toxinas en el grano,
como menciona Culler et al., (2007). A su vez, la temperatura podria explicar mayor
crecimiento fungico en el grano cosechado (favorecido por las temperaturas

Optimas), y aun asi menor concentracion de DON respecto a la esperada.

El efecto de la temperatura sobre las distintas etapas de desarrollo de la FE
también podria estar explicando la menor correlacion de FDK con DON observada
en el Exp. 3 respecto al Exp. 2. En el Exp. 3 las Gltimas inoculaciones ocurrieron con
temperaturas mas cercanas a las dptimas para el crecimiento de Fusarium mas que a

la produccion de toxina.
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Estos resultados permiten concluir que en condiciones que favorecen alto nivel de
enfermedad resulta més complejo comprender la relacion entre sintomas y
concentracion de DON, y que dicha asociacion se fortalece con niveles medios a

bajos de enfermedad.

A su vez la produccion de DON es dinamica, variable a lo largo del ciclo del
cultivo. Matth&us et al., (2004) y Tucker et al., (2019) detectaron concentraciones de
DON mas altas en las etapas tempranas del desarrollo del grano y se observéd que
disminuyd después de la madurez del grano. Esta disminucion hacia madurez puede
deberse por la desintoxicacion del hospedero (Lemmens et al., 2005), por la accion
de lixiviacion por agua (Culler et al., 2007) y/o por la conversion a formas
glucosiladas de DON (Boutigny et al., 2008; Cowger y Arellano, 2013; Lemmens et
al., 2016). Sin dudas que este puede ser otro de los factores que pueden estar
influyendo en la baja correlacion entre la sintomatologia y la concentracion de DON

en algunos ambientes.

En el Exp. 1, con bajo nivel promedio de FE, la caracterizacién sanitaria
coincidio con los niveles de enfermedad que se observaron en el experimento. Para
algunos cultivares, esta caracterizacion también present6 una buena asociacion con la
concentracion de DON a cosecha, mientras que también se observaron cultivares que
con una IFE mayor a 5 %, presentaron niveles de DON menores a 1 ppm. A su vez,
con niveles intermedios o altos de FE (Exp 2 y 3), la caracterizacion sanitaria no

estuvo asociada a la concentracion de DON a cosecha.

Estos resultados permiten concluir que a mayor presion de FE, disminuye la
segregacion entre los cultivares, lo cual toma gran relevancia al momento de
enfatizar en el manejo integrado de la enfermedad. Por otro lado, la presencia de
cultivares altamente susceptibles que mostraron niveles de IFE cercanos a cero,
puede estar indicando la ocurrencia de escape, probablemente por fallas en la
inoculacion de esos cultivares, o desfasaje entre la inoculacién y el ambiente

favorable a la infeccion.
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Un punto interesante del presente estudio es que hubo casos con porcentajes
relativamente bajos de IFE que arrojaron niveles relativamente altos de DON, como
también ha sido mencionado en otros estudios (Martinez et al., 2014). Del Ponte et
al. (2007), explicaron este fendmeno en que Fusarium es un patdégeno que puede
infectar la espiga desde floracion hasta grano pastoso duro, y el realizar la evaluacion
del sintoma en Z83, indica que el IFE estimado podria no estar contemplando
infecciones tardias que podrian estar en etapa de incubacién o incluso podrian ocurrir
luego de la evaluacion. Estas infecciones tardias si bien pueden ser subestimadas por
el IFE, pueden ser cuantificadas por el FDK, dado que este ultimo se realiza pos-
cosecha, y en laboratorio en base a presencia del signo y no del sintoma.

Ademas, se debe considerar también que DON puede formarse en ausencia
de sintomas de la enfermedad (Lacey et al., 1999). Por otro lado, la presencia del
patégeno en el raquis de espigas asintomaticas podria explicar el hecho de que,
incluso en muestras donde la expresion de sintomas de la FE resultd en valores de
severidad extremadamente bajos, los niveles de DON detectados en los granos
cosechados resultaron considerables e incluso superiores a los tolerados en los
estandares de comercializacion. Alun cepas con limitada capacidad de induccion de
sintomas visibles de FE, serian capaces de colonizar los tejidos vasculares de la

espiga y producir cantidades detectables de DON (Malbran y Lori, 2013).

La ocurrencia de alto IFE y bajos niveles de DON, puede deberse a una
sobre-estimacion del IFE al momento de la cuantificacion, a lixiviacion de la toxina
en el grano, a detoxificacién de la toxina por parte del hospedero y/o a que las
condiciones Optimas de crecimiento no son las mismas que para la produccion de
toxinas (Lemmens et al., 2005; Culler et al., 2007; Marin, 2010; Gautam y Dill-
Macky, 2012). También puede explicarse como indican Malbran y Lori (2013), por
el blogueo de haces vasculares a nivel del raquis, que causa un desecamiento
prematuro de la parte distal de la espiga y resulta en la sobrestimacion de la
infeccion. Es decir, se pueden observar estructuras secas (debido a obstruccion del
pasaje de fotosintatos y agua), y que dichas estructuras no hayan sido colonizadas

por el hongo. La compleja interaccion entre diversos factores explican la diversidad
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de resultados probables de la interaccion planta:patdgeno. En este sentido Brunner et
al., (2009) concluye que los granos asintomaticos pueden contener cantidades
significativas de DON, mientras que los granos sintomaticos dentro de la misma
muestra, pueden estar casi libres de toxinas, lo que genera bajas correlaciones entre

los parametros.

Ademas, otro factor que puede estar afectado los resultados es el método
ELISA. Este método es dependiente de la matriz y esto puede generar
sobreestimacion y reactividad cruzada de anticuerpos con DON-3-Glucosido (DON-
3-Glc) y formas acetiladas del DON (A-DON) como indican Umpiérrez-Failache et
al., (2013), por lo que esto puede también estar afectando las correlaciones en su

conjunto.

Los resultados obtenidos confirman la complejidad de caracterizar los
cultivares por potencial acumulacion de DON en grano. El nivel final de DON en el
grano, como se expuso en lineas anteriores, es producto de una fuerte interaccién
entre la resistencia del cultivar, la presion de la enfermedad, y las condiciones
ambientales post-infeccién. Sin dudas una aproximacion a este tipo de
caracterizacion requiere la realizacion de un alto ndmero de experimentos, en
ambientes diferentes que permitan identificar cierta ‘“estabilidad” en los

comportamientos de los cultivares.

2.7 CONCLUSIONES

Las correlaciones entre el nivel de enfermedad y la concentracion de DON
dependieron del ambiente. En ambientes favorables a altos niveles de FE, la
correlacion entre ambas variables fue menor respecto a ambientes con niveles
menores de FE. EI FDK fue la variable que mas se correlacion6 con la concentracion
de DON, pero igualmente la correlacion entre estas dos variables fue menor cuando
el ambiente fue muy favorable para la enfermedad. Sin embargo, estos resultados
indicarian que FDK es un mejor estimador de los probables niveles de DON en

grano, que el IFE.
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Se concluye, a su vez, que el IFE puede sobreestimar o subestimar la
infeccion real, y que la correlacion IFE-DON aumenté en condiciones de menor
presion de enfermedad (p=0,74), llegando a correlaciones no significativas en

ambientes con niveles altos de FE.

Por otro lado, en Uruguay, el grupo de caracterizacion sanitaria actual,
permite predecir el comportamiento varietal respecto al IFE, pero no necesariamente
a la concentracion de DON en afios muy favorables para la FE. Todos estos factores
limitan la caracterizacion de cultivares respecto a su comportamiento frente a la
acumulacién de DON, ya que se requiere mas cantidad de experimentos en diversos
ambientes, que permitan estimar la estabilidad de los distintos cultivares respecto a

esta variable.
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2.9 ANEXO

Fig. 1. Caracterizacion de los cultivares evaluados frente a fusariosis de la espiga

segun Castro et al., (2020).

Experimento 2017 Experimentos 2018
Cultivar Caracterizacion Cultivar Caracterizacion
1 - 1 5
2 - 2 5
3 9 3 8
4 5 16 5
5 8 17 8
6 8 18 4
7 6 19 5
8 8 20 5
9 5 21 5
10 0 22 5
11 9 27 5
12 4 28 3
13 3 29 6
14 5 32 0
15 5 33 6
16 5 34 2
17 5 35 3
18 0 36 5
19 9 37 5
20 9 38 4
21 9 39 8
22 5 40 9
23 6 41 9
24 0 42 6

48



Experimento 2017 Experimentos 2018

Cultivar Caracterizacion Cultivar Caracterizacion
25 0 43 9
26 5 44 5
27 8 47 0
28 5 48 0
29 5 49 8
30 4 51 0
31 8 52 0
32 0 56 5
33 3 57 8
34 2 58 9
35 0 61 9
36 6 62 4
37 9 63 8
38 0 64 5
39 2 65 4
40 4 66 )
41 5 67 0
42 4 68 8
43 4 69 6
44 8 70 4
45 6

Referencias: Nivel de susceptibilidad: 1: B B-Bl; 2: Bl BI-IB; 3: IB-BI IB; 4: IB-1 I-
IB; 5: 1 I-1A; 6: 1A-1 1A; 7: 1A-Al Al-1A; 8: Al Al-A; 9: A-Al A. Nivel de

susceptibilidad B: bajo; I: intermedio; A: alto.
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3.1 RESUMEN

La fusariosis de la espiga (FE) es una enfermedad que afecta la produccion de trigo y
es considerada una de las enfermedades mas devastadoras de este cultivo. En
Uruguay, el complejo de especies predominante asociada a FE en trigo es Fusarium
graminearum, productora de deoxinivalenol (DON) y 15-ADON. Hay varios
métodos de cuantificacion de FE y de DON vy estudio de las correlaciones entre
métodos permitiria un mayor entendimiento de la compleja relacion que existe entre
la cuantificacion de sintomatologia de FE y DON. Por lo tanto este estudio tuvo
como objetivo determinar la correlacién entre distintos métodos de cuantificacion de
la FE y de la acumulacion de DON en grano. El estudio se realiz6 en base a 30
muestras de trigo cosechado en el 2018. De estas muestras se evaluaron tres métodos
de cuantificacion de la enfermedad: i) evaluacion visual de espigas y espiguillas
enfermas ii) porcentaje de granos con Fusarium (FDK) evaluado mediante el método
Canadian Grain Commission (CGC), y iii) FDK evaluado mediante el método blotter
test. La concentracion de DON se evalué por el método AgraQuant®ELISA DON
(RomerLabs) (aprobado por AOAC Research Institute-AOAC RI 110701) y se
evalu la correlacion entre todos los métodos. Se concluye que el FDK cuantificado
por blotter test y por el método CGC, lograron mayor prediccién del DON de las
muestras seleccionadas, y que el método CGC fue el que presenté mayor correlacion

con la acumulacion de DON final en el grano.

Palabras clave: Fusarium, DON, métodos de cuantificacion, correlacion
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3.2 SUMMARY

COMPARISON OF DIFFERENT METHODS OF QUANTIFICATION OF
FUSARIUM HEAD BLIGHT ON THE FIELD AND POST-HARVEST IN
WHEAT AND DEOXYNIVALENOL CONTENT IN GRAIN

Fusarium head blight (FHB) is considered one of the most devastating diseases
affecting wheat production worldwide. In Uruguay, the predominant species complex
associated with FHB in wheat is Fusarium graminearum. This species produces
deoxinivalenol (DON) and 15-ADON. There are several methods for quantifying
FHB and DON, and study of the correlations between methods could help to
understand the relationship between symptoms of EF and DON. Therefore, this study
aimed to determine the correlation between different methods for quantifying FHB
and the accumulation of DON in grain. 30 wheat grain samples harvested in 2018
were selected. And three methods of disease quantification were evaluated: i) visual
evaluation of disease spikes and spikelets, ii) percentage of grains with Fusarium
(FDK) evaluated by the Canadian Grain Commission (CGC) method, and iii) FDK
evaluated by the blotter test method. DON concentration was evaluated by the
AgraQuant®ELISA DON method (RomerLabs) (approved by AOAC Research
Institute-AOAC RI 110701) and the correlation among all methods was evaluated.
Based on our results, FDK quantified by blotter test and by the CGC method, give a
better understanding of the variation observed in the correlations between FHBI and
DON, and CGC method was the one with the highest correlation with the

accumulation of final DON in the grain.

Keywords: Fusarium, DON, quantification methods, correlation

52



3.3 INTRODUCCION

La fusariosis de la espiga (FE) es una enfermedad que afecta la produccién de
trigo y es considerada una de las enfermedades més devastadoras a nivel mundial,
regional y local (Parry et al., 1995; Windels, 2000; Dean et al., 2012; Dweba et al.,
2017). Esta enfermedad produce pérdidas de rendimiento y disminucion de la calidad
del grano (McMullen y Stack, 1994; Salgado et al., 2015), pudiendo comprometer su
inocuidad, debido a la produccién de micotoxinas (Pan et al., 2013; Valverde-
Bogantes, 2017).

La FE puede estar causada por una o mas especies del género Fusarium. En
Uruguay, el complejo de especies predominante asociado a FE en trigo es Fusarium
graminearum (Pereyra y Dill-Macky, 2010; Umpiérrez-Failache et al., 2013), siendo
el quimiotipo dominante el 15acetildeoxinivalenol (15-ADON) (Aoki et al., 2012;
Umpiérrez-Failache et al., 2013), con capacidad de producir deoxinivalenol (DON) y
15-ADON (Moss y Thrane, 2004; Pereyra y Dill-Macky, 2010; Umpiérrez-Failache
etal., 2013).

La micotoxina DON pertenece al grupo de tricotecenos tipo B (Sosa et al.,
2017). Si bien no es de los tricotecenos mas tdxicos, inhibe la sintesis de proteinas, y
es el mas comunmente detectado en trigo (Wegulo, 2012; Maresca, 2013; Pan et al.,
2013; Martinez et al., 2014). Ademas, al ser una micotoxina termoestable (hasta

180°C) se mantiene estable durante el procesado de los alimentos (ELIKA, 2013).

La Comision Codex Alimentarius (FAO, 2018), establecié por decreto un
limite méximo de 2 mg de DON/kg de grano en cereales (trigo, maiz y cebada)
destinados a la elaboracion posterior de alimentos para consumo humano. A su vez,
en Uruguay por decreto (533/01; IMPO, 2001) se establecié un maximo permitido de
1 mg de DON/kg (1 ppm) en harina de trigo, subproductos y productos elaborados de

trigo para consumo humano.
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Hay varios métodos de cuantificacion de FE a nivel de campo y pos-cosecha,
sin embargo, hay escasos trabajos que hayan estudiado la correlacion entre algunas
de estas técnicas. Los métodos de cuantificacion de FE mas comunes incluyen: i) la
evaluacion visual de espigas con sintomas de fusariosis en el total de espigas
(incidencia) que puede ser expresada en porcentaje o ser cuantificada mediante
escalas, ii) la evaluacién visual de espiguillas con sintomas de fusariosis en relacion
al total de espiguillas de la espiga en pos-antesis (severidad), que al igual que el
anterior puede ser expresada en porcentaje o mediante la utilizacion de escalas. Los
métodos anteriores tienen la ventaja de ser métodos sencillos y rapidos; y pueden
realizarse directamente en el material fresco o a partir de las espigas congeladas
(Edwards et al., 2001; Dill-Macky, 2003).

Otro método incluye iii) el conteo de dafio por Fusarium o granos infectados
a cosecha (Edwards et al., 2001; Dill-Macky, 2003). Estos métodos si bien son
sencillos, insumen tiempo de analisis relativamente prolongado y requieren esperar

hasta que el cultivo esté cosechado (Umpiérrez-Failache, 2013).

Para la cuantificacion de dafio por Fusarium o granos infectados a cosecha se
pueden describir el método Canadian Grain Comission (CGC), donde mediante una
lupa se pueden cuantificar los granos dafiados, mediante la observacion del
crecimiento micelial alrededor del germen y en la hendidura del grano. La semilla se
ve arrugada y de color blanco tiza o con una cierta decoloracion rosada (CGC, 2019).
El resultado se puede expresar en porcentaje de peso de granos enfermos/peso de
granos totales evaluados o en porcentaje mediante el namero de granos
enfermos/nimero total de granos evaluados (Dill-Macky, 2003). Por otro lado hay un
método de evaluacion que se realiza mediante una separacion de grano por flotacion
en una solucidn salina de sacarosa, pero no es muy utilizado porque es una técnica
muy laboriosa (Dill-Macky, 2003).

Por otro lado, para hongos patégenos transmitidos por semillas, la prueba del

papel secante o blotter test es uno de los métodos maés utilizados (Limonard, 1966;
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Misra et al., 1994), siendo recomendada para detectar F. graminearum en trigo
(Celano et al., 2012). En este método, las semillas se incuban durante un cierto
periodo de tiempo sobre papel secante y las semillas se examinan individualmente
por la presencia de estructuras tipicas de los patdgenos utilizando un microscopio
(Dill-Macky, 2003; MAPA, 2009).

Algunas ventajas de esta técnica son, que permite la deteccion de varios
hongos al mismo tiempo, la facilidad de instalacién del ensayo de evaluacién, y su
bajo costo (Pires et al., 2017). Por otro lado, algunos autores reconocen la desventaja
de que, aunque se realice desinfeccion superficial del grano, la presencia de algunos
hongos puede enmascarar la presencia de otros (Scandiani y Carmona, 2009). Por
otro lado, comparado con métodos que incluyen medios agarizados, el blotter test
detecta menor cantidad de géneros de hongos (Noelting et al., 2004). Como ultima
desventaja se remarca que, las manifestaciones del patdégeno estan influenciados por
las condiciones ambientales durante la incubacion. Ademés de estos factores
ambientales, la manifestacién del patdgeno puede ser afectada por la "resistencia”

fisica que ofrecen los tejidos de la semilla (Limonard, 1966).

Existen otras técnicas mas costosas como el analisis de ergosterol que se
pueden utilizar para determinar la biomasa fungica en los tejidos vegetales (Edwards
et al., 2001; Dill-Macky, 2003), el analisis por PCR en tiempo real que se puede
utilizar en grano cosechado para evaluar la cantidad de ADN-Tri 5 (Schaafsma et al.,
2004; Zhang et al., 2009), y técnicas no destructivas, como el analisis de imagenes en
grano que puede diferenciar granos de trigo sanos y dafiados con gran precision
(Schaafsma et al., 2004), o la técnica de espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS)
que cuantifica la biomasa del patégeno. Se ha visto potencial en estas técnicas de
imagenes multiespectrales para analisis de calidad y sanidad en semillas (Boelt et al.,
2018).

Argyris et al. (2003) encontraron una correlacion de 0,67 entre granos

infectados (evaluados mediante morfologia de la colonia a través de la siembra de

granos en un medio de PDA modificado), y el porcentaje de severidad de
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FE (evaluada como espiguillas infectadas/total de espiguillas de la espiga). Por su
parte, Goral et al. (2018) encontraron correlaciones significativas con coeficiente r=
0,78, entre la evaluacion visual de espigas con sintomas y el dafio por Fusarium en
granos determinado en laboratorio (este ultimo pardmetro fue determinado
dividiendo la muestra en dos fracciones, nimero de granos con sintomas de dafio por

Fusarium/nimero de granos sanos).

La cuantificacion de la concentracion de DON se puede realizar mediante
varios métodos, algunos de ellos son: i) ensayos inmunoenzimaticos ELISA, ii)
inmunocromatografia, iii) inmunoensayo polarizado de fluorescencia (FPI), iv)
superficie de resonancia de plasmones (SPR), v) cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) o cromatografia gaseosa (GC) con varios detectores (Krska, 2009;
Stark 2010; Berthiller et al., 2013; Saccon et al., 2016; Ono et al., 2016), vi) lectores
fotométricos portatiles para la lectura in situ (Krska y Molinelli, 2009; Lattanzio et
al., 2009), vii) cromatografia de capa fina (TLC), viii) NIRs, viiii) ensayos de flujo
lateral, x) polimeros impresos molecularmente, xi) canales de membrana y Xii) nariz
electronica (Schaafsma et al., 2004; Stark 2010; Saccon et al., 2016).

El método de ELISA es una de las técnicas mas utiles por la rapidez, facilidad
de operacion, alto rendimiento y sensibilidad (Krska y Molinelli, 2007; Umpiérrez-
Failache, 2013), pero debe tenerse en cuenta que es dependiente de la matriz y que
puede haber sobreestimacion y reactividad cruzada de anticuerpos con DON-3-
Glucotsido (DON-3-Glc) y formas acetiladas del DON (A-DON) (Lattanzio et al.,
2009; Umpiérrez-Failache, 2013). Estas formas acetiladas, aunque difieren solo
ligeramente entre si y con el DON, en términos de estructura quimica, estos cambios
pueden afectar en gran medida la toxicidad y la actividad de estos compuestos
quimicos (Kimura et al., 1998).

Este método ha demostrado sobreestimar las concentraciones de micotoxinas
en comparacion con los resultados generados por un método analitico méas preciso
como HPLC (Papadopoulou-Bouraoui et al., 2004; Zachariasova et al., 2008). Sin

embargo, estudios basados en analisis de 30 muestras de trigo, han encontrado un
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coeficiente de determinacién entre HPLC y ELISA (Ridascreen Ltd.) de R2=0,76
(Veha et al., 2008).

Por lo tanto, debido a la diversidad de métodos disponibles para la estimacion
de FE, este estudio tuvo como objetivo determinar la correlacion entre distintos
métodos de cuantificacion de la FE mas utilizados y estudiar su asociacion con la
acumulacién de DON en grano medido mediante un método ELISA, ya que si bien
este tiende a sobreestimar, es rapido, facil, tiene alto rendimiento, sensibilidad y se
han encontrado altas correlaciones con métodos mas precisos como se menciono

anteriormente.

3.4 MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en base a la seleccion de 30 parcelas de trigo de un
ensayo conformado por dos experimentos de campo, el primero fue sembrado el 28
de mayo (ciclos largos) y el 9 de junio (ciclos intermedios), mientas que en el
segundo, las parcelas fueron sembradas el 26 de junio y el 16 de julio,
respectivamente. Se utilizaron 44 cultivares que se encontraban en etapas avanzadas
de registro al momento de uso. Cada parcela fue, de dos surcos de 1 m de largo y
0,20 m de distancia entre surcos. Estas parcelas de trigo, fueron inoculadas
artificialmente a mediados de floracion con un pool de 12 aislados de Fusarium
graminearum representativos de la region, provenientes de distintos cultivares y
afios, caracterizados por especie filogenética, quimiotipo y agresividad. Estas cepas
se encuentran conservadas en la coleccion de INIA La Estanzuela, Uruguay
(Codigos: 00-004, 02-020, 09-005, 11-001, 12-000, 13-009, 13-023, 14-003, 14-012,
16-000, 16-014 y 17-003), todas identificadas como F. graminearum sensu stricto
15ADON (Silvia Pereyra, S. Vero, generado de varios proyectos comunicacion

personal, 1 de julio de 2017).

Para la seleccion de las 30 parcelas que se utilizaron en este estudio, se
analizo la relacion entre el indice de fusariosis de la espiga (IFE) y la concentracién

de DON de las parcelas sembradas en 2018 y se agruparon en tres categorias segun si
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las parcelas tenian un coeficiente entre IFE-DON de R?= 1 aproximadamente o no.

Las parcelas que no tenian un coeficiente cercano a 1 se las separaba seguin su

relacién entre IFE y DON.

Ademas, las distintas parcelas se separaron segun su contenido de DON en
tres categorias: menor a 2 ppm, entre 2 a 5 ppm y mas de 5 ppm y segun el IFE en:
mas de 70 %, entre 10 - 70 % y menor o igual a 10 %. Asi, se obtuvieron nueve
grupos de parcelas y se trabajo con tres parcelas por grupo. Ademas, se seleccionaron
tres parcelas extras, denominadas “gemelas” (grupo verde claro) dado que

presentaron mismo IFE, pero diferente concentracién de DON (Fig. 1y Cuadro 1).

DON (ppm)

100

Fig. 1. Categorias realizadas en base a la regresion entre el indice de fusariosis de la
espiga (IFE, %) y la concentracion de deoxinivalenol (DON, ppm) en grano de trigo

cosechado en 2018
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Cuadro 1. Caracterizacion de las categorias definidas segin concentracion de DON

(ppm), indice de fusariosis de la espiga (IFE, %) y segun regresion entre estas

variables
Color Categoria Correlacion DON (ppm) IFE (%)

- 1 Aprox. R2=1 >5 ]
2 Aprox. R*=1 2-5 -
3 Aprox. R>=1 0-2 -
4 R%£1 >5 > 70
5 R%£1 2-5 > 70
6 R%#1 0-2 20 - 60
7 R%£1 0-2 >70
8 R%£1 >5 <10
9 R%£1 2-5 <10
10 Parcelas gemelas  Diferente DON Mismo IFE

Este experimento incluyd la participacion de 22 cultivares, de manera de
abarcar todas las categorias de susceptibilidad a Fusarium segln la caracterizacion
sanitaria de Castro et al. (2020). El rango de IFE registrado en las parcelas trabajadas

vario desde 0 a 89 % y el rango de concentracién de DON varié desde 1 a 18 ppm.

Se evaluaron tres métodos de cuantificacion de la enfermedad: i) evaluacion
visual de incidencia y severidad de FE ii) porcentaje de granos con Fusarium
determinado en laboratorio por apreciacion visual (CGC, 2019), y iii) porcentaje de
grano con Fusarium mediante blotter test (ISTA, 2021).

La evaluacion visual de la incidencia (porcentaje de espigas con sintomas de
FE) y de la severidad (porcentaje de espiguillas con sintoma de FE en cada espiga
evaluada), se realiz6 en todas las espigas al estado lechoso-pastoso. El indice de la
fusariosis de la espiga (IFE) fue calculado como el producto de severidad*incidencia
expresadas en porcentaje/100.
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El porcentaje de granos con Fusarium, estimado segun el protocolo de la
Canadian Grain Commission (CGC, 2019), se realiz6 tomando dos muestras al azar
de cada parcela. Cada muestra fue de 25 g y por observacién bajo lupa de mesa (X5)
se separaron los granos que presentaban micelio blanquecino a rosado en la
hendidura del grano. Finalmente se pesaron los granos con presencia de Fusarium en

cada muestra y el resultado se expresdé como porcentaje en peso de granos afectados.

Para la cuantificacion de granos con Fusarium por blotter test, se realizé
desinfeccion superficial de los granos con hipoclorito de sodio al 1 % durante 15 s,
seguido de alcohol a 70 ° por 15 s, luego se realizaron dos enjuagues en agua
destilada estéril durante 30 s cada uno. Posteriormente, se colocaron los granos sobre
papel absorbente y se dejaron secar hasta que la evaporacion del agua libre en la
superficie del grano. Luego se colocaron de forma uniforme en una caja de Petri con

algodon y papel humedecido con agua destilada estéril (ISTA, 2021).

La unidad experimental fue de una placa de Petri de 90 mm de didmetro con
50 granos, con cuatro repeticiones, totalizando 200 granos por muestra. Las placas
fueron posteriormente incubadas a 25 °C por 24 h para luego ser freezadas a -20°C
por 12 h, para de ese modo matar el embrion de la semilla, y que el brotado no
interfiera en la cuantificacién del hongo. Posteriormente, se volvieron a colocar las
placas en la incubadora hasta completar siete dias de incubacion total. La
cuantificacion del porcentaje de granos con Fusarium se realizé mediante morfologia
de las esporas observada en cada grano (ISTA, 2021). Durante todo este proceso, se
evaluaron granos de una muestra “testigo” en todas las tandas como referente para la

comparacion entre las distintas tandas de semillas evaluadas.

La concentracion de DON se evalu6 en base al método AgraQuant®ELISA
DON (RomerLabs) (aprobado por AOAC Research Institute-AOAC RI 110701),
siguiendo el protocolo descripto por el fabricante. A su vez a cada determinacion, se

le agregaron tres muestras de referencias, con concentracion de DON conocida.

Los andlisis estadisticos se utilizé el paquete estadistico SAS On Demand for
Academics version 9.04 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2018). Las variables
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utilizadas fueron incidencia de FE, severidad de FE, FDK-CGC, FDK-blotter y
DON. ElI IFE se analizd como variable logaritmica y luego se realizd la
destransformacion hacia variable exponencial. Se estudié la correlacion entre las
distintas variables, utilizando la correlacion de Pearson cuando ambas variables
tenian distribucion normal o correlacién de Spearman cuando alguna variable

presentaba otro tipo de distribucion.

3.5 RESULTADOS

No se observo correlacion entre el IFE y el porcentaje de granos con
Fusarium cuantificados por blotter test (FDK-blotter), entre el porcentaje de
incidencia y FDK-blotter, ni entre el porcentaje de severidad y FDK-blotter. Asi
como tampoco fueron significativas las correlaciones entre la incidencia y el
porcentaje de granos con Fusarium cuantificados por el método CGC (FDK-CGC),
el porcentaje de severidad y FDK-CGC; el IFE y concentracién de DON; el
porcentaje de incidencia y concentracion de DON; el porcentaje de severidad y

concentracion de DON (Cuadro 2).

Estos resultados coinciden con el criterio de seleccion de las muestras, dado
que las mismas fueron elegidas en su mayoria, debido a que presentaban una mala

correlacion con estas variables.
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Cuadro 2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre incidencia (Inc., %),
severidad (Sev., %) e indice de fusariosis de la espiga (IFE, %) a los 21 dias pos-
inoculacion, porcentaje de grano con Fusarium (FDK) y concentracion de

deoxinivalenol (DON, ppm) y significancias respectivas

IFE Inc. Sev. FDK-blotter FDK-CGC DON

IFE 1 - - 0,2783 0,2172 0,4447
Inc. - 1 - 0,400 0,3037 0,3402
Sev. - - 1 0,2230 0,2096 0,2048
FDK- -02 -0,16 -0,22 1 0,0009 0,0018
blotter
FDK- -0,23  -0,19 -0,24 0,57 1 <0,0001
CGC
DON -0,14 -0,18 -0,24 0,55 0,76 1

*de la diagonal hacia el extremo superior del cuadro se presenta la significancia de las
correlaciones y de la diagonal hacia la parte inferior, los coeficientes de correlacién. Valores con
guidn (-) corresponden a que no aportan al objetivo del experimento. Significancia con valores de p-

valor < 0,05 se indican en negritas.

Las correlaciones entre DON y FDK-blotter, DON y FDK-CGC y FDK-
blotter y FDK-CGC fueron correlaciones significativas. Para mayor detalle de la

distribucion de los datos de estas correlaciones se presenta la Fig. 2.
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A pvalor=00018 B p-valor= <0,0001
r=0,55 r=0,76

DON (ppm)
DON (ppm)

FDK-Blotter (° FDK-CGC (%)

p-valor= 0,0009
r=0,57

FDK-CG(

FDK-Blotter (%)
Fig. 2. A-Correlacion entre el porcentaje de granos con Fusarium cuantificados por

blotter test (FDK-blotter) y la concentracion de deoxinivalenol (DON). B-

Correlacion entre el porcentaje de granos con Fusarium cuantificados por el método
Canadian grain comission (FDK-CGC) y la concentracion de DON. C-Correlacién

entre FDK-blotter test y FDK-CGC.

Analizando las parcelas seleccionadas, se comparé su valor de IFE con los
nuevos datos de FDK-CGC y de FDK-blotter, para ver si se logran explicar las
relaciones entre IFE y concentracion de DON. Por lo tanto, de cada muestra se
analizé si el IFE reflejaba el porcentaje de granos con Fusarium que se cuantificaba
posteriormente en el laboratorio. Los resultados reflejaron que el IFE puede
subestimar como sobreestimar el porcentaje de granos con Fusarium que se detectd

mediante los otros métodos de laboratorio a poscosecha (Fig. 3y No. 4).

63



FDK (blotter)=31 %
I FDK (CGC)=30 %

FDK (blotter)= 38 %
FDK (CGC)=40 %

14
TR FDK (blotter)=31 %
FDK (CGC)=20 %
16
14
= 12
E
Z 10 o
a 17 13
8 N .
6 6 24
L L ] 7
4 .
. 25
2 20 3
° .
0
70 80 90 100

FDXK (blotter)=37 %
FDK (CGC)= 15 %

FDK (blotter)y=26 %
FDK (CGC)= 19 %

FDK (blotter)y=32 %
FDK (CGC)=22 %

\ | FDK (blotter)=47 %
\ | FDK (CGC)=25 %

FDK (blotrer)=32 %

\ | FDK (CGC)=47 %

FDK (blotter)= 63 %
FDK (CGC)=33 %

FDK (blotter)=52 %
FDK (CGC)= 51 %

FDK (blotter)=32 %
FDK (CGC)=37 %

FDK (blotrer)=39 %
FDK (CGC)=32 %

Fig. 3. Porcentaje de granos con Fusarium (FDK) segln el método Canadian grain
comission (CGC) y porcentaje de granos con Fusarium (FDK) segun el método

blotter test de las parcelas elegidas en base a la regresion IFE-DON
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Fig. 4. Porcentaje de granos con Fusarium (FDK) segun el método Canadian grain
comission (CGC) y porcentaje de granos con Fusarium (FDK) segun el método

blotter test de las parcelas elegidas en base a la regresiéon IFE-DON

Se encontraron parcelas de cultivares con “alto” porcentaje de infeccion en
grano pos-cosecha y niveles de DON menores a 2 ppm. No se observaron cultivares

con “bajo” porcentaje de infeccion en grano pos-cosecha y niveles de DON mayores

az2ppm.

3.6 DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, el IFE puede resultar en una
sobreestimacion de la infeccién. Esto puede deberse a la dificultad de distinguir la
madurez del cultivo del sintoma de la enfermedad, y por otro lado a los efectos de la
infeccion por Fusarium sobre la fisiologia de la espiga. Fusarium puede mediante

necrosis, bloquear la translocacion del agua y provocar el secado las espiguillas
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desde el blogueo hacia el &pice, por lo cual al contabilizar las espiguillas secas, se
sobreestima los granos colonizados por Fusarium. Por esta razon, una espiguilla
puede estar seca 0 muerta, debido a la falta de agua, sin estar colonizada por el
hongo. Este fendbmeno puede no ser de relevancia cuando se cuantifica IFE para
estimar el efecto sobre el rendimiento, dado que la espiguilla con senescencia
prematura afecta directamente al rendimiento, sin embargo es de gran relevancia
cuando se busca tener una aproximacion a la problematica causada por acumulacién
de DON, donde espiguillas con senescencia prematura se asumen enfermas cuando

en realidad no fueron colonizadas por el hongo.

Ademas, en tanto Fusarium puede producir infecciones desde floracion hasta
estados tardios del desarrollo del grano (Bushnell et al., 2003; Del Ponte et al., 2007),
es posible que ocurrieran infecciones posteriores a la lectura de IFE. Estas podrian no
haber sido cuantificadas a campo pero si cuantificadas en laboratorio por los métodos
de blotter test y CGC. A su vez, Del Ponte et al., (2007) aseguran que infecciones
tardias, generan niveles significativos de acumulacién de DON, incluso sin una
reduccion correspondiente en el peso del grano. Esto podria explicar que los métodos
de cuantificacion de la enfermedad, después de la cosecha del grano, tengan mayor
correlacion con la concentracion de DON, que la enfermedad cuantificada con el

cultivo en pie.

El método CGC tuvo mayor correlacion con la concentracién de DON que el
método blotter test, esto puede deberse a que este Ultimo es muy dependiente de la
humedad del papel filtro durante la incubacion. Si el papel se seca, disminuye la
humedad de la placa y disminuye el estimulo del hongo a crecer y esporular, lo cual
podria llevar a una subestimacion del valor de infeccion por Fusarium del grano. Los
resultados de este ensayo concuerdan con Palazzini et al. (2015), quienes obtuvieron
una correlacién débil pero significativa con coeficientes de correlacion de 0,56 entre
el contenido de DON en granos y porcentaje de granos con Fusarium. A diferencia
de Goral et al. (2018), en este estudio no se encontraron correlaciones significativas

entre la evaluacion visual de espigas con sintomas y el método CGC.
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La presencia de muestras con “alto” porcentaje de infeccion en grano pos-
cosecha y niveles de DON menores a 2 ppm puede ser debido a que el cultivar podria
detoxificar la toxina (Berthiller et al., 2005; Lemmens et al., 2005), o presentar
mecanismos que impidieran la produccion de DON, es decir puedan tener algun tipo
de resistencia tipo Il (Miller et al., 1985; Wang y Miller, 1988). También puede
deberse a la ocurrencia de condiciones ambientales méas favorables para la infeccion
y no para la acumulacion de DON desde floracion hacia llenado de grano (Lacey y
Megan, 1991; Comerio et al., 1999; Ramirez y Diana, 2019) o porque ocurrieron en
el campo condiciones de mucha agua donde el DON pudo haber sido lixiviado del
grano como indican Gautam y Dill-Macky (2012). Por otra parte existe la posibilidad
a la infeccion por otras especies de Fusarium que fueran productoras de otras

micotoxinas diferentes a DON o no productoras (Dweba et al., 2017).

En sintesis, los métodos utilizados para la evaluacién de los granos en pos-
cosecha, en los que se cuantifica observando directamente el signo del patégeno en
vez del sintoma, estiman mejor la concentracion final de DON en el grano, en
comparacion con los métodos que se basan en la observacion del sintoma a campo.
Sin embargo, poseen la desventaja de que exigen mayor tiempo y entrenamiento del

operador.

3.7 CONCLUSIONES

Entre los métodos de cuantificacion de Fusarium en grano utilizados en este
trabajo, el que presentd mayor correlacion con el contenido de DON en grano fue el
método visual peso:peso de la Comision Canadiense de Granos, seguido por el
método blotter test. Estos dos métodos tuvieron correlacion significativa entre si y
lograron explicar mejor las distintas situaciones entre IFE y DON de las parcelas
seleccionadas.

La cuantificacidn de la infeccion pos-cosecha presenta ventajas significativas
frente al IFE, si lo que se busca es tener una estimacion de la concentracion de DON

en el grano cosechado.
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4.1 RESUMEN

El patégeno Fusarium graminearum causante de la fusariosis de la espiga (FE) y
productor de la toxina deoxinivalenol (DON) es uno de los principales problemas
que atentan contra la inocuidad del trigo. Son varios los factores que pueden afectar
su concentracion en el grano como, por ejemplo, las condiciones de humedecimiento:
duracion, frecuencia y volumen de lluvia en post-antesis, antesis y durante llenado de
grano. Sin embargo, no se conoce exactamente su influencia. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue determinar la dindmica de la acumulacion de DON segun
condiciones de humedecimiento de espigas ocurridas durante el llenado del grano.
Para esto se sembraron dos cultivares con comportamiento diferencial frente a FE
(LE 2375 y INIA Don Alberto), en condiciones semi-controladas en los afios 2017 y
2018. Se realizé inoculacion artificial a mediados de floracion con 12 cepas de
Fusarium graminearum y los cultivares fueron expuestos a diferentes regimenes de
mojado desde la inoculacion hasta madurez fisioldgica. Los tratamientos evaluados
consideraban diferentes duraciones y frecuencia de humedad. Se evalué el nivel de
infeccion de FE mediante el indice de enfermedad (IFE) y el contenido de DON
mediante el método Agraquant® DON (RomerLabs). Los resultados mostraron que
la concentracién de DON es mayor a los 30 dias de niebla y luego bajo con 40 dias
de niebla. En cuanto a frecuencia de humedad, no hubo un patrén muy claro entre
afios y entre cultivares, pero en 2018 se pudo observar que menor frecuencia de

humedad, gener6 menor concentracion DON para ambos cultivares.

Palabras clave: Fusarium, DON, humedecimiento, duracién de humedad
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4.2 SUMMARY

DYNAMICS OF DEOXYNIVALENOL ACCUMULATION ACCORDING TO
HUMIDITY CONDITIONS DURING GRAIN FILLING

The pathogen Fusarium graminearum, that cause fusarium head blight (FHB) and
produce deoxynivalenol toxin (DON), is one of the main problems that threaten the
safety of wheat grain. Many factors can affect the final DON concentration in grain,
for example the wetting conditions such as, duration, frequency and volume of rain
in post-anthesis, anthesis and during grain filling. However, its influence is not fully
known. Therefore, the aim of this work was to determine the dynamics of DON
accumulation according to wetting conditions that occurred during grain filling.
Thus, two cultivars with differential resistance against FHB (LE 2375 and INIA Don
Alberto) were sown under semi-controlled conditions in 2017 and 2018. Artificial
inoculation was performed in half flowering with 12 strains of Fusarium
graminearum and the cultivars were exposed to different wetting regimes, from
inoculation to maturity. The evaluated treatments considered different durations and
frequency of humidity. The FHB infection level was evaluated by the disease index
(FHBI) and the DON content by the Agraquant® DON method (RomerLabs). The
results showed that DON concentration is higher after 30 days moisture durations
and then decreased with 40 days. Regarding the frequency of humidity, there was not
a clear pattern between years and between cultivars, but in 2018 it was observed that
a lower frequency of humidity generated a lower DON concentration for both

cultivars.

Keywords: Fusarium, DON, moistening, moisture duration
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4.3 INTRODUCCION

La contaminacion de productos agropecuarios con hongos capaces de
producir metabolitos toxicos ha sido siempre una preocupacion a nivel mundial. El
género Fusarium es de gran relevancia en la agricultura, ya que incluye un grupo de
importantes fitopatdgenos que pueden producir un amplio espectro de micotoxinas
(Somma et al., 2014). Dentro de las micotoxinas producidas por Fusarium, el
deoxinivalenol (DON) es la mas comunmente detectada en trigo, y es conocida por
su efecto inhibidor de la sintesis de proteinas (Wegulo, 2012). Ademas, al ser una
micotoxina termoestable (hasta 180 °C) persiste durante el procesamiento de los
alimentos (ELIKA, 2013) y es regulada por organismos nacionales e internacionales
(IMPQ, 2001; FAO, 2018).

La micotoxina es producida por el hongo como factor de virulencia,
otorgandole una mayor agresividad en la patogénesis (Proctor, 2000; Jansen et al.,
2005; Gardiner et al., 2009). En este sentido, se conoce que hay una correlacién
positiva entre la agresividad de las cepas y la produccion de DON en F.
graminearum (Proctor et al., 2002). Jansen et al., (2005) observd, que DON permite
a las hifas del hongo colonizar espiguillas a través del raquis de la espiga de trigo.
Por lo que, en ausencia de tricotecenos, el hongo se ve impedido de colonizar debido
al engrosamiento en la pared celular del raquis, una defensa de la planta que es
inhibida por la micotoxina. La disminucion en la produccion de estas micotoxinas no
influiria en la capacidad de una cepa para infectar el trigo, pero podria afectar la

progresion de la infeccion debido a la disminucion de su agresividad (Proctor, 2000).

Ademas, si bien la acumulacion de toxinas muestra una relacion estrecha con
los cambios patogénicos en las células del huésped, la aparicion de sintomas y la
colonizacién de los tejidos del huésped por las hifas (Kang y Buchenauer, 1999),
Malbran y Lori (2013) ademas de encontrar una estrecha correlacion entre la
severidad de los sintomas de la FE y la produccion de DON in vivo, encontraron

cepas capaces de inducir limitados sintomas de FE, pero capaces de colonizar los
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tejidos vasculares de la espiga y constituir un importante riesgo de contaminacion del

grano.

Los factores que pueden hacer variar la concentracion de DON en los tejidos
colonizados son muy diversos, y las variables involucradas en la produccion del
mismo por parte de las cepas no son totalmente conocidas (Mallmann et al., 2017).
La cepa del patdgeno va a determinar la via de sintesis de toxinas que aportan al

resultado final de acumulacién en grano (Gautam y Dill-Macky, 2012).

Por otro lado, el cultivar utilizado cumple un rol fundamental en la
acumulacién final de DON en el grano, en tanto determina la ausencia o presencia y
cantidad de genes que confieren resistencia, el o los tipos de resistencia presentes en
el mismo, el estado fenoldgico al que esta expuesto el cultivo a Fusarium, y la
arquitectura de la espiga (espiga mas laxa o compacta) (Rudd et al., 2001; Zhou et
al., 2004; Jung et al., 2010).

Ademas, las condiciones ambientales son también determinantes de la
produccién de toxina por parte de la cepa, asi como de la acumulacién final en el
grano (Wegulo, 2012). Aln en el caso en que el aislamiento tenga funcional toda la
via de produccion de toxinas, las condiciones ambientales son las que en ultimo caso
determinan su produccion (Umpiérrez-Failache et al., 2013). Las horas de agua libre
sobre la espiga afectan la expresion de la resistencia de los cultivares (Cowger y
Arellano, 2013) e influyen directamente en la dinamica de la toxina en el grano
(Gautam y Dill-Macky, 2012).

Algunas de las condiciones ambientales que pueden afectar la concentracion
final de DON son: la temperatura, la duracion de la humedad (en un rango de 0-40
dias post-antesis), precipitaciones durante antesis y hasta fin de llenado de grano (que
también puede afectar la expresion de la resistencia del cultivar), el volumen de
lluvia o niebla, la frecuencia de secado y mojado, la actividad del agua (aw) sobre la
superficie del material vegetal, el pH y la composicion gaseosa de la atmdsfera
(Marin, 2010; Wegulo, 2012).
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Las condiciones Optimas de temperatura para la produccion de DON y 3-
acetildeoxinivalenol (3-ADON) se encuentran entre 25 y 30°C, y la maxima cantidad
de 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON) se produce a 10°C (Ramirez y Diana, 2019).
Sin embargo, Fusarium tiene poco crecimiento con temperaturas menores a 15°C y
tiene un crecimiento Optimo de 24-26°C, por lo que no son los mismos
requerimientos de temperatura para el crecimiento de Fusarium que para la
produccién de DON (Lacey y Megan, 1991).

La duracion, frecuencia y volumen de lluvia en post-antesis, antesis y durante
Ilenado de grano, afectan la concentracion final de DON en el grano. Las condiciones
de humedad durante el llenado de grano permiten aliviar los efectos de la creciente
escasez de agua en la espiga, lo que facilita el proceso de la colonizacién (Cowger y
Arellano, 2013).

El efecto de la duracion de la humedad en la concentracion de DON, es
complejo. Se han reportado asociaciones positivas entre nimero de dias con agua
libre en las espigas y concentracion de DON (Matthdus et al., 2004; Cowger et al.,
2009; Cowger y Arellano, 2013; Mallmann et al., 2017). El aumento de la duracién
de dias con espigas mojadas post-floracion puede tener un efecto de aumento
significativo sobre DON, sobre el porcentaje de granos de trigo infectado, y sobre la
expresion de la resistencia en todos los tejidos de la espiga (es decir que un creciente
namero de dias de lluvia después de la antesis pueden cambiar a los cultivares de

ranking de resistencia).

Sin embargo, también se han reportado asociaciones negativas entre estas
variables (Culler et al., 2007; Gautam y Dill-Macky, 2012) explicado a que DON
puede ser lixiviado de los tejidos por agua libre durante o poco despues de la antesis.
Lemmens et al. (2004) encontraron que algunos genotipos de trigo reaccionan al
riego niebla con un aumento en el contenido de DON en grano, mientras que otros
responden con una disminucion. Lemmens et al. (2004) aclaran que esta diferencia

puede ser debida a que en los genotipos que respondieron con disminucion de DON,
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ocurrid la aparicion de espigas prematuras. En estas espigas prematuras, ocurre el
marchitamiento apical de la espiga con granos arrugados (por la presencia del hongo
en el raquis de la espiga), pero si bien, se observa el sintoma de la enfermedad, el
hongo no esta presente por lo que el contenido de DON es menor (Lemmens et al.,
2004).

Hay escasa informacién respecto a como influye la frecuencia de dias con
saturacion de agua en la concentracion de DON. En este sentido, Andersen et al.,
(2015) evaluaron distintas frecuencias de niebla en invernaculo durante ocho dias
inmediatamente después de la antesis, y concluyeron que, con mayor periodo seco, es
decir sin lluvias ni niebla, tuvieron mayor concentracion de DON y remarcan que
cuatro dias secos, podrian estresar al hongo haciendo que la concentracion de la

toxina sea mayor comparado a menos de cuatro dias secos.

Otro factor importante en la acumulacion de DON es la actividad del agua.
La actividad de agua (aw) se define como el agua libre de un substrato, en equilibrio
con la humedad relativa ambiente, disponible para el crecimiento microbiano o
fangico (Lacey y Magan, 1991; Marin, 2010). Estudios sobre la influencia de la
actividad del agua (aw) en la acumulacion de DON en trigo a 25 °C, muestran que la
mayor acumulacion de DON se detecté a aw de 0,98 y el rango de aw donde se
produjo DON, fue de 0,92-0,98, no encontrandose DON a valores iguales o
inferiores de 0,92 (Comerio et al., 1999). Ramirez et al. (2004) también demostraron
la influencia de aw en la produccién de DON y concluyeron que hay mayor
produccion de DON a 25°C con aw de 0,97 respecto a aw de 0,99 o 0,995. En
cambio, a diferencia de los autores anteriores, Lacey y Megan (1991) establecieron
un crecimiento de F. graminearum a un aw minimo menor (0,89) y 6ptimo mayor
(0,98-0,99).

Por lo tanto, si bien hay una gran diversidad de factores ambientales que
afectan la acumulacién de DON en el grano, el objetivo de este estudio fue establecer
la dinamica de la acumulacion de DON segln distintas condiciones de

humedecimiento de la espiga durante el llenado de grano.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

Se instalaron dos ensayos, uno en el 2017 (Exp. 1) y el otro en el 2018 (Exp.

2), en sombraculo en la localidad de Paysandd, en la Estacion Experimental “Dr.

Mario A. Cassinoni” (EEMAC, 32° 22’ 46”S 58° 03’ 14”W).

El estudio se realizd en dos cultivares de trigo, ambos sembrados el 29 de
agosto del 2017 y el 8 de julio del 2018. Dichos cultivares tenian comportamiento
diferencial frente a FE, el cultivar LE 2375, de susceptibilidad intermedia a
intermedia-baja (grupo 4 segun la caracterizacion de Castro et al., 2020), e INIA Don
Alberto, altamente susceptible (grupo 9 segun la caracterizacion de Castro et al.,
2020). La unidad experimental fue una maceta con 50 % tierra: 50 % arena, con 15

plantas de trigo.

Se evalud la duracién de mojado con cuatro niveles, y la frecuencia de
mojado con cuatro niveles. Se agregé ademas un tratamiento sin humedecimiento
(sin lluvia ni mojado), y uno con lluvia natural, totalizando 10 tratamientos (Cuadro
1).

En ambos experimentos el mojado se logré con 23 microaspersores
NaanDanJain fogger de cuatro boquillas con caudal de 28 L/h, es decir en una
superficie de 1 m? se aplicaron 28 mm en 60 min. Al final de los experimentos, todos
los tratamientos habian recibido distinto volumen de agua final (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos y volumen total de agua (mm) recibido

desde tercer dia post-inoculacion hasta cosecha en cada tratamiento

Tratamiento Caracteristicas del Volumen de
tratamiento agua (mm) total
1 Testigo (0 dias de mojado) 0
Duracion®
2 10d 280
3 20d 560
4 30d 840
5 40d 1120
Frecuencia?®

6 2 d de mojado - 2 d secos 560
7 2 d de mojado - 6 d secos 280
8 2 d de mojado - 10 d secos 224
9 4 d de mojado - 10 d secos 336

10 Exp. 1 Lluvia natural 140,5

10 Exp. 2 Lluvia natural 339,2

! Dias consecutivos, en los cuales se aplico un riego de 1 h, siempre iniciando la

aplicacion de riego desde dos dias post-inoculacién.

2 Frecuencia de mojado, expresada como alternancia dias con aplicacion de un riego

de 1 h, y dias sin aplicacion de riego, iniciando desde dos dias post-inoculacién,

hasta cosecha.

El disefio experimental fue un DCA con 10 tratamientos y tres repeticiones

para cada uno de los cultivares sembrados. Se trabajo con un modelo estadistico

factorial con interaccion, donde los factores fueron: cultivar, tratamiento y la

interaccion cultivar*tratamiento.
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Yjk=p+Cj+Tk+ (C*T)jk + Ejk
p: media general
Cj: efecto del j-ésimo (cultivar)
Tk: efecto del k-ésimo (tratamiento)
Cj*Tk: efecto de la interaccion cultivar*tratamiento
€jk: error experimental

Los experimentos tuvieron inoculacion artificial con una suspension de
macroconidios a concentracion 1x10° conidios/mL con un gasto aproximado de 25
mL por maceta. Para esto se utiliz6 un pool de 12 aislados monospoéricos de
Fusarium graminearum representativos de la region caracterizados por su especie
filogenética, quimiotipo y agresividad in planta de la coleccién de INIA La
Estanzuela y Facultad de Quimica (UDELAR), Uruguay (Cddigos: 00-004, 02-020,
09-005, 11-001, 12-000, 13-009, 13-023, 14-003, 14-012, 16-000, 16-014 y 17-003)

todos identificados como F. graminearum sensu stricto, quimiotipo 1I5ADON.

Luego de la inoculacion, las espigas se mantuvieron mojadas por 48 h en el
Exp. 1y 72 h en el Exp. 2, con aspersores que fueron activados para que la espiga
siempre estuviera mojada segun apreciacion visual. Todos los tratamientos

comenzaron el tercer dia post-inoculacion.

A los 14 y 21 dias post-inoculacion se realiz6 la cuantificacion de sintomas
mediante la evaluacion de la incidencia (espigas con FE en el total de las espigas de
la maceta) y severidad (espiguillas afectadas por FE en el total de las espiguillas de la
espiga). En base a estos dos parametros se estimo el indice de fusariosis de la espiga

(IFE) como el producto de severidad*incidencia expresadas en porcentaje/100.

Cada maceta se cosecho vy trill6 en forma manual. Luego los restos florales se
retiraron de forma manual en el laboratorio y el grano se conservoé en bolsas de papel

hasta el momento del procesamiento en el laboratorio.

Posteriormente en el laboratorio se determind porcentaje de granos con

Fusarium mediante el método Canadian Grain Comission (CGC, 2019) y se

86



determiné contenido de DON en grano por el método AgraQuant®ELISA DON
(RomerLabs) (aprobado por AOAC Research Institute-AOAC R1 110701).

Para el analisis de resultados se utilizé el paquete estadistico SAS On
Demand for Academics version 9.04 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2018). Se
realizd ANOVA para incidencia de FE, severidad de FE, IFE y contenido de DON. Y
se realiz separacion de medias segun el método Tukey (0=0,05), segin grupos de

tratamiento para cadacultivar.

4.5 RESULTADOS

Ambos experimentos tuvieron diferente nivel de enfermedad. En el Exp. 1 los
niveles de IFE fueron muy bajos respecto al Exp. 2 (Cuadro 2), debido
principalmente a las condiciones de inoculacion de ambos experimentos, dado que el
periodo de humedecimiento de la espiga mediante el riego a la inoculacion fue de 48
henel Exp 1,y 72henel Exp. 2.

Ademas del mayor periodo de humedecimiento de la espiga a la inoculacion,
en el Exp. 1 hubo mayor temperatura en el periodo desde la inoculacion hasta el
inicio de los tratamientos (18-26 °C vs. 16-20 °C) y la humedad relativa fue menor
(48-67 % vs. 66-84 %). El Exp. 2, a su vez tuvo mayor temperatura minima y mayor
HR méaxima durante el periodo experimental (Cuadro 2).Estas diferencias

permitieron evaluar los tratamientos frente a distinta presion de enfermedad.
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Cuadro 2. Rangos de temperatura media diaria, humedad relativa (HR) media diaria,

desde inoculacion a cosecha, indice de fusariosis de la espiga (IFE) y contenido de

deoxinivalenol (DON) segun experimento

Exp.1 Exp. 2
Temperatura media (°C) 14-28 15-28
HR (%) 46-84 47-95
IFE (%) 0,0-14,3 4,8-78,6
DON (ppm) <0,25-1,5 1,0-27,3

Los niveles de enfermedad observados fueron afectados significativamente

por cultivar, y por el tratamiento. A su vez, hubo efecto significativo de la

interaccion de estos dos factores (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados del ANOVA para incidencia y severidad de fusariosis de la
espiga (FE), indice de FE (IFE), y contenido de deoxinivalenol (DON). El valor
presentado corresponde a p-valor

Exp.1
Efecto Incidencia | Severidad | IFE DON
Cultivar 0,0057 0,83 0,02 <0,0001
Trat. 0,57 0,039 0,19 0,01
Cultivar*TRAT 0,43 0,001 0,03 0,11
Exp. 2
Efecto Incidencia | Severidad | IFE DON
Cultivar 0,02 <0,0001 | <0,0001 <0,0001
Trat. 0,34 0,0047 0,03 <0,0001
Cultivar*Trat. 0,38 <0,0001 0,003 0,01

* Significancia con valores de p-valor < 0, 05 son indicados en negritas.
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Don Alberto tuvo significativamente mayor nivel de enfermedad que LE
2375, tanto en condiciones de bajos niveles de enfermedad (Exp. 1) como con altos
niveles (Exp. 2), aunque estas diferencias se hicieron mas evidentes en condiciones

de alta presion de enfermedad (Cuadro 4).

Cuadro 4. Promedio general del indice de FE (IFE, %) para el cultivar INIA Don
Alberto y LE 2375

IFE (%) INIA Don Alberto LE 2375
Exp. 1 2,3A 1,3B
Exp. 2 375A 17,4 B

Diferencias significativas entre cultivares dentro de un mismo experimento, mediante
el método Tukey (a= 0,05).

El cultivar INIA Don Alberto tuvo mayor IFE que LE 2375 para todos los
tratamientos excepto en el tratamiento de 10 dias de duracion de mojado en el Exp. 1

y en 40 dias de duracion de mojado en el Exp. 2 (Fig. 1).

El tratamiento tuvo efecto significativo sobre IFE en el Exp. 2 pero no en el
Exp. 1, probablemente explicado por los bajos niveles de IFE en este Gltimo. Por esta
razén, en Exp. 1 se realiz6 cuantificacion de granos con Fusarium post-cosecha,
variable que si fue afectada por el tratamiento (p-valor=0,0003, datos no mostrados).
A su vez, se observo efecto significativo de la interaccidn tratamiento*cultivar tanto
sobre la severidad como IFE en ambos experimentos. Debido a que, los bajos niveles
de enfermedad del Exp. 1 no permitieron segregar entre tratamientos, se hara énfasis
en los resultados del Exp. 2 donde se observan claras diferencias.

En el Exp. 2, con altos niveles de enfermedad, no se observd en INIA Don
Alberto efecto significativo de la duracién y la frecuencia de mojado sobre el IFE,
mientras que en el cultivar LE 2375 la duracion afectd el IFE, con 40 dias de mojado
se observo mayor IFE respecto a 0, 10 o 20 dias. En este cultivar, al igual que en

INIA Don Alberto, la frecuencia de mojado no afecto el IFE (Fig. 1).
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Diferentes letras en cada figura indican medias estadisticamente diferentes entre

tratamientos para cada cultivar, mediante el método Tukey (o= 0,05)

Fig. 1. indice de la fusariosis de la espiga (IFE, %) por cultivar seglin tratamiento

Los niveles de DON fueron afectados significativamente por el cultivar, y por
el tratamiento, siendo significativa la interaccion de estos dos factores en el Exp. 2
(Cuadro 3). Los experimentos tuvieron diferente concentracion de DON. En el Exp.
1 la concentracion de DON fue muy baja respecto al Exp. 2 (Cuadro 2),

probablemente asociado al nivel de enfermedad en ambos experimentos.

El cultivar INIA Don Alberto presenté mayor concentracién de DON que LE
2375, tanto en condiciones de bajos niveles de enfermedad (Exp. 1) como con altos
niveles (Exp. 2). Las diferencias entre cultivares se hicieron mas evidentes en el Exp.
2 (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Promedio general de la concentracion de deoxinivalenol (DON, ppm)
para el cultivar INIA Don Alberto y LE 2375

DON (ppm) INIA Don Alberto LE 2375
Exp. 1 0,46 A 0,16 B
Exp. 2 141 A 9,4B

Diferencias significativas entre cultivares dentro de un mismo experimento, mediante
el método Tukey (a= 0,05).

En el Exp. 1, si bien los bajos niveles de DON en todo el experimento
(menores a 2 ppm), no permitié observar diferencias entre tratamientos, se observé
una tendencia en INIA Don Alberto a tener mayor concentracion de DON a los 10,
20 y 30 dias de duracién del riego, y luego hay una disminucién con 40 dias de
duracion del riego. Por otro lado, el cultivar LE 2375 tendié a tener los mayores
valores de DON con 30 dias de duracién del riego. En el Exp. 2, INIA Don Alberto
tuvo la mayor concentracion de DON con 20 dias de duracion del riego,
disminuyendo con 30 y 40 dias de duracion del riego. Por otro lado, el cultivar LE
2375 tuvo los mayores valores de DON con 20 y 30 dias de duracion del riego
disminuyendo con 40 dias de riego. Es decir, la concentracion de DON aumento6 con
los dias de humedecimiento, hasta un maximo de 20 y 30 dias y luego disminuy6 con
40 dias de humedecimiento, a pesar de que esta disminucion no fue significativa

(Fig. 2).
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Diferencias significativas entre tratamientos para cada cultivar, mediante el método
Tukey (a= 0,05).

Fig. 2. Concentracion de deoxinivalenol (DON, ppm) por cultivar segun tratamiento

En el Exp. 2, mediante contrastes ortogonales se pudo observar que el
tratamiento de lluvia natural tuvo menor concentracion de DON que el resto de los
tratamientos (datos no mostrados). Este tratamiento presentdé un total de 19 dias
[luviosos y el volumen total de lluvia fue de 339,2 mm. Estas macetas estuvieron
expuestas a ocho eventos infecciosos segun la descripcion de evento infeccioso de

Moschini y Fortugno (1996).
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La frecuencia de mojado, no afectd la concentracion de DON con un patron
claro, pero en términos generales, a mayor frecuencia de mojado hubo mayor
contenido de DON, y a mayor periodo seco, la concentracion de DON fue menor
(Fig. 3).
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Diferencias significativas entre tratamientos para cada cultivar, mediante el método
Tukey (0= 0,05). Referencias: n: dias con mojado, s: dias sin mojado.

Fig. 3. Concentracion de deoxinivalenol (DON, ppm) segun cultivar y tratamiento
de frecuencia de la humedad para ensayos 1y 2

4.6 DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la concentracién de

DON puede ser afectada por la duracién y frecuencia de humedecimiento de la
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espiga, y que dicho efecto depende a su vez del cultivar. La concentracion de DON
en grano aumenté con el humedecimiento de la espiga, aunque no se observe
variacion en el IFE. En las condiciones de este estudio, se observo un aumento del
DON con 20 dias de mojado de la espiga a pesar de que no observarse aumento en el
IFE (Fig. 1y 2). La mayor concentracion de DON a los 20 dias de mojado respecto
a otros tratamientos, en ambos cultivares (Exp. 2), puede deberse a que el
humedecimiento de la espiga favorecio el crecimiento de Fusarium y la produccion

de toxina, sin que ocurra un lavado de la misma.

Estos resultados concuerdan con Cowger et al. (2009), quienes encontraron
una asociacion positiva entre la concentracion de DON y el nimero de dias humedos
hasta una duracion de 20 dias post inoculacion. Luego estos autores encontraron que
con 30 dias de humedad, la concentracion de DON se mantenia igual que con 20 dias
0 la misma podia bajar. Gautam y Dill-Macky (2012) reportaron que con 31 dias de
niebla, la concentracion de DON disminuy6. A su vez, Lemmens et al. (2004)
también encontraron asociaciones negativas entre dias himedos y concentracién de
DON con una duracion de niebla de hasta 46 dias. Esta disminucion en la
concentracion de DON, la cual es soluble en agua (Culler et al., 2007), es explicada

por un “lavado” de la misma desde los tejidos de la espiga (Culler et al., 2007).

A su vez, la disminucion en concentracion de DON fue méas pronunciada en
el cultivar mas susceptible, resultando incluso con menores concentraciones de DON
que el cultivar con mayor resistencia (Fig. 2). Esto concuerda con los datos
encontrados por Cowger y Arellano (2013) que concluyeron que incrementos en la
duracién de la humedad post-antesis, reducen el efecto del cultivar sobre DON,
afectando la expresion de la resistencia en todos los tejidos de la espiga. Estos
autores sugirieron una falta de expresion de la resistencia genética con 30 dias de
humedad. En el presente estudio, el aumento de dias con humedecimiento aumentd
los niveles de DON en ambos cultivares, pero el cultivar susceptible (Don Alberto)
tuvo mayor concentracion de DON con menos dias de humedecimiento, hasta un

méaximo a los 20 dias, a partir del cual a mayor nimero de dias de humedecimiento
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disminuyeron més la concentracién de DON en el cultivar susceptible que en el
resistente (LE 2375).

Sin dudas que hay efectos mezclados entre dias con humedecimiento y
volumen total de agua recibido. La disminucidn en la concentracion de DON ocurrio
con 840 mm de niebla en el cultivar resistente, mientras que para el cultivar
susceptible ocurrio a partir de 560 mm de niebla. Las diferencias en la dinamica de la
concentracion de DON en grano entre ambos experimentos, plantea la interrogante
de si a mayor concentracién de DON en el grano, este podria ser lixiviado con menor

cantidad de agua.

En cuanto a frecuencia de mojado, Andersen et al. (2015) observaron un
aumento de DON con cuatro dias secos y lo atribuyeron a un factor de estrés al
hongo. En el presente estudio se obtuvieron resultados similares ya que la
concentracion de DON aumenté de manera significativa en el cultivar susceptible
con 6 dias secos. Luego se observa una disminucion con 10 dias dias secos, esto
podria deberse a que el hongo detiene su crecimiento o su produccion de DON vy la
planta puede detoxificarse en este periodo.

Respecto al tratamiento con lluvia natural, el cultivar susceptible tuvo mayor
concentracion de DON que el resistente. ElI nivel de DON, encontrado en este
tratamiento estd acorde al volumen final de agua recibido respecto al resto de los
tratamientos. Todos los tratamientos expuestos a distintas duraciones de
humedecimiento, recibieron un maximo de 28 mm/dia y el tratamiento de lluvia
natural, recibié cantidades inferiores a esta. Los 140 mm recibidos al final del
periodo pueden haber lixiviado el DON y asi explicar los bajos niveles de toxina que

se encontraron en este tratamiento.
En el Exp. 2, el tratamiento de lluvia natural tuvo menor concentracion de

DON para ambos cultivares, respecto a los demas tratamientos a pesar de que este

tratamiento recibid un volumen final de agua mayor (Fig. 2). Por lo tanto, dado que
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las macetas expuestas a lluvia natural, recibieron 43 y 38 mm de agua de forma
consecutiva a los 14 y 15 dias post inoculacion y a los 17 dias pre-cosecha volvieron
a recibir tres eventos de 90, 75 y 32 mm de lluvia, estos volumenes recibidos en
etapas tempranas del llenado de grano, pueden haber lixiviado el DON (Culler et al.,
2007; Gautam y Dill-Macky, 2012).

Por ultimo, se destaca que las condiciones post-infeccion condicionaron la
severidad de FE pero, en ningun caso la incidencia fue determinada por los
tratamientos, ya que esta dependid de las condiciones de inoculacion. Es decir, las
condiciones al momento de la infeccidén determinaron la incidencia, y las condiciones
de humedecimiento afectaron la severidad de la enfermedad. Esto es importante
porque cuando no hubo condiciones favorables para la infeccion (como ocurrio en el
Exp 1), las condiciones durante el llenado practicamente no tienen efecto sobre la
acumulacion de DON.

4.7 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la concentracion de
DON se vio afectada por el humedecimiento de la espiga durante el llenado. La
concentracion final de DON aumentd con hasta 20 de dias de humedecimiento, y se
redujo notoriamente con 40 dias de mojado, independientemente de los niveles de
enfermedad, aunque el efecto de humedecimiento toma mayor relevancia cuando los

niveles de infeccion son elevados.
En cuanto a frecuencia de dias de mojado, se pudo observar que menor

frecuencia de dias de mojado, gener6 menor concentracibn DON para ambos

cultivares.

96



4.8 BIBLIOGRAFIA

Andersen, K. F., Madden, L. V., Paul, P. A. (2015). Fusarium head blight
development and deoxynivalenol accumulation in wheat as influenced by

post-anthesis moisture patterns. Phytopathology, 105(2), 210-219.

Castro, M., German, S., Pereyra, S. (2020). Caracterizacion sanitaria de cultivares
de trigo y cebada. INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria),
Uruguay. Obtenido el 15 junio de 2020 de http://inia.uy/estaciones-
experimentales/direcciones-regionales/inia-la-

estanzuela/caracterizaci%C3%B3n-sanitaria-de-cultivares-de-trigo-y-cebada

CGC (Canadian Grain Comission). (2019). Identifying wheat and barley seed
affected by Fusarium head blight. Obtenido el 27 de junio de 2020 de
https://grainscanada.gc.ca/en/grain-quality/grain-grading/grading-

factors/identifying-fusarium.html

Cowger, C., Patton-Ozkurt, J., Brown-Guedira, G., Perugini, L. (2009). Post-anthesis
moisture increased Fusarium head blight and deoxynivalenol levels in North
Carolina winter wheat. Phytopathology, 99(4), 320-327.

Cowger, C., Arellano, C. (2013). Fusarium graminearum infection and
deoxynivalenol concentrations during development of wheat spikes.
Phytopathology, 103(5), 460-471.

Comerio, R. M., Pinto, V. F., Vaamonde, G. (1999). Influence of water activity on

deoxynivalenol accumulation in wheat. Mycotoxin Research, 15(1), 24-32

Culler, M. D., Miller-Garvin, J. E., Dill-Macky, R. (2007). Effect of extended
irrigation and host resistance on deoxynivalenol accumulation in Fusarium-
infected wheat. Plant Disease, 91(11), 1464-1472.

ELIKA (Fundacion Vasca para la seguridad alimentaria). (2013). Deoxinivalenol.
Obtenido el 19 de febrero de 2021 de

https://seguridadalimentaria.elika.eus/deoxinivalenol/

97


http://inia.uy/estaciones-experimentales/direcciones-regionales/inia-la-estanzuela/caracterizaci%C3%B3n-sanitaria-de-cultivares-de-trigo-y-cebada
http://inia.uy/estaciones-experimentales/direcciones-regionales/inia-la-estanzuela/caracterizaci%C3%B3n-sanitaria-de-cultivares-de-trigo-y-cebada
http://inia.uy/estaciones-experimentales/direcciones-regionales/inia-la-estanzuela/caracterizaci%C3%B3n-sanitaria-de-cultivares-de-trigo-y-cebada
https://grainscanada.gc.ca/en/grain-quality/grain-grading/grading-factors/identifying-fusarium.html
https://grainscanada.gc.ca/en/grain-quality/grain-grading/grading-factors/identifying-fusarium.html
https://seguridadalimentaria.elika.eus/deoxinivalenol/

FAO (Organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la agricultura).
(2018). En: Residuos de plaguicidas en alimentos y piensos. Obtenido el 28 de
julio de 2020 de http://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/codex-

texts/maximum-residue-limits/es/.

Gardiner, D. M., Osborne, S., Kazan, K., Manners, J. M. (2009). Low pH regulates
the production of deoxynivalenol by Fusarium
graminearum. Microbiology, 155(9), 3149-3156.

Gautam, P., Dill-Macky, R. (2012). Fusarium head blight development and
trichothecene accumulation in point inoculated Fusarium infected wheat
heads. World Mycotoxin Journal, 5(1), 45-55.

IMPO (2001). Normativa y avisos legales del Uruguay. Registro Nacional de Leyes
y Decretos: Tomo 2 Semestre: 2 Afio: 2001 Pagina: 1869. Decreto N°
533/001. Obtenido el 28 de julio de 2020 de
https://www.impo.com.uy/bases/decretos/533-2001/4.

Jansen, C., Von Wettstein, D., Schafer, W., Kogel, K. H., Felk, A., Maier, F. J.
(2005). Infection patterns in barley and wheat spikes inoculated with wild-
type and trichodiene synthase gene disrupted Fusarium graminearum.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 102(46), 16892-16897.

Jung, Y., Park, C. S., Jeung, J. U., Kim, C. K, Park, J. C., Kang, C. S., Seo, Y. W.
(2010). Employment of wheat grain properties in evaluation of Fusarium
head blight resistance. Journal of Crop Science and Biotechnology, 13(4),
275-281.

Kang, Z., Buchenauer, H. (1999). Immunocytochemical localization of Fusarium
toxins in infected wheat spikes by Fusarium culmorum. Physiological and
Molecular Plant Pathology, 55(5), 275-288.

98


https://www.impo.com.uy/bases/decretos/533-2001/4

Lacey, J., Megan, N. (1991). Fungi in cereal grains: their occurrence and water and
temperature relationships. En: Chelkowski, J. (Ed). Cereal grain. Mycotoxins,

fungi and quality in drying and storage. (pp. 77-118). Elsevier.

Lemmens, M., Buerstmayr, H., Krska, R., Schuhmacher, R., Grausgruber, H.,
Ruckenbauer, P. (2004). The effect of inoculation treatment and long-term
application of moisture on Fusarium head blight symptoms and
deoxynivalenol contamination in wheat grains. European Journal of Plant
Pathology, 110(3), 299-308.

Malbrén, 1., Lori, G. (2013). Agresividad, produccion de micotoxinas y diversidad en
las poblaciones de Fusarium graminearum de la regidn triguera argentina.
[Tesis de Doctorado, Universidad de Buenos Aires]. 108 p. Consultado el 10
de agosto de 2020.
http://ri.agro.uba.ar/files/download/tesis/doctorado/2013malbranismael.pdf

Mallmann, C. A, Dilkin, P., Mallmann, A. O., Oliveira, M. S., Adaniya, Z. N.,
Tonini, C. (2017). Prevalence and levels of deoxynivalenol and zearalenone
in commercial barley and wheat grain produced in Southern Brazil: an eight-
year (2008 to 2015) summary. Tropical Plant Pathology, 42(3), 146-152.

Marin, P. (2010). Analisis de factores ecofisiolégicos que influyen en la expresion de
genes relacionados con la biosintesis de toxinas en especies de "Fusarium".
[Tesis de Doctorado, Universidad Complutense de Madrid]. 233 p.
Consultado el 15 de julio de 2020.
https://eprints.ucm.es/id/eprint/11150/1/T32054.pdf

Matthdus, K., Dénicke, S., Vahjen, W., Simon, O., Wang, J., Valenta, H.,
Flachowsky, G. (2004). Progression of mycotoxin and nutrient concentrations
in wheat after inoculation with Fusarium culmorum. Archives of Animal
Nutrition, 58(1), 19-35.

99


http://ri.agro.uba.ar/files/download/tesis/doctorado/2013malbranismael.pdf

Moschini, R. C, Fortugno, C. (1996). Predicting wheat head blight incidence using
models based on meteorological factors in Pergamino, Argentina. European
Journal of Plant Pathology, 102(3), 211-218.

Proctor, R. H. (2000). Fusarium toxins: trichothecenes and fumonisins. Microbial-
foodborne-diseases: mechanisms-of-pathogenesis-and-toxin-synthesis, 363-
381.

Proctor, R. H, Desjardins, A. E., McCormick, S. P., Plattner, R. D., Alexander, N. J.,
Brown, D. W. (2002). Genetic analysis of the role of trichothecene and
fumonisin mycotoxins in the virulence of Fusarium. European Journal of
Plant Pathology, 108(7), 691-698.

Ramirez, L., Chulze, S., Magan, N. (2004). Impact of environmental factors and
fungicides on growth and deoxinivalenol production by Fusarium
graminearum isolates from Argentinian wheat. Crop Protection, 23(2), 117-
125.

Ramirez, A., Diana, L. (2019). Influencia de las condiciones ambientales sobre el
perfil de tricotecenos producido por cepas de Fusarium graminearum con
distintos quimiotipos. [Tesis de Doctorado, Universidad de Buenos Aires].
Consultado el 20 de julio de 2020.
https://ri.conicet.gov.ar/bitstream/handle/11336/84017/CONICET _Digital Nr
0.060707e7-4f67-4626-a217-
7a8fdd7992c5_A.pdf?sequence=2&isAllowed=y

Rudd, J. C., Horsley, R. D., McKendry, A. L., Elias, E. M. (2001). Host plant
resistance genes for Fusarium head blight. Crop Science, 41(3), 620-627.

SAS® On Demand for Academics. (2018). Cary: SAS Institute Inc. Cary: SAS

Institute Inc.

Somma, S., Petruzzella, A. L., Logrieco, A. F., Meca, G., Cacciola, O. S., Moretti, A.

(2014). Phylogenetic analyses of Fusarium graminearum strains from cereals

100



in ltaly, and characterisation of their molecular and chemical

chemotypes. Crop and Pasture Science, 65(1), 52-60.

Umpiérrez-Failache, M., Garmendia, G., Pereyra, S., Rodriguez-Haralambides, A.,
Ward, T. J., Vero, S. (2013). Regional differences in species composition and
toxigenic potential among Fusarium head blight isolates from Uruguay
indicate a risk of nivalenol contamination in new wheat production areas.
International Journal of Food Microbiology, 166(1), 135-140.

Wegulo, S. N. (2012). Factors influencing deoxynivalenol accumulation in small
grain cereals. Toxins, 4(11), 1157-1180.

Zhou, W., Kolb, F. L., Yu, J., Bai, G., Boze, L. K., Domier, L. L. (2004). Molecular
characterization of Fusarium head blight resistance in Wangshuibai with
simple sequence repeat and amplified fragment length polymorphism
markers. Genome, 47(6), 1137-1143.

101



5. DISCUSION GENERAL

El anélisis realizado demuestra que la cuantificacion de la FE mediante el IFE
como predictor de la concentracion final de DON en el grano, es muy dependiente de
la presion de inoculo del sistema y de las condiciones ambientales, no solo durante el
proceso de infeccion, sino tambien durante el llenado del grano. El IFE puede
sobreestimar o subestimar el dafio causado por Fusarium. Por un lado, en tanto el
IFE es estimado en base al sintoma, es posible sobreestimarlo al confundir e incluir
como sintoma el desecamiento apical por bloqueo del pedinculo o raquis por el
desecamiento prematuro inducido por el patégeno en las espiguillas (Malbran y Lori,
2013). Por otro, una vez que comienza la senescencia natural de los tejidos de la
espiga, es dificil visualizar el avance de los sintomas en la espiga y también aquellos
que provienen de eventos infecciosos tardios (ocurridos durante el llenado), que
pueden tener un significativo aporte en la concentracion de toxinas en el grano como
explican Del Ponte et al. (2007). Los métodos de evaluacion de FDK permitieron una
mejor prediccion de la concentracion final de DON en grano, ya que en este caso
detectan la presencia del patégeno a post-cosecha. Sin embargo, FDK es un método
que requiere mayor entrenamiento del operador y mayor tiempo (Umpiérrez-
Failache, 2013). Si bien, en afios no favorables para la enfermedad, el IFE tuvo
buena correlacién con los niveles de DON, en afios mas favorables, y con
probabilidad de infecciones tardias, se deberia recurrir a técnicas pos-cosecha mas
precisas, como lo es FDK.

La correlacion entre la cuantificacion de la infeccion en poscosecha mediante
el método blotter test y el método CGC fue de 0,57. Se observé que el método CGC
tuvo mayor correlacion con la concentracion final de DON en grano. Esto podria
deberse, en parte, a que el método blotter test es dependiente de la humedad del
papel durante la incubacion, lo cual puede condicionar los resultados. Si el papel se
seca, disminuye la humedad de la placa y disminuye el estimulo del hongo a crecer y
esporular, lo cual podria llevar a una subestimacion del valor de infeccion por

Fusarium del grano.
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A su vez, se observo que el humedecimiento de la espiga tiene un efecto
sobre la concentracion final de DON en grano. El agua libre por un lado puede
producir el lixiviado de la toxina, pero por otro permitir la germinacion de esporas
del patdgeno y posiblemente la ocurrencia de eventos infecciosos (Culler et al. 2007,
Cowger y Arellano 2013). Se observd que el cultivar INIA Don Alberto con alta
susceptibilidad a FE requirié menor duracion de mojado para elevar su concentracion
de DON, respecto al cultivar LE 2375, que presenta mayor resistencia a la
enfermedad. Ademas, el cultivar INIA Don Alberto, requirié menos cantidad de agua

para que la toxina fuera lixiviada.

Por ltimo, se observo que, si bien la caracterizacion sanitaria actual de los
cultivares en comercializacion en Uruguay permite predecir el nivel de FE maximo
que se puede observar a campo en un afio favorable, no predice la concentracion final
de DON en grano. Si bien se pudo agrupar a los cultivares por comportamientos
diferenciales en su relacion entre IFE-DON, se requiere una mayor cantidad de
ensayos en distintos ambientes para poder realizar una caracterizacion de cultivares
respecto a su comportamiento frente a la acumulacion de DON, debido a la compleja
relacion entre los factores que determinan la concentracion final de DON en grano.
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6. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos permiten profundizar en el entendimiento de los
distintos factores que influyen sobre la concentracion final de DON en grano de
trigo.

Se concluye que las correlaciones entre diferentes parametros de la enfermedad y la
concentracion de DON fueron altamente dependientes del ambiente, es decir, de las
condiciones ambientales y de la presion de indculo del sistema.

El FDK cuantificado en pos-cosecha por el método blotter test, present6
mayor correlacion con la concentracion de DON, que el IFE.

En condiciones de baja presion de enfermedad, tanto el FDK mediante blotter
test, la incidencia y el IFE tuvieron correlacion significativa y alta con la
concentracion de DON. En cambio, en el experimento con alta presion de
enfermedad el IFE y la incidencia no tuvieron correlacion significativa con la
concentracion de DON, pero el FDK mediante blotter test, tuvo correlacion

significativa pero débil.

Respecto a la busqueda de un buen predictor de los niveles de DON a
cosecha, la variable que mas se correlacion6 con la concentracion de DON fue FDK
cuantificado por el método CGC, seguido por FDK cuantificado por blotter test.
Estos dos métodos entre si, tuvieron un coeficiente de correlacion de r=0,57 y ambos
son una buena herramienta para comprender la asociacion entre IFE y DON.

Respecto al efecto del humedecimiento de la espiga sobre la concentracién de
DON, se concluye que el cultivar méas resistente (LE 2375) tuvo mayor
concentracion de DON a los 30 dias de riego niebla y luego la misma cay6 con 40
dias de niebla. Este comportamiento fue diferente al observado en el cultivar mas
susceptible (INIA Don Alberto), el cual requiri6 de menor duracion del
humedecimiento para elevar los niveles de DON y su disminucion también fue
observada con menor duracion del humedecimiento respecto al cultivar mas

resistente.
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En cuanto a frecuencia de humedad, no hay un patrén claro entre afios y
cultivares, pero se pudo observar que menor frecuencia de humedecimiento generd

menor concentracion de DON para ambos cultivares.

Si bien se pudo categorizar a los cultivares en grupos diferentes, segin su
comportamiento respecto a la sintomatologia a la FE relacionada a la concentracion
de DON en el grano, la compleja influencia de los distintos factores en la
concentracion de DON y su interaccion, impidio que se realice una caracterizacion
de cultivares respecto a su comportamiento frente a la acumulacién de DON final.

Por altimo, se concluye que el sistema de caracterizacion sanitaria actual de
Uruguay, permite estimar la resistencia de los cultivares a la enfermedad, pero no
permite estimar el comportamiento frente a la acumulacion de DON, principalmente

en afios muy favorables para la enfermedad.

Por lo tanto, se propone realizar mayor cantidad de ensayos en distintos afios
y localidades, dada la alta variacion en los comportamientos de los distintos
cultivares en distintos ambientes, para poder caracterizar los cultivares segun su
acumulacion de DON vy asi complementar la caracterizacion actual. También se
deberian realizar estudios detallados sobre la genética de los cultivares, para poder
definir, no solo el tipo de resistencia que presenta el cultivar frente a FE, si no
también para conocer los mecanismos que estan asociados a la detoxificacion o a la
inhibicion de la produccion de DON. Por otro lado, se deberia profundizar en otras
variables que afectan la concentracién de DON final en el grano, como por ejemplo,
el volumen de agua, el ph extracelular, las condiciones de suelo, entre otras. Se
podria estudiar en mayor profundidad, el lavado con agua, de los granos que
presentan toxinas y desarrollar una nueva técnica alterativa para la disminucion de la
concentracion de DON. Por ultimo, se sugiere la profundizacion de la toxicidad de

las poblaciones de Fusarium.
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