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Resumen

Una de las principales enfermedades que afecta el cultivo de trigo en Uruguay y el mundo es
la fusariosis de la espiga (FE), la cual es provocada por varias especies de hongos pertenecientes al
género Fusarium, incluida Fusarium poae. Esta enfermedad puede ocasionar pérdidas
econdmicas severas en la cadena agroindustrial como consecuencia de la disminucién en los
rendimientos del cultivo y una menor calidad del grano y subproductos debido a las
micotoxinas producidas por estos hongos. Fusarium poae puede producir diversas micotoxinas,
entre las que se encuentran los tricotecenos de tipo A y B. Estas micotoxinas son potentes
inhibidores de la sintesis de proteinas, ARN y ADN en las células eucariotas ocasionando diversos
efectos toxicos en la salud humana vy animal. El objetivo de éste trabajo fue identificar
molecularmente y determinar la capacidad toxigénica de cepas aisladas de granos de trigo, que
dadas sus caracteristicas morfolégicas se presumia que eran de la especie F. poae. Para ello se
analizaron 22 cepas obtenidas a partir de granos de trigo provenientes de distintos sitios del
Uruguay. Se identificaron molecularmente mediante PCR especifica y se determind la produccion
de tricotecenos de tipo A (DAS, T-2, HT-2, NEO), tipo B (NIV) y eniantinas. Todas las cepas
analizadas fueron identificadas como F. poae. El 50% de las cepas fueron productoras de
tricotecenos del tipo A y/o B. Ademas, se evidenci6 que todas las cepas de F. poae analizadas son
potencialmente productoras de eniantinas. Estos resultados demuestran la existencia de un alto
riesgo toxicogénico en el trigo asociado a la presencia de F. poae y constituyen un un avance en el

conocimiento de esta especie en nuestro pais.
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1.INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL CULTIVO DE TRIGO

El trigo (Triticum spp.) es considerado el principal alimento tanto a nivel mundial como
nacional, siendo uno de los cereales mas cultivados (Gomez Pallarés et al., 2007), destinAndose
més de 200 millones de hectéreas y alcanzando una produccion mundial de mas de 700 millones de
toneladas por afio (FAO, 2022; Vocke & Allen, 2007).

Su amplia distribucién geografica se debe a su adaptabilidad, ya que es capaz de crecer en
ambientes muy extremos y en distintos tipos de suelos. Su gran versatilidad, permite obtener una
gran variedad de productos (Bushuk, 1986). El principal destino es el consumo humano y en menor
proporcion para forraje. Los granos se utilizan para hacer harina, sémola, malta, asi como una gran
variedad de productos alimenticios derivados de éstos, como pan, galletas, cerveza, whisky, pasta,

cereales de desayuno, entre otros (Gémez Pallarés et al., 2007).

El trigo es una planta perteneciente a la clase monocotiledéneas y dentro de la misma a la
familia de las Gramineas. Estas poseen un crecimiento anual y se caracterizan por tener
inflorescencia de tipo espiguilla. Producen un fruto seco denominado cariopside, “grano”, el cual esta
compuesto por el endospermo, que es lo que se utiliza para fabricar harina, el germen y las capas
de la cubierta. Se siembra a finales del otofio o principios del invierno y se cosecha a finales de la

primavera o a principio del verano (Dewey, 1985).

En nuestro pais es el segundo cultivo después de la soja, en cantidad de area sembrada y
toneladas cosechadas, siendo en el 2019/2020 de 2178 mil hectareas y 757.000 toneladas,
respectivamente (DIEA, 2020). La Unica especie que se cultiva en Uruguay es Triticum aestivum L.,
destinada para panificacién. El cultivo de trigo se extiende del S hacia SW de Uruguay. La produccion
se concentra principalmente en los departamentos de Colonia, Soriano, Paysandu, San José, Rio
Negro y Flores, existiendo también en otros departamentos con menos superficie cultivada (DIEA,
2017) (Figura 1y Tabla 1).
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Figura 1. Superficie destinada al cultivo de trigo (DIEA, 2017).

Tabla 1. Superficie sembrada de trigo por departamento en el afio 2020 (DIEA, 2020).

Superficie sembrada

Departamento (ha) %
Total 217.337 100
Colonia 51.610 23.7
Soriano 47.931 22.1
Paysandu 28.904 13.3
San José 26.377 12.1
Rio Negro 25.787 11.9
Flores 14.070 6.5
Durazno 9.017 41
Artigas 13.641 6.3



La mayor parte de la produccion de trigo esta destinada al mercado interno para la fabricacién
de harinas de consumo doméstico, y como insumo para panaderias y fabricas de panificados y pastas
(Ernst et al., 2012). Si bien el principal destino es el mercado interno, hay exportaciones en los afios

en que hay superdvit (Souto, 2007).

El trigo, est4 expuesto a diferentes factores de estrés, los cuales pueden dividirse en abidticos
y bi6ticos. Entre los factores abidticos se encuentran la temperatura, la salinidad del suelo, la sequia
y la escasez de nutrientes. Los factores bidticos pueden consistir en infecciones provocadas por
hongos, virus, bacterias y neméatodos, entre otros. Dentro de las infecciones provocadas por hongos,
las especies del género Fusarium generan importantes y diversas enfermedades en los cultivos de
trigo (Miller, 2008). Estos factores, tanto abidticos como biéticos, producen graves pérdidas en la
produccion y en la calidad de los granos de trigo (Sinha, 1995; Setter & Waters, 2003).

1.2 FUSARIOSIS DE LA ESPIGA (FE)

Una de las principales enfermedades que afecta el cultivo de trigo en nuestro pais y el
mundo es la fusariosis de la espiga (FE). Segun el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz
y Trigo (CIMMYT), la FE es un factor limitante de gran incidencia en la produccién de trigo en
varias partes del mundo (Xu, 2003). Es por esta razén que la enfermedad ha sido ampliamente
estudiada durante las Ultimas décadas (Parry et al., 1995; Goswami & Kistler, 2004; Dinolfo &
Stenglein, 2014; Garmendia et al., 2018; Buerstmayr et al., 2020; Tini et al.,, 2021; Alisaac &
Mahlein, 2023)

Desde el primer registro de la fusariosis en trigo en Estados Unidos en 1891 (Arthur, 1891)
la frecuencia de aparicion y gravedad de esta enfermedad ha aumentado en todo el mundo,
pasando a ser uno de los factores principales en la reduccion del rendimiento y calidad de los
cultivos (Diaz de Ackermann, 1996; Dubin et al., 1997; Goswami & Kistler, 2004; Shaner, 2003;
Tekauz et al., 2000). En nuestro pais, el primer registro de FE en trigo data del afio 1928 donde
se relaciona con la aparicion de Gibberella saubinetti como agente causal de espigas blancas en

los cultivos (Boerger, 1928).

La FE es provocada por especies de hongos del género Fusarium siendo las mas
frecuentes Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum y Fusarium poae
(Liddell, 2003; Champeil et al, 2004a). Fusarium graminearum es el principal agente etiologico de la
FE, siendo las otras especies menos frecuentes (Kohl et al., 2007; Logrieco et al., 2007; Simpson,
2001; Xu et al., 2008).



Esta enfermedad puede ocasionar pérdidas econdmicas severas en la cadena agroindustrial
como consecuencia de la disminucién en los rendimientos del cultivo y una menor calidad del grano
debido a la contaminacién con micotoxinas producidas por los hongos (Diaz de Ackermann et al.,
2002). El rendimiento puede verse afectado hasta en un 80%, debido a que Fusarium spp.
ocasiona una menor tasa de germinacion de la semilla y una maduracién prematura de los granos
generando granos de menor calidad (Figura 2). La interrupcion del transporte de agua
ocasionada por el crecimiento hifal en el sistema vascular impide que el grano termine de
llenarse y esta disminucién puede verse reflejada en la decoloracion prematura de las espiguillas
(Figura 3) (INIA, 2014). En los granos también se observa una reduccion en el contenido de
almidon, proteinas, celulosa y hemicelulosa, disminuyendo la calidad nutritiva del mismo
(Champeil et al., 2004b; Miller, 1994).

En cuanto a los productos panificados, un trigo de buena calidad tiene el potencial de
producir el tipo de pan que desea obtener el consumidor. Las especies del género Fusarium
producen enzimas que ocasionan problemas durante la panificacién, generando la obtencién
de una masa mas pegajosa, pan mas oscuro y de menor volumen que no puede mantener
la forma (Vazquez, 2009).

A pesar de la toma de conciencia a nivel del sector productivo y de los esfuerzos realizados
para combatir la enfermedad, en nuestro pais, las especies de Fusarium responsables de
la FE siguen siendo los principales agentes causales de pérdidas en la calidad de los cultivos de

trigo y por lo tanto generando consecuencias en su comercializacion (Luizzi, 2010).

Fig. 2. Granos de trigo infectados por Fusarium sp. (INIA, 2014). Fig. 3. Decoloracion prematura de las espiguillas,
pudiendo llegar a tomar toda la espiga (INIA, 2014).



1.3 CONDICIONES QUE PREDISPONEN EL DESARROLLO DE LA FUSARIOSIS DE
LA ESPIGA

Existe un conjunto de factores que favorecen la ocurrencia de la enfermedad, es asi que,
el contacto del patégeno y el hospedante no asegura el desarrollo de la misma. Condiciones
ambientales favorables como lluvias frecuentes, temperaturas medias a altas y un alto porcentaje de
humedad relativa al momento de la floracion y/o durante el llenado del grano favorecen la infeccion
y desarrollo de la enfermedad (Diaz de Ackerman & Pereyra, 2011; Scala et al, 2016; Xu, 2003). A
su vez, existen diferencias en los rangos de temperatura y humedad necesarias para la germinacion
e infeccidn por las diferentes especies fungicas que causan la FE (Xu & Nicholson, 2009).

Bajo condiciones favorables de humedad y temperatura, las esporas pueden depositarse
sobre las espigas de trigo e iniciar el proceso de infeccion. La planta es principalmente susceptible
desde el periodo de antesis hasta grano pastoso, siendo el primero el periodo de mayor
vulnerabilidad, ya que, la presencia de polen estimula la germinacién de esporas y el crecimiento de
micelio (De Souza y Formento, 2003; Moschini et al.,, 2003). Es asi que la infeccion ocurre

mayormente en espigas en floracion.

Si bien la antesis es la ventana critica para la infeccién, se ha observado en trigo, que las
infecciones en etapas posteriores, a pesar de poseer un desarrollo de sintomas menor, pueden
conducir a un desarrollo significativo del hongo, pudiendo dar lugar a una acumulacion significativa

de micotoxinas en los granos. (Siou et al., 2014).

Las esporas germinan principalmente en las anteras y a partir de ahi colonizan el ovario, otras
estructuras florales y puede extenderse tanto hacia el apice como hacia la base de la espiga y de
espiguilla a espiguilla. La diseminacion de la infeccion se da principalmente por via vascular y provoca
la interrupcion del transporte de agua y nutrientes a la espiga, produciendo asi, granos de baja calidad

y rendimiento (Sykes, 2003).

Se sabe que el momento de la infeccién es importante para determinar las consecuencias de
la enfermedad (Cowger y Arellano, 2010). Las infecciones tempranas, aquellas que se dan al inicio
de la floracién, generalmente matan las flores y no hay desarrollo de los granos. En cambio, si la
infeccion se da en etapas posteriores, ocasiona la produccién de granos arrugados y de menor
tamafio que pueden contener micotoxinas. Si la misma ocurre en las etapas finales de llenado del
grano, se producen granos de tamafio y forma normales pero que pueden estar contaminados con

micotoxinas (Del Ponte et al., 2007).

Las practicas agricolas utilizadas también pueden influir en la ocurrencia de la enfermedad
(Scala et al, 2016). La presencia de residuos de cultivos infectados en la superficie del suelo es una
de las principales fuentes de in6culo, ya que cuando las condiciones ambientales son favorables,

permiten el desarrollo y maduracion de las esporas que infectan los cultivos, dando inicio a una nueva



infeccion (Figura 5). También la introduccion de genotipos susceptibles y la presencia de otras
gramineas propician el desarrollo de la enfermedad al incrementar significativamente la carga de
indculo en los sistemas de produccién (Vorholt, 2012; Leplat et al., 2012).

En nuestro pais, la intensificacion de la agricultura ha estado acompafiada por una menor
diversificacion en la secuencia de cultivos y la adopcion de sistemas de laboreo conservacionistas,
donde practicamente se realiza siembra directa y luego de la cosecha se dejan los residuos del
cultivo. Este hecho favorece la sobrevivencia de especies de Fusarium en los residuos, ya sea en
forma de micelio, clamidosporas y/o ascosporas, y por lo tanto la aparicion temprana de la
enfermedad. Sumado a lo anterior, la siembra de trigo sobre rastrojo de su propia especie potencia
la aparicion de nuevas formas de los hongos (patotipos) con mejor adaptacion a infectar ese cultivar
(Dill-Macky & Jones, 2000; Gale, 2003; Stewart et al., 2001; Pereyra y Diaz, 2009).

Por otro lado, el dafio por insectos y lesiones mecanicas también son factores que
contribuyen al desarrollo de la FE (Cinar & Onbasgli, 2019; Neme & Mohammed, 2017).

Ascosporas
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Figura 5. Ciclo de la Fusariosis de la espiga de trigo (Schmale Il & Bergstrom, 2003).

1.4 GENERO FUSARIUM

El género Fusarium comprende un amplio y diverso grupo de mas de 80 especies dentro
del phylum Ascomycota, con un alto grado de variacion morfolégica, fisiolégica y ecoldgica,
pudiendo crecer en diferentes sustratos como, suelo, partes aéreas y subterraneas de plantas,
desechos vegetales y otros sustratos organicos. Tienen una amplia distribucion geografica la cual
puede atribuirse a las caracteristicas anteriormente mencionadas y ademdas a los eficientes

mecanismos de dispersion que este género posee (Leslie & Summerell, 2006; Nelsonet al., 1994).



Las estructuras morfolégicas caracteristicas del género Fusarium son los conidios (esporas
asexuales), las células conidiogenas y las clamidosporas. Fusarium spp. puede presentar dos
tipos de conidios, los macroconidios que son esporas alargadas, fusiformes y arqueadas con tres o
mas septos transversales con una célula apical y una célula basal (podal) tipicas y bien
diferenciadas de las otras células (Figura 5). Estos conidios se forman a partir de fidlides
aisladas o agrupadas en estructuras de colores brillantes y mucilaginosas denominadas
esporodoquios. Algunas especies pueden producir microconidios unicelulares (o bicelulares)
que presentan diferentes formas: fusiformes, ovales, clavadas, entre otras (Figura 5). Son
formados a partir de mono o polifidllides y pueden permanecer en cadenas o en cabezuelas
(Nelson et al.; 1983; Seifert, 2001; Leslie & Summerell, 2006).
Por dltimo, algunas especies de Fusarium también pueden presentar clamidosporas, esporas
asexuales de resistencia que son producidas en respuesta a condiciones adversas parala
supervivencia del hongo. Son de forma redonda de doble pared gruesa, lisa o rugosa (Leslie

& Summerell, 2006). Estas pueden encontrarse solas, en pares, cadenas 0 grupos.

Dentro del género Fusarium existen especies que presentan formas con reproduccion
sexual conocida. Cuando esta presente, producen esporas sexuales denominadas ascosporas en

cuerpos fructiferos denominados peritecios.

Figura 5. Imagenes microscopicas (x100) de macroconidios deen (a) F. graminearum, (b) F. acuminatum, (c) F. avenaceum,
(d) Microconidios de F. poae (Kikot et. al., 2011).

1.5 FUSARIUM POAE

Fusarium poae es un patégeno que produce un micelio aéreo denso, de color blanco rojizo,
variando en intensidad dependiendo de la edad del cultivo. El color del reverso de la colonia puede
variar de blanco a amarillo a un rojo carmin o purpura (Figura 6). Es una especie estable en cultivo y
puede producir un aroma frutal caracteristico parecido al amil-acetato (Leslie & Summerell, 2006;
Kikot et al., 2011).
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Se caracteriza por producir abundantes microconidios de forma oval a piriforme (Figura 7),
de 5-10 um de longitud y 5-8 um de ancho aproximadamente. Los macroconidios se observan con
menorfrecuencia, tienen forma de hoz con una célula basal en forma de pie y pueden tener de 2 a 5
septos. Sus medidas son: 18-38 um de longitud y 3,5-7 um de ancho. Las clamidosporas se
disponen en grupos o cadenas y son poco frecuentes de observar, por o general se aprecian en
cultivos de edad avanzada. Esta especie no posee fase sexual conocida (Barreto et al., 2004; Leslie
& Summerell, 2006; Refai & Hassan, 2015).

Si bien F. poae ha sido considerado un patégeno débil para los cultivos de cereales
comparado con F. graminearum, en los ultimos afios ha aumentado su presencia en ciertas partes
de Europa como Inglaterra, Hungria, Polonia, Eslovakia, Escocia, Francia, Polonia y Gales,
siendoel principal causante de FE cuando las condiciones climaticas no son las adecuadas para el
crecimiento de F. graminearum (Covarelli et al.,, 2015a: Logrieco et al., 2002; Lukanowski &
Sadowski 2002; Rohéacik & Hudec 2005; Xu et al., 2005). Este aumento se debe a una mayor
adaptabilidad a condiciones frias y hiumedas donde otras especies de Fusarium se ven menos
favorecidas (Covarelli et al., 2012). En nuestro pais, si bien el principal agente causal de la FE es F.
graminearum, estudios realizados por Pereyra et al.,, 2003, 2006 y Garmendia et al., 2018 han
identificado otras especies como agentes causales de FE en granos de trigo y cebada, entre ellas F.
poae.

Otra caracteristica importante de esta especie es su capacidad de producir micotoxinas que

contaminan los granos de trigo afectando su inocuidad (Stenglein et al., 2009).

Figura 6. Colonia de F.poae en medio de cultivo PDA Figura 7. Microconidios y células conidiégenas de F. poae
(Summerell et al., 2003). (Malaissi, 2016).
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1.6 MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidos por
hongos filamentosos, principalmente pertenecientes a los géneros Aspergillus, Alternaria, Fusarium
y Penicillium (Rasmussen, et. al., 2010). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO), cada afio el 25% de los granos de cereales se encuentran

contaminados por micotoxinas (Sun et. al., 2020).

Se han identificado mas de 300 micotoxinas. La investigacion de las mismas se centra
principalmente en aquellas que se encuentran con mayor frecuencia contaminando los cultivos y que
han demostrado tener diversos efectos en la salud de los seres humanos y animales (Bryden, 2012;
Capriotti et al., 2012).

Los humanos y animales pueden estar expuestos a las micotoxinas via ingestion, contacto
con la piel o inhalacion, pudiendo provocar intoxicaciones agudas o crénicas denominadas
micotoxicosis (Paterson & Lima, 2010; Sweeney & Dobson, 1998). La ingestidn es la principal via de
intoxicacion y se puede producir directamente a través del consumo de alimentos contaminados (ej:
cereales), o indirectamente a través de la ingesta de productos de origen animal como leche, huevos
o0 carne que proceden de animales alimentados con dietas contaminadas, donde ocurre una
transferencia parcial de las micotoxinas a los animales (Capriotti et al., 2012).

Las micotoxicosis agudas ocurren cuando se ingieren alimentos con concentraciones
relativamente altas de micotoxinas, provocando la aparicibn de sintomas especificos como
hemorragias, necrosis, dafios neurologicos, hepaticos, gastrointestinales, renales y pulmonares que
pueden provocar la muerte (Steciow, 2011; Sweeney & Dobson, 1998). Mientras que las
micotoxicosis crénicas se producen por la ingesta prolongada en el tiempo de concentraciones bajas
de micotoxinas. Los sintomas asociados pueden no ser especificos y pueden confundirse con otras
enfermedades. Algunos ejemplos de los efectos toxicos cronicos son carcinogénesis, teratogénesis,
inmunosupresion y cuadros clinicos de neurotoxicidad, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad,

mielotoxicidad y toxicidad pulmonar y endocrina (Duniére et al., 2013; Hussein & Brasel, 2001).

Si bien el crecimiento del hongo toxigénico es esencial para la produccion de micotoxinas,
esto no implica necesariamente la produccion de las mismas, se requieren condiciones especificas
de temperatura, humedad, pH, oxigeno y composicion del sustrato (Thouvenot, 2002). Cabe
destacar que la infecciobn de los cultivos por parte del hongo y por ende la produccién de
micotoxinas puede ocurrir en cualquier etapa del proceso productivo, desde su desarrollo en el
campo, la cosecha, el transporte o durante el almacenamiento de los granos (Mallmann & Dilkin,
2011).

El tipo y la cantidad de micotoxinas producidas varia ademas segun la especie y la cepa

fungica y puede verse afectada por la interaccién entre microorganismos (Magan et al., 2002).



Las toxinas son resistentes a altas temperaturas, y a largos periodos de almacenamiento,
por lo que no se degradan totalmente durante el procesamiento de los alimentos. Pueden entonces
presentarse tanto en materias primas (granos), como en subproductos (harina, panificados, etc) o
en productos de origen animal (carne, leche, huevos) (Kosicki et al, 2016; Gilbert, 2000).

1.7 PRINCIPALES MICOTOXINAS PRODUCIDAS POR FUSARIUM POAE

Las especies de Fusarium producen principalmente tres clases de micotoxinas:
tricotecenos, zearalenona y fumonisinas, siendo F. poae un importante productor de tricotecenos
(Tan, 2010).

1.7.1 TRICOTECENOS

Los tricotecenos comprenden un grupo de metabolitos que contienen un grupo epoxi el cual
es responsable de su actividad téxica (Ehrlich & Daigle, 1987). Poseen bajo peso molecular y una
elevada termoestabilidad. La estructura comdn que comparten es tetraciclica, con un sistema de
anillo sesquiterpenoide (2,13-epoxytrichothec-9-eno). Segun sus grupos funcionales caracteristicos,
los tricotecenos generalmente se clasifican en dos tipos: Ay B (Li et al., 2011).

La biosintesis de los mismos se da a partir de la conversion de un precursor comdn para
todos, el farnesil pirofosfato. Este se convierte en tricodieno mediante la actividad de la tricodieno
sintasa (Figura 8) (McCormick et al., 2011).
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Figura 8. Ruta biosintética de tricotecenos y genes asociados (McCormick et al. 2011).
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Tabla 2. Estructura de tricotecenos de tipo a y b (Stenglein, 2009)

Tipo Tricoteceno Abbr. R1 R2 R3 R4 R5

A T-2 T-2 OH OAc OAc H OCOCH2CH(CH3)2
HT-2 HT-2 OH OH OAc H OCOCH2CH(CH3)2
Neosolaniol NEO OH OAc OAc H OH
Diacetoxyscirpenol DAS OH OAc OAc H H

B Deoxynivalenol DON OH H OH OH =0
Nivalenol NIV OH OH OH OH =0
3-Acetyldeoxynivalenol 3-ADON OAc H OH OH =0

Figura 9. Estructura basica de los tricotecenos (Malaissi, 2016).

La presencia o ausencia del grupo carbonilo en la posiciébn C-8 es la principal diferencia
estructural entre el tipo A y el tipo B. Mientras que los tricotecenos de tipo A (Figura 9) no tienen
grupo carbonilo en la posicién C-8, el tipo B si lo tiene (Tan, 2010).

Entre los del tipo A se encuentran la toxina T-2, HT-2, neosolaniol (NEO) y, diacetoxiscirpenol
(DAS). Mientras que deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), fusarenona-X (FUS) y sus derivados
comprenden los tricotecenos del tipo B (Li et al., 2011).

Son potentes inhibidores de la sintesis de proteinas en las células eucariotas (Proctor et al.,
1995; Marasas et al., 1984). Es asi que son toxicos para los seres humanos, otros mamiferos, aves,

peces, plantas, entre otros (Escriva, 2015).

Todos los tricotecenos, una vez ingeridos, son en general, rapida y parcialmente digeridos en
el intestino delgado por transporte pasivo via ruta paracelular, es decir a través del espacio
intercelular existente entre las células epiteliales. Desde ahi pasan al sistema circulatorio donde se

distribuyen rapidamente a varios 6rganos Yy tejidos del cuerpo debido a su bajo peso molecular y



naturaleza anfipatica (Agriopoulou et al., 2020; Singh & Mehta, 2020). Aunque los diferentes
tricotecenos difieren en su toxicidad, tienen caracteristicas comunes entre las que se encuentran: la
inhibicion de la sintesis de macromoléculas, en particular la sintesis de proteinas, la induccién de
apoptosis y/o necrosis, inmunosupresion y lesiones de érganos que a menudo estan relacionadas

con la peroxidacion de lipidos (Akbari et al., 2016).

1.7.2 TRICOTECENOS TIPO A

El mecanismo de toxicidad de los tricotecenos tipo A consiste en su interaccién con la unidad
ribosomal 60s, lo cual genera la separacion de la subunidad rRNA 28s, la inhibicién de los procesos
de elongacién y la activacion de proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs), provocando estrés
ribotéxico y dafos en el rRNA. Esto a su vez, provoca la inhibicién del proceso de traduccién y de la
sintesis de proteinas, generando asi, inhibicién de la sintesis de ADN y ARN y alteracion en la division
celular (Bin et al., 2011).

Los tricotecenos clasificados como tipo A (T2, HT2, DAS y NEO) son considerados los mas
toxicos dentro de los tricotecenos (Salas et al. 1999).

T-2y HT-2

La toxina T-2 y su forma desacetilada HT-2 (carente del grupo acetilo en C-4) (Figura 10),
actia, al igual que los demas tricotecenos, inhibiendo la sintesis de proteinas, y en altas
concentraciones la sintesis de ADN y ARN. Esta toxina es uno de los tricotecenos de mayor toxicidad
aguda en seres humanos y animales (Escriva et al., 2015). La misma es sintetizada principalmente
por F. poae y otras especies de Fusarium como F. sporotrichoides, F. langsethiae, F. equiseti y F.
acuminatum (Li et al., 2011; Wu et al., 2010). Se encuentra con frecuencia en cereales como avena,
cebada, trigo, maiz, arroz y sorgo (Xu et al., 2018).

Los efectos toxicos incluyen retraso del crecimiento, pérdida de peso, diarrea, hemorragia,
letargo, cambios patolégicos en higado y estbmago, disminucién de las células sanguineas, lesiones
necroticas en los sitios de contacto, efectos neurotéxicos en aves de corral y hasta la muerte.
También puede provocar inmunosupresion ya que reduce la respuesta proliferativa de linfocitos y
altera el proceso de maduracion de las células dendriticas (Marin et al., 2013; Rocha et. al, 2005).

La exposicion de animales y humanos a las toxinas HT-2 y T2 desencadena transformaciones
metabdlicas, que generalmente estdn bien caracterizadas para varias especies como

roedores, cerdos, pollos y ganado vacuno (Wu et al, 2013).



OH

Figura 10. Estructura molecular de las toxinas T-2 y HT-2 (Nathanail et. al., 2015).

Diacetoxyscirpenol (DAS)

Si bien no es uno de los tricotecenos con mayor toxicidad, es de importancia ya que
frecuentemente se produce junto a otros tricotecenos. Esta toxina es un derivado del escirpentriol, y
causa efectos como trastornos en el crecimiento, inmunotoxicidad, hematotoxicidad, trastornos
pulmonares y efectos cardiovasculares (Yang et al., 2015). Esta micotoxina, al igual que los demas
tricotecenos, puede inhibir la sintesis de proteinas y ADN, y puede inducir lesiones orales y
gastrointestinales, diarrea y reducir la ingesta de alimento en varias especies como cerdos, pollos,
conejos, perros, terneros, etc.(Wu et al., 2010). Se ha observado que las lesiones bucales causadas
por DAS en pollos son méas graves que las ocasionadas por T-2 (Bernhardt et al., 2016).

DAS es sintetizado principalmente por las especies F. poae y F. sporotrichioides (Omurtag,
2008). DAS exhibe menor toxicidad que T-2 y también podria transformarse a partir de T-2 en
animales (Sheng et al., 2018).

Neosolaniol (NEO)

Neosolaniol (NEO) es estructuralmente similar a DAS (Zhang et al., 2017). Los efectos
toxicos de esta micotoxina fueron inicialmente estudiados en animales por Lamprecht et al. 1989,
donde ocasioné la muerte de todas las aves testadas en tiempos medios de 7 dias 0 menos, segun
los diferentes niveles de NEO. En plantas, mostr6 efectos citotdxicos a altas concentraciones. Un
estudio mas reciente realizado por Xue et al. 2018, concluyé que NEO suprime la biosintesis de
proteinas al interferir en la transcripcion del ADN y la traduccion del ARN, alterando la division

celular y el correcto funcionamiento de la membrana celular y mitocondrias.



Sheng et al. (2018) evaluaron el potencial anoréxico de T-2, HT-2, DAS y NEO en ratones
y demostraron que todas estas toxinas indujeron respuestas anoréxicas después de la exposicion

oral e intraperitoneal.

1.7.3 TRICOTECENOS TIPO B

Dentro de los tricotecenos del tipo B se encuentran: DON y sus derivados acetilados 3-
acetil DON (3acDON) y 15-acetil DON (15acDON) y NIV, siendo DON y NIV los encontrados con
mayor frecuencia en los granos (Streit et al., 2013).

Los mismos actuan uniéndose a la subunidad 60S de los ribosomas como consecuencia
de la interacciébn con la enzima peptidil transferasa, activando asi rapidamente las proteinas
gquinasas, pudiendo ocasionar la inhibicion de la formacién de enlaces peptidicos y la supresion de
la biosintesis de ADN en eucariotas. Sumado a lo anterior, pueden inhibir la funcion mitocondrial y

reducir la multiplicacion celular (Khaneghah et al., 2018; Arunachalam & Doohan, 2013).

Nivalenol (NIV)

Es un potente inhibidor de la sintesis proteica y de la sintesis de ARN y ADN en
células de mamiferos, y puede causar necrosis de células especialmente de tejidos de
rapido crecimiento como células epiteliales, intestinales y o6rganos linfoides (Alassane-Kpembi
et al., 2014, Nagashima et al., 2006).

Con respecto a su toxicidad en animales, NIV es més toxico que el DON (Wu et al., 2012)
pero por lo general la contaminacion de cereales con NIV suele ser menos frecuente que con DON
(Lindblad et al., 2013; Fels-Klerx et al, 2012). Sin embargo, cuando esta toxina se presenta, lo
hace junto a otras micotoxinas entre las que se encuentran DON, DAS y T2 (Covarelli et al.,
2015a; Schollenberger et al., 2012).

NIV se ha identificado como el tricoteceno de tipo B que puede ser potencialmente producido por F,

poae, siendo considerada como la principal especie productora de NIV (Salas et al., 1999).

1.7.4 MICOTOXINAS EMERGENTES

Fusarium poae también es responsable de producir otro grupo de toxinas, las llamadas

micotoxinas emergentes de Fusarium, denominadas asi porque fueron descubiertas con



posterioridad a otras micotoxinas producidas por este género (Ramos, 2018). Dentro de este grupo,
F. poae es capaz de producir: eniatinas (ENNs), beauvericina (BEA), fusaproliferina (FUS) vy
moniliformina (MON) (EFSA, 2014; Jestoi et al., 2008; Thrane et al., 2004). En la actualidad
se dispone de poca informacion sobre la presencia de estas toxinas en alimentos y su toxicidad en
comparacion con las micotoxinas descritas anteriormente. Sin embargo, existe un creciente interés
debido a su posible impacto negativo en la salud humana y animal. Ademas son escasos los
estudios sobre los posibles efectos aditivos o sinérgicos que pueden presentar al interaccionar con
otras micotoxinas o entre ellas (Ferndndez Blanco et al., 2016; Santini et al.,, 2009). Segun
Richardson et al., 1989, la produccién de multiples micotoxinas por una misma cepa parece ser mas

frecuente que la produccion de una sola.

Eniantinas (ENNS)

Son sintetizadas por algunas especies de Fusarium, incluido F. poae (Supothina et al., 2004;
Thrane et al.,, 2004). Las mismas se han encontrado principalmente en avena, cebada, trigo,

centeno, maiz y piensos (Ramos, 2018).

En la literatura hay principalmente descritas 4 eniatinas, la eniatina A (ENN A), eniatina Al
(ENN Al), eniatina B (ENN B) y eniatina B1 (ENN B1), segun la naturaleza del residuo del acido N-
metilamino (Ilvanova et al., 2014). Sin embargo existen otros analogos que también han sido
identificados, como son las ENNs B2, B3, B4, D, E, Fy G (Mahnine et al., 2011).

In vitro se ha demostrado que presentan propiedades antibacterianas (contra Bacillus
subtilis, Mycobacterium spp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
bacterias del acido lactico) (Kabak et al., 2006), insecticidas, fitotoxicas y citotdxicas (Morrison
et al., 2002).Con respecto a la actividad citotéxica, ésta se ha probado en varios mamiferos y en
varios tipos de células cancerigenas a bajas concentraciones (Meca et al.,, 2010). Ademas, se
ha observado elefecto sinérgico de la combinacién de varias ENNS (Lu et al., 2013).

La ENN B puede aumentar la tasa de mutacion y producir efectos genotéxicos en
fibroblastos pulmonares de hamster chino (Féllmann et al., 2009). Cuando estas toxinas son
ingeridas en dosis grandes, se ha observado en vacas una fermentacion ruminal reducida
(Sotnichenko et al., 2019).

También se ha observado que las ENNS presentan propiedades antifungicas (frente a
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A. ochraceus, Beauveria bassiana, F. verticilloides,
F. sporotrichioides, F. tricinctum, F. poae, F. oxysporum, F. proliferatum, Penicilium expansum y
Trichoderma harzianum (Meca et al., 2010).

Dada su naturaleza lipofilica, estas toxinas pueden bioacumularse en los tejidos, por lo que
es necesario seguir estudiando su toxicocinética (Ramos, 2018). A pesar de lo anteriormente

mencionado, no existe ninguna regulacién para controlar la presencia de ENN en los alimentos.



2. HIPOTESIS

Las cepas de F. poae aisladas de granos de trigo son productoras de micotoxinas.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil toxicogénico de cepas de F. poae aisladas de granos de trigo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar molecularmente las cepas de F. poae aisladas de granos de trigo.

- Determinar la capacidad de produccién de tricotecenos de tipo A (DAS, T-2, HT-2, NEO) y
tipo B (NIV) de las cepas de F. poae identificadas.

- Conocer el potencial genético de produccién de ENNs que presentan los aislamientos de F.

poae.

4. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 22 cepas identificadas morfolégicamente como F. poae obtenidas a partir de
granos de trigo provenientes de distintos sitios del Uruguay depositadas en la coleccién de hongos

de la Seccién Micologia (Tabla 3). Los cultivos se mantienen en glicerol al 10% a -80°C.

Tabla 3. Procedencia de las diferentes cepas de F. poae.

CEPA Procedencia
Fp1 Rio Negro
Fp 2 Rio Negro
Fp 3 Colonia
Fp4 Colonia
Fp5 Colonia
Fp 6 Colonia
Fp 7 Colonia
Fp 8 Colonia
Fp9 Colonia
Fp 10 Colonia
Fp 11 Colonia
Fp 12 Colonia
Fp 13 Colonia
Fp 14 Colonia
Fp 15 Colonia
Fp 16 Paysandu
Fp 17 Paysandu
Fp 18 Paysandu
Fp 19 Soriano
Fp 20 Soriano
Fp 21 Soriano
Fp 22 San José




4.1 CULTIVOS MONOSPORICOS

Para ello se sembré una suspension de conidios en agua/tween 20 al 0,1% en placas de Petri
conteniendo medio Agar Agua 2% (AA: agar 20 g, 1000 ml agua destilada) y se incub6 durante 24
hsa 25°C en oscuridad para permitir la germinacion de los conidios. Luego, bajo microscopio
estereoscopico (10X) y con ayuda de una aguja histolégica estéril, se realiz6 la transferencia de un
conidio germinado a placas de Petri conteniendo medio Agar Papa Dextrosa (APD: filtrado de 250 g
de papas, dextrosa 20 g, agar 20 g, 1000 ml agua destilada) y se incubé a 25°C en estufa con
fotoperiodo de luz-oscuridad de 12 hs durante 7 dias. Los cultivos puros obtenidos fueron

conservados en glicerol al 10% a -80 °C e incorporados a la coleccién de la Seccion Micologia.

4.2 IDENTIFICACION MOLECULAR DE F. POAE

4.2.1 Extraccion de ADN

Los cultivos monospéricos de F. poae se inocularon en Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50
ml de medio liquido YEPD (extracto de levadura 10 g, peptona 20 g, dextrosa 20 g y agua destilada
1000 ml) y se incubaron durante 48 horas a 25°C en agitacion a 150 rpm. Transcurrido el tiempo de
incubacién los micelios crecidos se filtraron a través de papel Whatman N° 1 mediante embudo
Bichner y se dejaron secar en papel estéril bajo campana. Luego, los micelios secos se molieron
con nitrégeno liquido y se realizdé la extraccion del ADN gendmico siguiendo la metodologia
propuesta por Leslie & Summerell (2006) con algunas modificaciones. Se colocdé en un tubo
Eppendorf 1/3 de micelio pulverizado y se adicionaron 1000 pl de CTAB 10X (CTAB 10% [m/vol],
Tris HCI pH 8, 100 mM, NaCl 1,4 M, EDTA 20 Mm, B-mercaptoetanol 0,2% [vol/vol]) y 1 pl de B-
mercaptoetanol y se llevd a incubacion en bafio seco a 60°C durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo se adicionaron 600 pl de solucion de cloroformo-isoamilico (12:1) y se centrifugdé a 12000
rom durante 5 minutos. Posteriormente la fase superior fue recuperada y se precipit6 el ADN
mediante el agregado de 500 pl de isopropanol y 10% de acetato de sodio 3M. Luego se centrifugéa
12000 rpm por 10 minutos, se removid el sobrenadante, se lavo el pellet de ADN con 200 ul de
etanol 70% y se centrifugd nuevamente a 12000 rpm durante 5 minutos. Finalmente el pellet se
secoO en termocupla a 45°C durante 30 minutos y se resuspendié en 100 pl de agua MiliQ libre de
ADNsa y se adicion6 1 pl de RNAsa dejandose a 37°C durante 1 h. La calidad del ADN se visualiz6
en geles de agarosa 1% conteniendo el colorante GoodView TM y la concentracion y pureza
(relacion 260/280 nm) se determind por espectrofotometria en NanoDrop Lite, Thermo Scientific®,
EEUU.



4.2.2 PCR especifica para F. poae

Para la identificacion molecular de los aislamientos se realiz6 una PCR con los cebadores
especificos Fp82F 5'-CAAGCAAACAGGCTCTTCACC-3 y Fp82R 5'-
TGTTCCACCTCAGTGACAGGTT-3 segun Dinolfo et al., 2010. Estos cebadores dan un producto
de amplificacion para F. poae de 220 pb. Para la reaccién de amplificacion se utilizaron 20 ng de
ADN fungico, 5 yl de Buffer 10x, 5 yl de MgCI2 (25 mM), 1,5 ul de cada cebador (10 uM), 4 i
dedNTP (2,5 uM) y 0,25 ul de Taq polimerasa Thermo Scientific® (5 U/ul) en un volumen final de
50 ul. La amplificacion consisti6 en un paso de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos
seguida por 25 ciclos de 95°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos, y
uno de extensién final de 5 minutos a 72°C. La amplificacion se realiz6 en un termociclador
MultiGene Optimax, Labnet international Inc., EEUU. Los productos de amplificacién se visualizaron
bajo luz UV luego de una electroforesis en gel de agarosa (1%), conteniendo el colorante
GoodView TM. El tamafio de los amplicones se estimd por comparacion con un marcador de peso

molecular de 1000 pb Thermo Scientific, Invitrogen C.O., U.S.A.

4.3 PERFIL TOXICOGENICO

Para la determinacion del perfil toxicogénico se usaron bolsas conteniendo 50 g de arroz y
20 ml de agua destilada, previamente esterilizadas en autoclave, las cuales se inocularon con 3
discos de agar de 1cm de didmetro conteniendo micelio provenientes de cada cultivo monospérico
de F. poae. Las bolsas se incubaron a 25 °C en oscuridad durante 15 dias 'y 7 dias a 15 °C.

Para la extraccion de NIV (tipo B) se utilizo la metodologia de Alvarez et al., 2009. Se
tomaron 15 g del arroz inoculado molido, se le agregaron 40 ml de acetonitrilo-metanol (14:1) y se
homogeneizaron en agitador mecanico a 150 rpm durante 2 horas a temperatura ambiente. Esta
solucion se filtré a través de papel de filtro Whatman N°1 y 2 ml del filtrado se pasaron por una
columna de limpieza alimina-carbén activado (20:1). Se tomaron 2 ml, se dejaron evaporar hasta
sequedad y se resuspendid en 300 pl de tolueno-acetonitrilo (90:10). Para detectar la
presencia de estos tricotecenos se procedié a realizar una cromatografia en capa fina (TLC)
utilizando placas de silica gel Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Germany. Se sembraron 10 ul de
cada extracto a analizar y 10 ul de una solucion de 100 mg/ul del estandar de NIV (Trilogy®
Analytical Laboratory, Missouri, United States). La fase movil utilizada fue cloroformo:acetona:2-
propanol (8:1:1). El revelado se realizé rociando las placas con cloruro de aluminio al 20% en
etanol: agua (1:1) a 121°C durante 7 minutos para observarse luego bajo luz UV.

Para determinar la capacidad de produccion de los tricotecenos T-2, HT-2, DAS y NEO
(tipo A), se siguid la metodologia descrita por Molto et al., 1997. Para ello, a 15 g del arroz
inoculadocon F. poae se le adicionaron 50 ml de acetonitrilo: agua (42:8) y se agitaron a 150

rpm durante 48 horas a temperatura ambiente. El producto resultante se filtr6 a través de papel de



Whatman N°1 y se tomaron 2 ml que luego se pasaron a través de una columna de limpieza. Las
columnas se elaboraron utilizando jeringas de 2.5ml, donde se colocé 1 cm de fibra de vidrio
compactada mecanicamente, 500 mg de alimina-carbén activado (20:1) y 2 mm adicionales de
fibra de vidrio. Una vez filtrado el extractose tomaron 2 ml y se dejaron evaporar hasta sequedad
para luego identificar la produccion de T-2, HT-2 mediante cromatografia en capa fina (TLC). El
residuo seco se disolvio en 100uL de tolueno- acetonitrilo (95+5) y se sembraron 10 YL de cada
extracto a analizar y 10 pl de una solucion de 100mg/ul del estandar de T-2, HT-2 y DAS (Trilogy®
Analytical Laboratory, Missouri, United States) enplacas de silica gel Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Germany. La placa se desarroll6 con cloroformo hasta 1cm del borde superior y se dejo6 secar al
aire (en este paso no hay desplazamiento de los analitos pero se eluyen interferencias mejorando la
sensibilidad del procedimiento). Luego se desarrollé la placa con tolueno-acetato de etilo-acido
férmico (5:4:1)hasta 1cm del borde superior y se dejé secar al aire. El revelado de los tricotecenos
producidos se realizé rociando las placas con cloruro de aluminio al 20% en etanol: agua (1:1) a

121°C durante 7 minutos para observarse luego bajo luz UV.

4.4 POTENCIAL GENETICO DE PRODUCCION DE ENNS

Para determinar el potencial genético de las cepas de producir ENNs se amplifico la region
del gen esynl, codificante de la enzima multifuncional enniantina sintasa para F. poae, mediante los
cebadores: esyspl GGCCTTGAGCCATCCAGATC y esysp2 CTCGTTGGTAGCCTGCGATCG,
segun la metodologia propuesta por Kulik et al., 2007. Estos cebadores dan un producto de
amplificacién para las cepas de F. poae potencialmente productoras de ENNs de 273 pb. Como
control negativo se utilizé la cepa F. sporotrichioides (F95). Para la reaccién de amplificacion se
utilizaron 20 ng de ADN fangico, 5 yl de Buffer 10x, 5 pl de MgCI2 (25 mM), 1,5 pl de cada cebador
(0 uM), 4 pl de dNTP (2,5 uM) y 0,25 pl de Taq polimerasa Thermo Scientific® (5 U/ul) en un
volumen final de 50 pl. La amplificacién consistid en un paso de desnaturalizacion a 94°C durante
5 minutos seguida por 20 ciclos de 92°C por 10 segundos, 65°C por 30 segundos, 72°C por 55
segundos y una extension final de 3 minutos a 72°C. La amplificacion se realizO en un
termociclador MultiGene Optimax, Labnet international Inc., EEUU. Los productos de amplificacion
se visualizaron bajo luz UV en gel de agarosa (1%) conteniendo el colorante GoodView TM, y su
tamafio fue estimado por comparacién con un marcador de peso molecular de 1000 pb Thermo
Scientific, Invitrogen C.O., U.S.A.



5. RESULTADOS

5.1 Identificacién molecular

Todas las cepas (n=22) amplificaron una sola banda de 220 pb lo que permitié identificarlas

como F. poae.

Figura 12. Productos de amplificacion obtenidos en la PCR especifica para las cepas de F. poae. Lineas 1y 7: escalera de tamafio de
1000 pb; Linea 2-6 y 8-14: cepas de F. poae (220 pb).

5.2 Perfil Toxicogénico

La produccién de tricotecenos por parte de las 22 cepas de F. poae se especifica en la tabla
4. EI 50% (n=11) de las cepas fueron capaces de producir al menos una toxina, mientras que el otro
50% (n=11) fueron no toxicogénicas (tabla 3). Dentro de las cepas productoras, T2 fue la micotoxina
con mayor numero de cepas productoras (n=7), seguida por HT-2 y DAS (n=4 cada una). Ninguna
de las cepas produjo cantidades detectables de NIV.

Tabla 4. Produccién de T-2, HT-2, DAS, NEO y NIV por las diferentes cepas de F. poae. (-): no detectada y (+): detectada.
CEPA NEO HT-2 DAS T-2 NIV
Fp1l + + + - -
Fp 2 - - - + -
Fp3 - - - - -
Fp 4 - - - - -
Fp5 - -
Fp 6 - +
Fp 7 + - - - -
Fp 8 - - - - -
Fp9 - - - - -
Fp 10 - - - - -
Fp 11 - - -
Fp 12 -
Fp 13 -
Fp 14 - - -
Fp 15 - - + - -
Fp 16 - - - + -
Fp 17 - - - - -
Fp 18 - - - - -
Fp 19 - - - - -
Fp 20 - - - - -
Fp 21 - - - - -
Fp 22 - - - - -




Tabla 5. Perfil toxicogénico de las cepas estudiadas

Productoras de Productoras de Productoras de No productoras de
micotoxinas una sola mas de una micotoxinas
micotoxina micotoxina
Numero de cepas 11 7 4 11
Porcentaje de cepas 50 32 18 50

5.3 Potencial genético de produccién de ENNs

Todas las cepas analizadas presentaron el gen esynl, codificante de la enzima

enniantina sintasa lo cual indica que son potencialmente productoras de eniantinas (Figura 12).

273 pb

Figura 12. Productos de PCR para la determinacién del genotipo de ENNs. Linea 1: marcador de peso molecular de 1000 pb, Lineas 2 y
3 producto de amplificacion del gen esynl por dos cepas de F. poae (273 pb).

6. DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos se pudo determinar que todas las cepas analizadas fueron
identificadas molecularmente como F. poae. No se evidencio la presencia de F. langsethiae, F.
sporotrichioides y F. kyushuense, especies morfolégicamente similares a F. poae. Este hecho
resalta la creciente relevancia de F. poae en los cultivos de trigo de nuestro pais y resulta de gran
importancia para la inocuidad del grano considerando que F. langsethiae y F. sporotrichioides
presentan una mayor capacidad de producir T-2 y HT-2 que F. poae (Nazari et al., 2014).
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Fusarium poae es una especie capaz de producir tricotecenos de tipo A y tipo B, eniatinas,
beauvericina y moniliformina (Dinolfo & Stenglein, 2014; Desjardins 2006). En este trabajo T2 fue la
toxina producida por un porcentaje mayor de las cepas analizadas (31,8%) seguida por HT-2
(18,2%), DAS (18,2%) y NEO (9,1%), ninguna cepa produjo cantidades detectables de NIV. Las
micotoxinas T-2, HT-2, NEO y DAS pertenecientes al tipo A, poseen una mayor toxicidad aguda que
las del tipo B, grupo al que pertenece NIV (Stenglein, 2009). Esto resalta alin mas el potencial riesgo

para la salud humana y animal que representa la contaminacién de los granos de trigo con F. poae.

En cuanto a la capacidad de F. poae de producir T2, los resultados han mostrado ser
variables. Mientras que algunos autores han reportado su produccion (Bocarov-Stancic et al., 2007;
Jestoi et al., 2008; Thrane et al., 2004; Vogelgsang et al., 2008; Yli-Mattila et al., 2011; Wenhe et al.,
2019) otros autores han indicado la ausencia de cepas de F. poae capaces de producir estas
toxinas y sefialado que la principal toxina producida es NIV (Liu et al. 1998; Somma et al., 2010;
Sugiura et al., 1993; Tini et al., 2021). En este sentido varios trabajos han indicado que F. poae
exhibe una alta variabilidad en su capacidad de producir tricotecenos tanto del tipo A como del
tipo B, en particular de NIV y T2, dependiendo no sélo de la cepa sino del sustrato. Vogelgsang
et al.,, 2008 determinaron que cepas de F. poae producian mayores niveles de NIV cuando se
utiizaba como sustrato granos de maiz, trigo o avena en comparacion al arroz, sustrato
utilizado en el presente trabajo donde no se detecté la produccibn de NIV por las cepas
estudiadas. A partir de estos resultados resulta necesario estudiar la produccion de NIV en granos
de trigo para determinar si las cepas tienen la capacidad de producir esta toxina.

Respecto a la produccién de otros tricotecenos del tipo A, el 18,2% de las cepas fueron
productoras de HT-2 y DAS y el 9,1% de NEO. Estos resultados son similares a los encontrados en
varios paises de Europa como ltalia, Rusia, Ucrania, Alemania, Suiza y Polonia, en Japén y Estados
Unidos (Chelkowski et al., 1994; Somma et al., 2010; Sugiura et al.,, 1993; Thrane et al., 2004,
Vogelgsang et al., 2008).

Nuestro trabajo confirma la capacidad de las cepas de F. poae de producir T2, HT2, DAS y
NEO. Sumado a esto, las cepas mostraron también tener la capacidad genética de producir otro tipo
de micotoxinas como lo son las ENNs. La capacidad de F. poae de producir ENNs ha sido
ampliamente demostrada también por autores de otras partes del mundo como Chelkowski et al.,
2007; Covarelli et al., 2015b; Dinolfo et al., 2014; Jestoi et al., 2008; Thrane et al., 2004; Tini et al.,
2021; Vogelgsang et al. 2008. La produccion simultanea de varias micotoxinas por las mismas cepas
demuestra la existencia de un alto riesgo toxicogénico en el trigo asociado a la presencia de F. poae.
Esto es importante considerando que en nuestro pais solo existe reglamentacion en cuanto a los
niveles maximos permitidos de DON en trigo.

Dado que las cepas de F. poae pueden tener un perfil de micotoxinas diferente, es importante
el estudio de cepas de esta especie provenientes de diferentes areas geogréficas y diferentes
huéspedes. Sumado a esto, en Uruguay la incidencia de F. poae no se ha investigado en
profundidad y no se dispone de informacion sobre su diversidad toxicologica y genética. Es asi que

se evidencia la necesidad de realizar mas estudios que permitan generar informacién para



determinar el impacto en los cultivos de trigo, caracterizar con precision el potencial de produccion
de micotoxinas de las cepas presentes en nuestro pais y utilizar esta informacién para poder

desarrollar estrategias que puedan mitigar su presencia.

7. CONCLUSIONES

Todas las cepas estudiadas fueron identificadas como F. poae.
El 50% de las cepas de F. poae estudiadas fueron productoras de al menos un tipo de
tricoteceno y el 100% potencialmente productoras de enniantinas.

La alta y diversa capacidad toxicogénica que presentan las cepas de F. poae constituyen
un riesgo para el consumo de trigo y expresan la necesidad de realizar un monitoreo de estas
toxinas en los granos.

Los resultados del presente trabajo aportan los primeros datos sobre la capacidad de
produccion de eniantinas por cepas de F. poae aisladas de trigo en Uruguay.
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