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Resumen

En Uruguay, el trigo es el principal cultivo de invierno, representando entre un 50 y
un 60% de la superficie cerealera del pais. La Fusariosis de la Espiga (FE) es una de
las principales limitaciones en la produccion de trigo. Esta enfermedad es
principalmente atribuida a hongos pertenecientes al complejo de especies de Fusarium
graminearum (CEFG), las cuales tienen la capacidad genética de producir micotoxinas,

compuestos con actividad toxica tanto para humanos como animales.

Dentro de las micotoxinas producidas por Fusarium, las de principal interés en estos
cultivos son los tricotecenos tipo B, deoxinivalenol (DON), 3-acetildeoxinivalenol
(BADON), 15-acetildeoxinivalenol (15ADON), nivalenol (NIV) y la zearalenona (ZEA).
La presencia de estos contaminantes en alimentos y piensos constituyen un peligro a
la salud publica, siendo uno de los contaminantes de mayor prevalencia en la cadena

alimenticia.

En el marco del Proyecto Innovagro Inocuidad FSA | 2017 1 139442 se estudio
la FE en varios aspectos, dentro de los cuales se encuentra la evaluacion de contenido
de micotoxinas en muestras de granos de trigo. En ese marco se origino este trabajo

de tesis, en el cual se propuso el desarrollo y validacion de un método analitico,



empleando HPLC-MS/MS, para la determinacion del perfil de micotoxinas en granos de
trigo. El método validado fue empleado en la caracterizacion de micotoxinas de dos

grupos de muestras.

El primer grupo corresponde a 71 muestras de granos de trigo, de diferentes
cultivares, colectados durante la zafra de 2018, provenientes de campos de siete

localidades diferentes del area productora del Uruguay.

El segundo corresponde a granos de trigo derivados de ensayos dirigidos,
realizados en el Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA) La Estanzuela,
en los aflos 2018 y 2019. Dichos experimentos consistieron en la evaluacion de distintas
formas de manejo de la enfermedad, tales como resistencia del cultivar de trigo a FE,
eficiencia del control de fungicidas seleccionado y momento de aplicacion de los
mismos. El ensayo fue realizado en 3 temporadas, una de baja enfermedad en 2018
(n= 31 muestras), una de alta enfermedad en primera etapa del afio 2019 (n= 56), y

una enfermedad intermedia en la segunda etapa de 2019 (n= 28).

Se desarrollaron dos metodologias, la primera (método 1) basada en la propuesta
de Sulyok, Malachova y colaboradores. La segunda metodologia (método 2), se
desarroll6 en colaboracion con el Departamento de Quimica del Litoral (DQL), Cenur
Litoral Norte en Paysandu, previamente evaluada para el andlisis de fungicidas, ZEA y
DON. Se extendié el alcance del método para los otros 3 compuestos de interés,

realizando la optimizacion y validacion de la metodologia.

Como resultado, se desarrollo y validé una metodologia analitica (método 2) para
la determinacion de las micotoxinas DON, 3ADON, 15ADON, NIV y ZEA. Los resultados
de la validacién fueron adecuados segun los requerimientos sugeridos por las guias de
validacion de la Direccion General de Salud y Seguridad Alimentaria, DG SANTE,

permitiendo emplearlo en el analisis de muestras de campo.

Del total de las 71 muestras de campo obtenidas de la zafra de 2018, se detectaron
micotoxinas en 47 de ellas, siendo DON la micotoxina mas prevalente, encontrdndose
en 46 de ellas, en un rango de concentracion entre 102 y 10507 ug/kg. En 9 muestras
se cuantificd NIV entre 31 y 66 pg/kg, mientras que ZEA se logré determinar en 6
muestras entre 104 a 5193 pg/kg. Se detectd 3ADON en una muestra, con una
concentracion de 67 pg/kg, no encontrandose 15ADON en ninguna de las muestras
evaluadas. Se observé ademas la co-deteccion de micotoxinas; en donde 7 presentaron



DON y NIV, 4 DON y ZEA, una muestra presenté DON, NIV y ZEA, y otra DON, ZEA,
y SADON.

Los cultivares susceptibles a FE demostraron un mayor nimero de muestras con
micotoxinas, con concentraciones elevadas de DON, asi como de ZEA. Los cultivares
con moderada resistencia, tienen concentraciones en general menores. Una prueba
ANOVA determiné que existen diferencias significativas entre los cultivares de trigo con

respecto al contenido de DON.

Los resultados obtenidos para estas muestras permitieron realizar un relevamiento
del perfil de micotoxinas presentes en la zafra 2018, que fue relacionado con la

identificacién de los hongos presentes en las mismas.

Por otro lado, se empleo el método desarrollado en ensayos dirigidos realizados en
INIA que permitieron evaluar tres variables de estrategias de manejo de la FE en cuanto
a su efecto en la produccion de micotoxinas.

Se evaluaron un total de 84 muestras del 2019, correspondientes al periodo de alta
enfermedad (temporada 1) y enfermedad intermedia (temporada 2), detectandose en

ambos grupos de muestras las cinco micotoxinas.

En las muestras de la temporada 1 se obtuvo un porcentaje de contaminacion de
100% para DON, 64% para 3ADON, 84% para 15ADON, 32% para NIV y 25% para
ZEA. La mayor prevalencia de co-deteccion, fue observada para el DON y sus variables
acetiladas 3ADON y 15ADON, que estuvieron presentes en un 36% de las muestras
sin presencia de las otras micotoxinas evaluadas. En cuanto a las muestras obtenidas
en la temporada 2, el porcentaje de contaminacion fue de 100% para DON, 28% para
3ADON, 89% para 15ADON, 43% para NIV y 4% para ZEA. Se observdé mayor co-
deteccion, un 39%, para la combinacion DON y 15ADON.

Los niveles mas altos de contaminacion con micotoxinas fueron observados en la
temporada 1, de mayor enfermedad. En este caso, los niveles de DON estuvieron por
encima de 1000 ug/kg, el valor limite maximo segun Decreto N°155/006 del Reglamento
Bromatolégico Nacional. Un 18% de las muestras presentaron ZEA, a concentraciones
mayores que 200 pg/kg, el limite para esta micotoxina en maiz segun el decreto

previamente mencionado.

En la temporada 2, caracterizada como de enfermedad intermedia, un 86% de las

muestras presentaron concentraciones de DON por encima del limite maximo



establecido en nuestro pais. Los niveles del resto de las micotoxinas fueron menores

para esta temporada, en particular para ZEA, donde se detecté en una Unica muestra.

Los resultados obtenidos fueron valorados en el contexto de los ensayos
realizados, donde se evalué la relacion entre el contenido de micotoxinas y diferentes
cultivares de trigo, la influencia de la aplicacion a campo de dos mezclas de fungicidas
(PROSARO y SWING PLUS) y el efecto del momento de aplicacién de estos (Z61, Z65
y Z71, segun escala de Zadoks).

La informacién derivada de los resultados obtenidos nos permite conocer el perfil

micotoxigénico asociado a las especies de hongo causales de la FE en nuestro pais.

Vil
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Abstract

In Uruguay, wheat is the main winter crop, representing between 50 and 60% of the
country's cereal area. Fusarium Head Blight (FHB) is one of the main limitations in wheat
production. This disease is mainly attributed to fungi belonging to the Fusarium
graminearum species complex (FGSC), which have the genetic capacity to produce

mycotoxins, compounds with toxic activity for both humans and animals.

Among the mycotoxins produced by Fusarium, those of main interest in these crops
are type B trichothecenes, deoxynivalenol (DON), 3-acetyldeoxynivalenol (3ADON), 15-
acetyldeoxynivalenol (15ADON), nivalenol (NIV), and zearalenone (ZEA). The presence of
these contaminants in food and feed constitutes a danger to public health, being one of the

most prevalent contaminants in the food chain.

Within the framework of the Innovagro Safety Project FSA | 2017 1 139442, the
FHB study in several aspects was proposed, among which is the evaluation of mycotoxin
content in wheat grain samples. On this basis, this thesis work was originated, proposing
the development and validation of an analytical method, using HPLC-MS/MS, for the

determination of the mycotoxins in wheat grain. The validated method was used in the

viii

mycotoxin characterization of two groups of samples.



The first group corresponds to 71 samples of wheat grains of different cultivars,
collected during the 2018 harvest, coming from fields in seven different locations in the

producing area of Uruguay.

The second corresponds to wheat grains derived from directed trials, carried out at
the National Institute of Agricultural Research (INIA) La Estanzuela, in the years 2018 and
2019. These experiments consisted of the evaluation of different forms of disease
management, such as resistance of the wheat cultivar to FHB, efficiency of fungicide
control selected and time of their application. The trial was carried out in 3 periods, one of
low disease in 2018 (n= 31 samples), one of high disease in the first stage of 2019 (n= 56),

and an intermediate disease in the second stage of 2019 (n= 28).

Two methodologies were developed, the first (method 1) based on the proposal of
Sulyok, Malachova and collaborators. The second methodology (method 2) was developed
in collaboration with the Department of Coastal Chemistry (DQL), Cenur Litoral Norte in
Paysandu, previously evaluated for the analysis of fungicides, ZEA and DON. The scope
of the method was extended to the other 3 compounds of interest, performing the

optimization and validation of the methodology.

As a result, an analytical methodology (method 2) was developed and validated for
the determination of the mycotoxins DON, 3ADON, 15ADON, NIV and ZEA. The validation
results were adequate according to the requirements suggested by the validation guides
of the General Directorate of Health and Food Safety, DG SANTE, allowing it to be used
in the analysis of field samples.

Of the total of 71 field samples obtained from the 2018 harvest, 47 were positive for
mycotoxins, with DON being the most prevalent mycotoxin, found in 46 of them, in a
concentration range between 102 and 10507 pg/kg. In 9 samples, NIV was quantified
between 31 and 66 ug/kg, while ZEA was determined in 6 samples between 104 and 5193
Mg/kg. BADON was detected in one sample, with a concentration of 67 pg/kg, and 15ADON
was not found in any of the samples evaluated. The co-occurrence of mycotoxins was also
observed; where 7 presented DON and NIV, 4 DON and ZEA, one sample presented DON,
NIV and ZEA, and another DON, ZEA, and 3ADON.

Cultivars susceptible to FHB demonstrated a larger number of positive samples,
with higher concentrations of DON, as well as ZEA. Cultivars with moderate resistance
have generally lower concentrations. An ANOVA test determined that there are significant

differences between wheat cultivars with respect to DON content.



The results obtained from these samples allowed us to carry out a survey of the
mycotoxin profile present in the 2018 harvest, which was related to the identification of the

fungi present in them.

On the other hand, the analytical method was used in directed trials performed at
INIA that allowed the evaluation of three variables of FHB management strategies in terms

of their effect on mycotoxin production.

A total of 84 samples from 2019 were evaluated, corresponding to the period of high
disease (season 1) and intermediate disease (season 2), with the five mycotoxins being

detected in both groups of samples.

In the samples from season 1, a contamination percentage of 100% was obtained
for DON, 64% for 3ADON, 84% for 15ADON, 32% for NIV and 25% for ZEA. The highest
prevalence of co-occurrence was observed for DON and its acetylated variables 3ADON
and 15ADON, which were present in 36% of the samples without the presence of the other
mycotoxins evaluated. Regarding the samples obtained in season 2, the contamination
percentage was 100% for DON, 28% for 3ADON, 89% for 15ADON, 43% for NIV and 4%
for ZEA. Greater co-occurrence, 39%, was observed for the combination DON and
15ADON.

As expected, the highest levels of mycotoxin contamination were observed in
season 1, with greater disease. In this case, the DON levels were above 1000 ug/kg, the
maximum limit value according to Decree No. 155/006 of the National Food Regulations.
An 18% of the samples presented ZEA at elevated concentration.

In season 2, characterized as intermediate disease, 86% of the samples presented
DON concentrations above the maximum limit established in our country. The levels of the
rest of the mycotoxins were lower for this time, particularly for ZEA, where it was detected

in a single sample.

The results obtained were evaluated in the context of the tests carried out, where
the relationship between the mycotoxin content and different wheat cultivars, the influence
of the field application of two mixtures of fungicides (PROSARO and SWING PLUS) and
the effect of the moment of their application (Z61, Z65 and Z71, according to Zadoks scale)

was assessed.

The information derived from these results allows us to know the mycotoxigenic

profile associated with the fungal species that cause FHB in our country.
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1. INTRODUCCION

1.1 Fusariosis de la espiga

El trigo (Triticum spp) es uno de los cereales mas importantes en el mundo, con
una producciéon anual de alrededor de 800 millones de toneladas por afio . Esta
produccion puede verse reducida significativamente por varias enfermedades fungicas,
entre ellas, la Fusariosis de la Espiga (FE) o por sus siglas en inglés Fusarium Head
Blight (FHB). Con una distribucion global, la FE es de las enfermedades mas dafiinas,

comprometiendo tanto el rendimiento como la calidad del cultivo 2.

Esta enfermedad es principalmente atribuida a especies pertenecientes al complejo
de especies de Fusarium graminearum (CEFG), conocido también por sus siglas en
inglés FGSC (Fusarium graminearum species complex), agrupando al menos 16

especies reconocidas 3.

Son un complejo dinamico de especies morfolégicamente relacionadas que se
encuentran en todas las regiones productoras de cereales del mundo. Dentro del
CEFG, especies como F. graminearum y F. asiaticum, son considerados los principales

patégenos asociados a FE 4°,

Otras especies relacionadas a como F. poae, F. avenaceum y otros miembros del
complejo de especies de F. tricinctum (CEFT), también se asocian comunmente a esta

enfermedad, contribuyendo a las epidemias de FE en regiones templadas 4°.

Las especies fungicas muestran distintos niveles de preferencia de cultivo
hospedante, por ejemplo, F. asiaticum con arroz, F. bootii y F. meridionale en maiz,

mientras que F. graminearum se encuentra en trigo, cebada y maiz °.

Estos microorganismos, tienen la capacidad genética de producir cientos de
metabolitos secundarios estructuralmente diversos, dentro de los cuales se encuentran
toxinas que pueden actuar como factores de virulencia en el desarrollo de la
enfermedad en la planta. Estas toxinas, a las cuales se denomina micotoxinas, son

compuestos con actividad téxica tanto para humanos como animales ©.

La especie causal de FE puede variar segun la region geografica, presentando
diversos perfiles micotoxigénicos. La especie con mayor incidencia global es Fusarium
graminearum. Esta es considerada la mas agresiva, mientras que especies como F.

avenaceum, F. poae y F. acuminatum, son consideradas como patdégenos débiles 2.



Los patdgenos menos dominantes pueden ser importantes en regiones o aflos donde

el clima no es favorable para los brotes de FE por F. graminearum 4,

El éxito de Fusarium como patdgeno, y la acumulacion de micotoxinas asociada,
depende en gran medida de las interacciones con otros organismos y de las
condiciones ambientales ©. Varias especies causales de FE pueden coexistir en la
misma region, pudiendo interactuar entre ellas e influenciar el desarrollo de la
enfermedad y la produccién de micotoxinas 7. La principal preocupacion derivada de la
presencia de multiples especies toxigénicas se relaciona a un mayor namero de

micotoxinas que puede ser acumuladas en los granos #°.

1.1.1 Ciclo de la enfermedad

Durante el ciclo de la enfermedad de FE (Figura 1), pueden observarse dos fases,
una parasitica, en la cual el patégeno crece como biétrofo en los tejidos infectados, sin
perder estos su funcionalidad; y una fase saprofitica, donde el hongo se desarrolla
sobre los tejidos muertos. El pasaje de la fase parasitica a saprofitica en general esta
asociada a la acumulacién de toxinas liberadas por el hongo durante la infeccién. La
fase saprofitica continla hasta la generacion de esporas por el hongo, con el fin de

infectar nuevos tejidos e iniciar una nueva fase parasitica &.

El tipo de espora producido depende de la especie de Fusarium, pudiendo ser
conidios asexuales, asi como ascosporas sexuales. La distribucién de las especies
dentro del agroecosistema se ve influida por el tipo de espora generada, siendo un paso
critico para la colonizacion por el hongo de diversas partes de la planta. Las ascosporas
sexuales son liberadas por los peritecios, dando lugar a su diseminacién, mientras que

las esporas asexuales dependen del viento y de la lluvia para su dispersion .
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hitps://herbariofitopatologia agro.uba.ar/?page_id=222
Figura 1 - Ciclo de la enfermedad de FE.
Tomado y adaptado de Erlei Melo Reis
(https://herbariofitopatologia.agro.uba.ar/?page_id=222).

Las practicas agrondmicas como las rotaciones de cultivos, la cual implica plantar
de forma secuencial diferentes cultivos en la misma parcela de tierra, y el laboreo,
puedan afectar el microbioma del suelo ®7. Si bien es una técnica empleada con el
objetivo de mejorar el uso del suelo, mediante la optimizacion de los nutrientes
presentes, el mismo puede influenciar las enfermedades de los cultivos y con ello la

contaminacion por micotoxinas °.

Los residuos contaminados de cultivos previos son una fuente importante de
in6culo, ya que permiten la supervivencia saprofitica del hongo. El maiz es uno de los
cultivos previos con mayor riesgo de inéculo para FE, ya que es un buen huésped para

Fusarium y genera grandes cantidades de residuos "2,

El in6culo de Fusarium, ademas, puede ser introducido por semillas infectadas o

por deposicion de esporas de otras areas de cultivo, a kilbmetros de distancia 8.



En Uruguay se ha detectado produccion de conidios y ascosporas sobre rastrojos
infectados durante todo el afio, siendo las ascosporas el indculo primario de mayor

relevancia en esta enfermedad, diseminandose por el viento a chacras vecinas 8.

Las espiguillas de trigo constan de mudltiples partes como posibles sitios de
infeccion (Figura 2). Las anteras de trigo extruidas son consideradas los principales
sitios de infeccion, permitiendo el establecimiento de la infeccion por las hifas fungicas,
entrando a las flores individuales. Es por ello que la antesis o floracion es considerada
la etapa de crecimiento mas susceptible para infeccién del trigo por Fusarium 27. Otros
posibles sitios de infeccion en la espiguilla son la superficie adaxial de las glumas, la

lema o la palea 2.

Filamento

Gluma Esqemo de Estigma
una flor

Pedinculo Lodiculas

Esquema de una espicula

Figura 2 - Esquema de espiguilla de trigo especificando sus partes
Fuente:
http://www.euita.upv.es/varios/biologia/images/Figuras_tema_21/Commel%C3%ADni

das/Gramineas/Gramineas%206.jpg

La infeccion durante la antesis en general resulta en una falta de desarrollo del
grano. Infecciones posteriores a la antesis pueden dar lugar al desarrollo del hongo,
junto con la acumulacion de micotoxinas en los granos, con una expresion de sintomas
en el grano limitada. Esto podria tener como consecuencia, la produccion de semillas
viables, pero contaminadas, pudiendo constituir de esta forma una fuente de in6culo de
la enfermedad 2.

Los factores ambientales, son los mas importantes durante la infeccion,
especialmente la temperatura y la humedad, afectando tanto el crecimiento del hongo

como la produccion de micotoxinas. Su influencia sobre el ciclo vital de Fusarium y de



otros microorganismos presentes, repercute en las interacciones entre el huésped y el

patégeno &7°,

En Uruguay, para la prediccion de riesgo de contaminacion del cultivo con DON, se
desarrollaron mapas de riesgo para esta micotoxina. EI modelo, llamado DONCast,
permite predecir la cantidad de DON en trigo esperada en la cosecha, empleando datos
meteoroldgicos. Se evallan los datos provistos por el Instituto Uruguayo de
Meteorologia y las estaciones Agroclimaticas de INIA, durante un periodo de 18 dias
alrededor de la fecha de espigazén (7 previos y 10 posteriores). Como resultado se
presentan mapas diarios de niveles de DON en la cosecha para cada fecha de

espigazoén (Figura 3) 0,
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Figura 3 - Mapa de riesgo de contaminacién por DON para fecha de espigazon
estimada de 17 de setiembre de 2023. Fuente: DonCast?°.

1.1.2 Manejo de la enfermedad
Dentro de las estrategias empleadas para el manejo de la FE se encuentra el uso
de fungicidas. Esta es una herramienta de prevencién, que en general, no logra

controlar o prevenir de forma completa la presencia de infeccién y produccion de



micotoxinas. Esta estrategia de manejo esta limitada por las condiciones ambientales
al momento de la aplicacion, asi como por los cambios fenolégicos en cada area de

cultivo 1112,

Los fungicidas de tipo triazol sistémicos, como el tebuconazol, metconazol,
protioconazol y epoxiconazol, se encuentran entre los fungicidas mas empleados en
el control de FE, observandose una disminucion de la incidencia de la enfermedad y
la acumulaciéon de micotoxinas en los cultivos 3. Son empleados por si solos 0 en
combinaciones, y han sido los fungicidas de eleccién durante muchos afios en
Uruguay. Son inhibidores de la desmetilacion (DMI) que afectan la biosintesis de
ergosteroles en la membrana celular **. El uso generalizado de estos fungicidas
especificos de sitio en trigo y cebada ha llevado a la aparicion de resistencia en
hongos causales de FE. Estudios previos realizados en Uruguay 2!°, en donde
evaluaron la sensibilidad al tebuconazol y metconazol de F. graminearum y otras
especies que causales de FE, sugieren sugieren un aumento de la tolerancia al

tebuconazol 714,

Otra tactica de manejo de FE es el empleo de cultivares resistentes a infecciones
por Fusarium. La resistencia esta asociada a la habilidad de la planta de prevenir la
infeccion primaria y el crecimiento del hongo, pudiendo de esta forma, disminuir el

potencial de contaminacién con micotoxinas 1112,

Se han descrito al menos cinco tipos de resistencia a la FE. El tipo | comprende la
capacidad de la planta de resistir a la infeccidén fungica inicial y el tipo Il se produce
cuando la planta huésped evita la propagacion de la infeccion dentro de la cabeza de
la espiga. El tipo Ill implica resistencia a la infeccidn del grano y el tipo IV es tolerancia
durante la cual la infeccidon estd presente, pero sin un efecto sustancial sobre el
rendimiento y las pérdidas de calidad del trigo. El tipo V es la capacidad de la planta
huésped para degradar la micotoxina responsable de la virulencia. Son preferibles los
cultivares de trigo que incorporen mecanismos de resistencia del Tipo | y Tipo Il, ya

que la resistencia seria mas estable y duradera 6.

Tomando en cuenta las variables para el desarrollo de la FE, podriamos decir, que
una estrategia adecuada para el manejo de la enfermedad implicaria la integracion del
uso de cultivares resistentes con la aplicacion preventiva de fungicidas, en el momento

de la antesis o floracion, teniendo en cuenta las condiciones ambientales 1112,



1.2 Micotoxinas y alimentos

Las micotoxinas son metabolitos secundarios, de bajo peso molecular, sintetizados
por varios tipos de hongos, capaces de producir enfermedad y muerte, en plantas,

animales y humanos 1718,

La sintesis de estos metabolitos se atribuye principalmente a las especies
Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Fusarium, y las micotoxinas mas comunmente
encontradas son: aflatoxinas, ocratoxina A, citrina, patulina, tricotecenos, fumonisinas
y zearalenona (ZEA) 1920, Tanto Aspergillus como Penicillium causan deterioro
tipicamente durante el almacenamiento, mientras que Alternaria y Fusarium son
patdgenos de las plantas, causando contaminacion y consecuente acumulacion de

toxinas en la etapa de precosecha %1720,

La distribucion y contaminacién de alimentos con micotoxinas es variable, tanto
geografica como temporalmente, dependiendo de las condiciones climaticas, tanto

antes como después de la cosecha 19,

Factores como la competencia microbiana, composicion del sustrato, actividad de
agua, pH, temperatura, humedad relativa, presencia de insectos, y la aplicacion de
fungicidas u otros pesticidas influyen en gran medida en el crecimiento de los hongos
en los cultivos. Por lo cual, describir un conjunto de condiciones ambientales éptimo
tanto para el crecimiento de hongos o la produccion de micotoxinas es dificultoso, ya

que la influencia de estos factores es diferente para cada uno de ellos 1721,

La presencia del hongo no implica necesariamente produccion de micotoxinas. A
su vez, la ausencia de micotoxinas no esta garantizada por la eliminacién del hongo,

ya que puede haberse sintetizado previo a su eliminacién 721,

La contaminacion con micotoxinas es considerada un problema impredecible e
inevitable, constituyendo un peligro a la salud publica '°2!. Una gran variedad de
efectos toxicos en animales y humanos ha sido observada debido a la ingestion de
alimentos contaminados con micotoxinas, tales como inmunosupresion,
carcinogénesis, genotoxicidad, teratogénesis o efectos mutagénicos. El impacto en la
salud depende de varios factores como ser niveles de ingestion, toxicidad del
compuesto en particular, mecanismo de accién, tiempo de exposicion, presencia de
mas de una micotoxina, masa corporal, especie, condicidn fisioldégica y edad del

individuo 7.



Son unos de los contaminantes mas prevalentes de la cadena alimenticia 1921,
encontrandose generalmente en alimentos como cereales (trigo, maiz, cebada),
piensos, especias y semillas'’'8, asi como también en leche, y determinadas frutas??-
25 Las principales micotoxinas presentes en cereales son tricotecenos tipo A y B,

fumonisinas, aflatoxinas, ZEA y ocratoxina A °.

Cuando los animales consumen piensos contaminados con micotoxinas, en
algunos casos es posible su acumulacion en los tejidos, por ende, los alimentos de
origen animal, como los huevos, la leche o la carne, podrian ser fuente de estos
metabolitos. Dada su resistencia a altas temperaturas y tratamientos quimicos o
fisicos, la coccion estandar no es suficiente para su eliminacion, por lo que tienden a
permanecer en el producto final, encontrandose en productos procesados tales como
cerveza, panes, jugos, chocolate y vino, debido al uso de materias primas
contaminadas '"?!. Son varios los esfuerzos realizados para disminuir o inhibir la
produccion de micotoxinas durante la elaboracion de materias primas de alimentos
procesados, tanto previo a la cosecha como postcosecha, no siempre siendo

suficientes para la eliminacién completa de las mismas °.

La contaminacion de cultivos agricolas con micotoxinas implica importantes
pérdidas econOmicas derivadas de su presencia en los alimentos y productos
derivados de los mismos °2%. Se estima que alrededor de 25 a 30% de la produccion
anual de cultivos se encuentra contaminada con micotoxinas, implicando pérdida
anuales de millones de toneladas de alimentos, piensos y derivados, pudiendo estos
nameros incluso estar subestimados, con el incremento de reportes de productos
contaminados que se generan afio a afio *2°. El costo econdémico es atribuible ademas
a la reduccién del rendimiento de los cultivos y pérdidas de alimentos, a cultivos con
valor depreciado, disminucion de la productividad animal, gastos médicos, tanto
humanos como animales, implementacion de métodos de prevencion, control y

detoxificacion, entre otros 921,

1.3 Micotoxinas de Fusarium

Dentro de las micotoxinas producidas por Fusarium, las de principal interés son los
tricotecenos, fumonisinas y la ZEA. A nivel mundial, los mas importantes son los
tricotecenos debido a su prevalencia en los cultivos y el potencial riesgo a la salud que

suponen 1°.



La produccion de estas micotoxinas es a nivel de pre-cosecha, pudiendo
cuantificarse en toda la planta, pero las mayores concentraciones son observadas en

los granos y en las cascaras externas *°.

1.3.1 Tricotecenos
Los tricotecenos son un grupo complejo de sesquiterpenoides relacionados

guimicamente que comparten un nucleo triciclico 12,13-epoxitricotec-9-eno,
caracterizado por un doble enlace en la posicion 9y 10 y un grupo epoéxido entre los
carbonos 12 y 13, responsable de su toxicidad ©°. Varias especies de Fusarium han
sido relacionadas con su produccion, encontrandose mas de 20 compuestos de

ocurrencia natural 2728,

Se dividen en cuatro grupos de acuerdo con la estructura del nucleo triciclico,
denominados A, B, C y D (Figura 4) 1°29, Los tipos A, B y C pueden diferenciarse
basados en la sustitucion del carbono en la posicion del C-8. El tipo A incluyen
compuestos con un grupo hidroxilo, funcién éster, o sin sustituyente con oxigeno en
C-8. El tipo B, tienen un grupo funcional ceto en C-8. A su vez, tipo B derivados de
Fusarium, tienen un grupo hidroxilo en el C-7 que no se observa en otros géneros de
hongos, y todos los A y B, derivados de éste, tienen una funcién oxigeno, como
hidroxilo o acetilo, en el C-3. El tipo C tiene un epdxido en C-7/C-8 2°. El tipo D tiene

un anillo adicional que une los carbonos en la posicion 4y 15 2°.

Los tipos A y B son los tricotecenos mas importantes en términos de ocurrencia
natural y alta toxicidad, mientras que los tipos C y D no son sintetizados por especies

de Fusarium 19,
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Figura 4 - Clasificacion de las estructuras de tricotecenos. Los grupos R pueden
ser H, OH, OAcil o variaciones en la cadena de macroélidos.
Fuente: McCormick et al, 2011 2°.

Son contaminantes de alta prevalencia en el trigo, la cebada, la avena y el maiz. La
toxicidad aguda de los tricotecenos A es mayor que la de los tricotecenos B, pero la
concentracion de tricotecenos B en cereales contaminados es generalmente mayor

que la de los A 927,

F. graminearum es el principal productor de tricotecenos tipo B como el
deoxinivalenol (DON), con sus formas acetiladas (15 acetil-deoxinivalenol, o 15ADON,
y 3 acetil-deoxinivalenol, 0 SADON), y nivalenol (NIV) 2. Las formas acetiladas, SADON
y 15ADON, asi como el NIV, se encuentran de forma esporadica, en general, en

muestras con alto contenido de DON 919,

Se reconocen tres quimiotipos distintos de tricotecenos dentro de las especies de
Fusarium, basados en los metabolitos producidos por las cepas individuales. El
guimiotipo 3ADON y 15ADON

acetildeoxinivalenol o 15-acetildeoxinivalenol respectivamente, mientras que el

incluyen especies que producen DON y 3-

quimiotipo NIV produce NIV y 4-acetilnivalenol 32, La distribucién geografica de los

guimiotipos puede depender del continente e incluso de las regiones dentro de un



pais, pudiendo ocurrir diferentes quimiotipos en el mismo sitio geografico, donde uno
sera el predominante. El conocimiento de los quimiotipos circulantes es crucial para
las estrategias de gestion de riesgos aplicadas a la evaluacion de exposicion a estas
micotoxinas, en particular, dada la diferencia en toxicidad de las micotoxinas, en
particular DON y NIV, para los animales y humanos %°. Los sintomas observados por
el consumo de alimentos contaminados con micotoxinas de tricotecenos incluyen

voémitos, mareos, diarrea y aborto espontaneo 3.

La sintesis de los tricotecenos comienza a partir de farnesil-difosfato como
metabolito primario, el cual, a través de diversas modificaciones enzimaticas, genera
la micotoxina final. Cada paso enziméatico esta relacionado a un gen biosintético de
tricoteceno en particular, llamados genes TRI. Las variaciones de quimiotipo pueden
resultar por la presencia o ausencia de estos genes biosintéticos, en algunos casos,
pudiendo resultar por diferencias en las funciones de variantes alélicas del mismo gen
TRI. Diferentes alelos TRI8 son responsables por los quimiotipo 3ADON o 15ADON

en F. graminearum, dependiendo si desacetila el C-15 o el C-3, respectivamente °.

Los tricotecenos cumplen un rol importante en la virulencia del hongo, pudiendo
atribuirse a la habilidad de estas micotoxinas de inhibir la sintesis de proteinas, asi
como provocar respuestas de defensa en las plantas. Su produccion no es necesaria
para el desarrollo y penetracion del hongo en el huésped, pero si lo es para la
propagacion del patégeno luego de la infeccion inicial °3!. Estas micotoxinas pueden
verse afectadas por la presencia de bacterias y hongos que puedan alterar su

estructura quimica y detoxificarlas *°.

1.3.1.1 Deoxinivalenol (DON)

Su nombre quimico es 12,3-epoxi-3,7,15-trihidroxitricotec-9-en-8-on. Su estructura
molecular presenta 3 grupos hidroxilo libre (-OH), que son asociados a su toxicidad.
En la figura 5 se puede observar su estructura quimica, asi como las posibles

sustituciones de sus grupos hidroxilos para la obtencién de compuestos derivados.

Es producido por las especies F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis (F.
croockwellense), F. sporotrichioides, F. poae, F. tricinctum y F. acuminatum. Su
concentracion en cultivos varia de afio a afio de acuerdo con las diferentes

condiciones meteoroldgicas °*°.

Dentro de los tricotecenos tipo B, el DON es detectado con mayor frecuencia y en

las concentraciones mas altas 919,
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Figura 5 - Estructura quimica de DON y sus derivados.
Fuente: EFSA Panel 2013, Knutsen et al, 2017.28:32

Estudios de su mecanismo de accion indican que se une a los ribosomas,
inhibiendo la sintesis de proteinas y, posteriormente, también a la sintesis de ARN y
ADN. La toxina interactia con la enzima peptidil transferasa, uniéndose a la subunidad
ribosémica 60S y luego provoca la inhibicion de la traduccién, asi como el estrés
ribotéxico. Este ultimo activa diferentes proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK). La activacion de las MAPK explica varios efectos del DON, como los efectos
inflamatorios, por liberacién de citocinas proinflamatorias, apoptosis y estrés oxidativo
192128 E| DON podria causar dafios en el ADN por accién directa sobre el mismo,

mediante la formacién de aductos de ADN a partir de radicales libres 2.

En granos pequefios se puede encontrar al DON junto con sus derivados en todas
las partes de la planta, distribuidos de forma no uniforme. La mayor concentracion de
micotoxina se encuentra en la cascara externa, mientras que las menores
concentraciones se detectan en el endoesperma. Las fracciones lipidicas del trigo,
como el germen y el aceite de germen, no son fuentes significativas de DON. Sin
embargo, el salvado, que es la fraccion mas empleada para alimentos de animales,

es la mas contaminada con esta micotoxina 1930,

Los niveles de DON pueden permanecer inalterados durante el almacenamiento, y
ser reducidos si se toman medidas adecuadas durante su procesamiento. Para el caso
especifico de DON, la limpieza, clasificacion, tamizado y descascarillado de los granos
podrian disminuir su concentracién, mientras que el procesamiento de los sub-
productos de los cereales, como el salvado utilizado en la alimentacién animal, podria

concentrar dicha micotoxina 19:30,

A pesar de ser una toxina de rapida absorcion y amplia distribucién, el DON se

encuentra en concentraciones bajas en los tejidos del animal, por o que productos



derivados con residuos de esta micotoxina, no contribuirian significativamente a la

exposicién humana a la misma °.

Sintomatologia en animales

El sistema gastrointestinal es el 6rgano objetivo de esta toxina, siendo por ello
conocida por el nombre de vomitoxina, dada la forma de presentacion de los sintomas
asociados con su toxicosis. Los fuertes efectos eméticos/anoréxicos del DON estan
asociados con dos mediadores principales: citocinas proinflamatorias y secrecion de
hormonas de la saciedad, que pueden activar receptores en el aferente vagal

abdominal 19:21.28

Efectos toxicos del DON han sido asociados con brotes de gastroenteritis, tanto en
animales como en humanos. Sin embargo, su impacto es de gran relevancia a nivel

clinico veterinario, en particular en la cria de cerdos 4.

Los animales presentan clinicamente signos gastrointestinales que incluyen
rechazo de alimentos, vomitos y trastornos digestivos con pérdida de peso, necrosis
y hemorragia en el tracto digestivos, problemas reproductivos, abortos, destruccion de
la médula 6sea, supresion de la formacion de las células sanguineas y del sistema

inmune e incluso la muerte 192128

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (International Agency for
Research on Cancer; IARC), ha clasificado al DON en el grupo 3, “no puede ser
clasificado respecto a su carcinogenicidad para el ser humano", ya que no se pudo

evidenciar efectos cancerigenos en humanos 2.

1.3.1.2 Metabolitos de DON: 3-acetil-deoxinivalenol y 15-acetil-deoxinivalenol

(3ADON y 15ADON)

Junto con DON, el 3ADON y el 15ADON (Figura 6) son metabolitos secundarios
sintetizados por hongos. Ambos compuestos son precedidos por el 3,15-diacetil-
deoxinivalenol, quien pierde uno de los grupos acetilo para dar lugar a una forma o la
otra. Como se menciono previamente, la sintesis de estas micotoxinas esta asociada

a variables genéticas (diferentes alelos TRI8), que determinan un quimiotipo u otro
6,30

La prevalencia de un determinado quimiotipo puede variar de una regién a otra, o
incluso de un afio a otro, de acuerdo con la distribucién de especies causales de FE

y las condiciones meteoroldgicas. En Argentina, Uruguay Yy el sur de Brasil, la especie



predominante causal de FE parece ser F. graminearum quimiotipo 15ADON. El tipo
3ADON en F. graminearum fue reportado para varias cepas en Argentina y para un
aislado de Uruguay. En Brasil, el qguimiotipo 3ADON es exclusivo de las cepas de F.
cortaderiae y F. austroamericanum de trigo y cebada 4°.

En América del Norte, Europa y China, las especies dominantes, ya sea F.
graminearum o F. asiaticum, poseen mas de un quimiotipo que alterna la dominancia
segun la region, el cultivo anterior o el afio. En Europa, se han encontrado las cepas
de F. graminearum 15ADON més comunmente en el sur y el centro, mientras que F.
graminearum 3ADON en el norte de Europa occidental. En China 'y Japon, F. asiaticum
del tipo 3ADON parece ser el predominante. En América del Norte, el quimiotipo
15ADON de F. graminearum, es el hallado con mayor frecuencia, encontrandose a su
vez, una alta frecuencia de aislamientos del quimiotipo 3ADON en algunas partes de
EE. UU. y Canada “.

HO GH,CH,
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Figura 6 - Estructuras quimicas de (a) 3-acetildeoxinivalenol y (b) 15-
acetildeoxinivalenol
Fuente: Kim et al 2017 33

Su deteccion es infrecuente y en bajas concentraciones, encontrdndose en trigo,

maiz y cebada junto con DON 34,

Se sugiere como mecanismo de accion la activacion de MAPK e induccion de
citoquinas inflamatorias y hormonas de la saciedad. Ambas micotoxinas son
desacetiladas en gran medida a DON antes de la distribucion sistémica, por lo que la

exposicion a ellas podria generar los mismos efectos agudos y crénicos que DON 28,



1.3.1.3 Nivalenol (NIV)
El NIV es una micotoxina producida por hongos del género Fusarium, como F.
cerealis (F. crookwellence), F. meridionale, F. poae y, en menor medida, también F.

culmorum y F. graminearum 3.

Si bien estructuralmente es similar al DON (Figura 7), su actividad toxica es mayor,

tanto para los seres humanos como los animales domésticos 5?7,

En Argentina se identificaron cantidades variables de productores de NIV, la
mayoria de estos aislamientos se identificaron como F. meridionale °. Este mismo
productor de NIV fue el segundo en frecuencia observado en Brasil, luego del F.
graminearum 15ADON. Otros productores de NIV han sido observados en Brasil como
F. austroamericanum y F. cortaderiae en las epidemias de FE. En China y Japon, el
principal productor de esta micotoxina es el F. asiaticum. En China en particular, ha
ido siendo desplazado por el tipo 3ADON. En Estados Unidos y Canada, se han
reportado en niveles relativamente bajos de las cepas F. graminearum con el

guimiotipo NIV 4.

Las concentraciones medias mas altas de NIV se observan en alimentos, piensos
y cereales sin procesar como avena, maiz, cebada y trigo y sub-productos. Estos
niveles de NIV pueden ser reducidos en las etapas de procesamiento, limpieza y
clasificacion, mientras que la molienda genera una redistribucion del NIV en diferentes
fracciones. Al igual que el DON, las condiciones normales de coccion parecen tener

poca influencia en reducir su concentracién en materias primas contaminadas 2.

La exposicion a NIV, no genera acumulacion de este en tejidos, por lo que es poco
probable que el consumo de alimentos de origen animal contribuya a la exposicion en

humanos 1°.

Sus efectos nocivos incluyen toxicidad de la médula 6sea y érganos linfoides,
eritropenia, leucopenia, hemorragia, diarrea y dafio a las membranas epiteliales del
intestino, el timo 'y el testiculo. La toxicidad general y la
inmunotoxicidad/hematotoxicidad del NIV se consideran efectos criticos. Estudios a
largo plazo en ratones determinaron que estos efectos son similares a los de otros

tricotecenos 2°.



Figura 7 - Estructura quimica del Nivalenol
Fuente: EFSA Panel 2013
(https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.2903/sp.efsa.2014.EN-721) 32

1.3.2 Zearalenona (ZEA)

La ZEA es un macrdlido comprendido por una lactona de catorce miembros
fusionada con 1,3-dihidroxibenceno (Figura 8a). Es resistente a la luz ultravioleta y
estable a altas temperaturas 3¢. Su estructura quimica muestra una semejanza con el
estrogeno enddgeno (17 B-estradiol (E2), por lo que posee actividad similar al mismo,

considerandose una micotoxina estrogénica no esteroide 2127:36,

Es producida por especies de Fusarium como F. graminearum, F. cerealis, F.
culmorum y F. equiseti. La principal exposicion alimentaria a ZEA proviene de los
cereales, incluidos el maiz, la cebada, la avena, el sorgo y el trigo, pudiendo también

proceder de las especias, la leche y la cerveza 212736,

A diferencia de DON, la produccion de ZEA no actia como mecanismo de
patogenicidad en el desarrollo de la enfermedad en trigo . Su sintesis puede
presentarse en diversas etapas del procesamiento de los alimentos, como el

crecimiento a campo, la cosecha y el almacenamiento 2.

Los principales metabolitos de esta micotoxina son el a-zearalenol y B-zearalenol
(Figura 8b y 8c respectivamente). Estos metabolitos son resultado de una de las vias
principales de biotransformacion en animales, la hidroxilacion, pudiendo darse en
diferentes partes del organismo, como las células de la granulosa porcina y bovina, la
mucosa intestinal porcina, la linea celular Caco-2 intestinal humana y eritrocitos de

ratas 2136,

La ZEA, el a-zearalenol y B-zearalenol, causan hiperestrogenismo, afectando la
reproduccion de animales 2°. Se ha demostrado in vitro, que son capaces de unirse

competitivamente a los receptores de estrégeno (RE), uniéndose a receptores



especificos en utero, glandula mamaria, higado e hipotalamo de diferentes especies.
En cuanto a su unién a los RE, a-zearalenol y p-zearalenol, presentaron mayor y
menor fuerza de union respectivamente comparado con ZEA (a-zearalenol > ZEA >

B-zearalenol) 2%:27:36,

Esta micotoxina afecta principalmente a cerdos y aves ?°. Los cerdos en particular
son la especie mas susceptible a estas micotoxinas, causando vulvovaginitis en
hembras y feminizacion en machos, pudiendo ser transmitida a las crias a través de
la leche causando estrogenismo. Los rumiantes son mas resistentes a los efectos de
esta micotoxina que los animales monogastricos, probablemente debido a la

degradacion de esta en el rumen %7,

HO HO
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Figura 8 - Estructura quimica de (a) Zearalenona y sus metabolitos principales,
(b) a-zearalenol y (c) B-zearalenol
Fuente: EFSA Panel 2016 3'

Ademas de poseer propiedades hepatotoxicas, inmunotoxicas y genotoxicas, se ha
demostrado mediante estudios in vivo, que ZEA inhibe el crecimiento de la flora
microbiana gastrointestinal beneficiosa e induce una respuesta inmunitaria de la
mucosa intestinal, provocando inflamacién de la mucosa. También provoca
modificaciones en la metilacion del ADN y la expresion de genes relacionados con
receptores nucleares y vias metabodlicas como IGF1, HK2, PXR y PPARYy en la linea

celular de cancer de mama 2.



1.4 Micotoxinas modificadas

Se conoce como micotoxinas modificadas a aquellas micotoxinas que sufrieron
algun tipo de reaccion quimica que generd cambios en la estructura de la micotoxina
original. Pueden ser producidos por el hongo o formarse por mecanismos de defensa
de la planta infectada, como un intento de eliminar o disminuir la toxicidad de la
micotoxina. Su formacion puede darse durante el procesamiento del alimento,
pudiendo en algunos casos revertir a la molécula original durante el metabolismo del

individuo que la ingiera ’.

Una forma de clasificacion de las micotoxinas las divide en formas libres,
modificadas y asociadas a la matriz. La forma libre corresponderia a la micotoxina
producida por el metabolismo secundario del hongo; modificadas, son aquellas que
presentan un cambio estructural de la molécula original, ya sea por forma quimica
(procesamiento) o biolégica (planta, animal, microorganismo); asociadas a la matriz,
son aqguellas que forman complejos con la matriz del alimento o estan fisicamente

unidas a él, sin reaccion 17.

Las micotoxinas modificadas pueden detectarse junto con la forma libre, en
algunos alimentos procesados, incluso superandola en concentracion, por lo que es
de gran importancia la comprension de su formacion y degradacion para modelos de
evaluacion de riesgo 1’. Los modelos deben tomar en cuenta la forma libre, asi como
las modificadas. En el caso del DON, estos incluirian las variables acetiladas
mencionadas previamente, asi como el deoxinivalenol-3-glucdsido (D3G), la

micotoxina modificada mas prevalente de DON 1928,

Las modificaciones quimicas introducidas tienen efecto potencial sobre la toxicidad
de la molécula, aumentando o disminuyendo la misma con respecto a la micotoxina
libre. Entre el grupo de micotoxinas modificadas, ZEN-14-sulfato y D3G, se
encuentran con mayor frecuencia en los alimentos. Sus propiedades toxicolégicas
estan siendo investigadas, asi como la conversion de D3G a DON y ZEN-14-sulfato a

ZEA por microorganismos del tracto intestinal %°.

En particular, el D3G ha incrementado su relevancia dada la frecuencia de
contaminacion de cultivos con DON. Si bien el D3G presenta un impedimento estérico,
gue le impide unirse al ribosoma vy, por lo tanto, no activar las MAPK ni inducir
inflamacion, el mismo puede ser metabolizado a su forma original. Luego de la

ingestion, el enlace de glucdsido puede escindirse por accion de las bacterias



presentes en el tracto gastrointestinal, distribuyéndose, metabolizandose vy

excretandose de igual forma que el DON 1928,

La falta de estudios toxicolégicos para las toxinas modificadas representa un
verdadero peligro para la salud publica, hasta ahora dificil de evaluar. Dado el
potencial de revertir a la molécula original durante el proceso de digestion, o de
generar un compuesto de mayor toxicidad, el riesgo a la salud derivado de una

subestimacién del contenido total de micotoxinas es ain mayor 19,

1.5 Co-deteccidn y exposicion

Las matrices alimentarias pueden ser contaminadas con diferentes cepas de
hongos micotoxigénicos, implicando la acumulacion de mas de uno de estos
metabolitos en las mismas. A su vez, una sola cepa fungica puede ser capaz de

producir un amplio espectro de micotoxinas estructuralmente diferentes 1.

En el caso de las micotoxinas derivadas de Fusarium, los perfiles de co-deteccion
pueden diferir dada la distribucion geografica de los distintos quimiotipos, asi como

por el empleo de cultivares con diferente susceptibilidad a la infeccién 2,

Varias investigaciones han evaluado el contenido de micotoxinas en alimentos,
abarcando generalmente Unicamente aquellas que son reguladas o para las que

existe niveles recomendados de contenido de micotoxina 29,

En investigaciones realizadas por el grupo de Kovalsky y colaboradores 29, se
evalué la presencia de micotoxinas que poseen limites recomendados, y sus formas
modificadas, en 1113 muestras de origen global (44 paises) de pienso, maiz y silos
de maiz, recolectadas en el periodo 2012 a 2015. Con relacién a las micotoxinas que
nos interesan, se evidencio la prevalencia de ZEA y DON en los productos evaluados.
Estas estuvieron presentes en un 88% y 79% de las 1113 muestras respectivamente,
con valores por encima de los limites recomendados en mas del 50% de las muestras.
A su vez se observo una alta prevalencia de las micotoxinas modificadas asociadas a
ellas D3G (70%) y ZEA-14-sulfato (47%) 2°.

Otro ejemplo son los resultados obtenidos por Palacios y colaboradores 8, quienes
evaluaron la ocurrencia de DON, 3ADON y 15ADON, y D3G, en 84 muestras de trigo
duro, provenientes de la principal zona de produccion de Argentina, durante los afios
2012/13 y 2013/14. Todas las muestras analizadas presentaron DON en

concentraciones que variaron entre 50 y 9480 ug/kg, con un 30% de las muestras con



valores por encima del maximo establecido por el Reglamento de la Comision Europea
(CE) N°1881/2006 de 1750 pg/kg para granos de trigo duro sin procesar. En un 94%
de las muestras se detectdé D3G en niveles entre 50 a 850 pg/kg. Ademas, en un 49%
de las muestras fueron detectados 3ADON y 15ADON expresandose su

concentracion como la suma de ambos, en niveles que iban desde 20 hasta 190 ug/kg
38

Observaciones realizadas por esta investigacion notaron que la contaminacion por
DON dependia del afio de cosecha y de la ubicacion geografica. Esto, como se
menciono previamente, podria atribuirse a las condiciones climaticas, particularmente
durante la antesis. Otra observacién es que, si bien se detectaron las variables
acetiladas y D3G, este ultimo se presentd con una frecuencia mayor, aportando hasta
un 22% del contenido total de DON 32,

Informacién recolecta por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
de diversas investigaciones evaluando las concentraciones de DON y al menos uno
de 3ADON, 15ADON y/o D3G en granos destinados al consumo humano, mostro
ocurrencia frecuente de DON. Las concentraciones informadas fueron de hasta 23800
pg/kg para DON, con niveles mas bajos para D3G, con un valor maximo de 6.600
Hg/kg, y concentraciones aun mas bajas para 3ADON y 15ADON con concentraciones

maximas notificadas de 2720 y 244 ug/kg, respectivamente 28,

Datos publicados sobre la co-deteccion de NIV y DON han demostrado que, en
practicamente todos los casos, la presencia de NIV en granos y derivados va
acompafada de la presencia de DON, generalmente en concentraciones mucho mas

altas que NIV 32,

La co-exposicion a dos 0 mas micotoxinas en los alimentos aumenta los potenciales
efectos nocivos al consumidor, dado los efectos toxicolégicos combinados de las
mismas 1°. A causa de esto, la frecuencia de estudios de co-exposicién y toxicidad ha

ido en aumento 2.

La exposicion a mezclas de micotoxinas tanto para humanos como para animales,
por lo general, ocurren a través de dietas diversificadas, con alimentos de mdltiples
origenes 2, Esto debe tenerse en cuenta al momento de una caracterizacion del
riesgo de exposicion. Una de las preocupaciones crecientes, son los efectos 6rgano
especificos, y aun mas los efectos subclinicos en la flora bacteriana gastrointestinal,

ya gue los mismos pueden ocurrir a concentraciones bajas 1°.



La exposicion a DON proviene principalmente de cereales y alimentos a base de
cereales. La principal fuente en las dietas regionales de Europa, Latinoamérica y del
Medio Oriente es el trigo (64 - 88% de la exposicion total). En las dietas de Africa y
Oriente Lejano hay mas variacién, siendo el trigo, arroz y maiz en la dieta africana, y
trigo y arroz en la dieta Oriente Lejano las fuentes de exposicion 4. El DON puede
ocurrir solo o en combinacién con sus formas acetiladas (SADON y 15ADON) y D3G.

Este ultimo pudiendo encontrarse en niveles de 10 a 20% el nivel de DON 26,

En cuanto a los animales, su exposicion a la suma de DON, 3ADON, 15ADON y
D3G es principalmente a través del consumo de granos de cereales, subproductos de

cereales y maiz forrajero %,

De acuerdo con datos obtenidos por la EFSA para la caracterizacion de riesgo de
exposicion al NIV, los granos y los alimentos a base de granos constituyen la mayor
fuente dietética para esta micotoxina. Los contribuyentes mas importantes dentro de
esta categoria de alimentos son el pan y los cereales productos de molienda. Aunque
la concentracion de NIV en estos puede ser relativamente baja, su alto consumo tuvo
una contribucién importante a la exposicion en todas las edades, con excepcion de
los infantes. Otros contribuyentes importantes de NIV son la pasta, productos de
panaderia fina y cereales para el desayuno. En relacién con éstos ultimos, la
contribuciéon de NIV fue mayor en nifios y adolescentes en comparacion con los
adultos. El aporte de la pasta fue importante en los paises europeos con alto consumo

de este alimento 32.

Si bien el NIV no suele encontrarse en los forrajes conservados de gramineas y
leguminosas, puede estar presente en ensilajes de maiz empleados como alimento

para rumiantes 32,

En cuanto a la ZEA, las concentraciones mas altas informadas en los reportes a
EFSA fueron para salvado de trigo, maiz y productos derivados, por ejemplo, harina o
copos de maiz, aceites. Los cereales para el desayuno aportan una contribucion del
0,4 al 17% de la exposicion alimentaria total a ZEA en adultos, y 0,1-5,1% en infantes.
Productos como pan y productos de panaderia fina, producen la mayor contribucion a
la exposicion a la ZEA en todas las edades. También son contribuyentes a la
exposicidn aceites vegetales, especialmente el aceite de germen tanto de maiz como

de trigo %°.



1.6 Regulaciones

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en conjunto con la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (ONUAA), o por su nombre
en inglés, Food and Agriculture Organization (FAO), son las responsables de la
evaluacion de riesgos de la exposicién a micotoxinas a través de los alimentos, y de
recomendar medidas adecuadas para proteger o disminuir dicha exposicion.
Evaluaciones de riesgo realizadas por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) son empleadas por los gobiernos y la Comision del
Codex Alimentarius (el organismo intergubernamental que establece las normas para
los alimentos), para establecer niveles maximos de micotoxinas en los alimentos o
proporcionar asesoramiento en gestion de riesgos para controlar o prevenir la

contaminacion 49,

Se han establecido regulaciones para las micotoxinas mas importantes en los
alimentos, tanto para comercio nacional como internacional, encontrandose dentro de

estas las aflatoxinas, tricotecenos tipo A, DON, ZEA, fumonisinas y ocratoxina A 2,

En la Unién Europea, los valores maximos permitidos varian con el producto, grado
de procesamiento y consumidor 2°. En la tabla 1 se presentan los contenidos maximos
de DON y ZEA en trigo y alimentos derivados, de acuerdo con el Reglamento de la
Comisién Europea (CE) N°1881/2006 4. Aun no existe regulacion para 3ADON,
15ADON o NIV.



Contenido méaximo

Producto alimenticio

(ng/kg)
Deoxinivalenol

Trigo duro y avena no elaborados 1750

Cereales destinados al consumo humano directo,
harina de cereales [incluida la harina de maiz, y el
maiz triturado y molido], salvado como producto final 750
comercializado para el consumo humano directo y
germen, a excepcion de los productos alimenticios

Pasta (seca) 750
Pan (incluidos pequefios productos de panaderia),
pasteles, galletas, aperitivos de cereales y cereales 500

para desayuno

Alimentos elaborados a base de cereales y
alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta 200
edad

Zearalenona
Cereales no elaborados distintos al maiz 100

Cereales destinados al consumo humano directo,
harina de cereales, salvado como producto final
comercializado para el consumo humano directo y
germen

75

Pan (incluidos pequefios productos de panaderia),
pasteles, galletas, aperitivos de cereales y cereales
para desayuno, excluidos los aperitivos de maiz y
los cereales para el desayuno a base de maiz

50

Alimentos elaborados a base de cereales (excluidos
los alimentos elaborados a base de maiz) y
alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta
edad

Tabla 1 - Contenido méaximo de DON y ZEA, en trigo y alimentos derivados,
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segun el Reglamento de la Comision Europea (CE) N°1881/2006.

En los Estados Unidos quien regula y supervisa la contaminacién de los alimentos
es la FDA (Food and Drug Administration). Particularmente la FDA se centra en las

aflatoxinas, el DON, las fumonisinas, la patulina y la ocratoxina A 42,

La FDA no establece limites maximos, solo niveles de recomendacion para DON,
en grano de trigo y en productos a base de trigo, para proporcionar un margen de
seguridad adecuado en la industria y proteger la salud humana y animal %43, Otras



micotoxinas, como los derivados acetilados de DON o NIV, asi como ZEA aln no han

sido reguladas por la FDA.

De acuerdo con las guias para la industria y la FDA, los limites recomendados para
DON, emitidos por el Centro para la Medicina Veterinaria y el Centro para la Seguridad
Alimentaria y Nutricién aplicada, con fecha de julio de 2010, son los presentados en
la tabla 2 44,

Limite recomendado

Alimento

de DON (pg/kg)

Productos derivados de trigo acabados, harina,
salvado y germen, que potencialmente pueden ser 1000
consumidos por humanos

Granos y subproductos de granos (sobre una base
de 88 % de materia seca)

Tabla 2 - Limites recomendados para DON en productos de trigo para consumo

10000

humano, granos y sub-productos de granos, segun las guias para la Industria y FDA.

En Argentina, la Resolucion Conjunta N°22/2019 incorpor6 al Cédigo Alimentario
Argentino el articulo 156 quarter, referido a los limites maximos de micotoxinas en
alimentos, y el articulo 1414 tris, concerniente a los parametros de referencia para la
determinacién de estos contaminantes. En la tabla 3 se muestran los limites para DON
establecidos en el Articulo 156 quarter. Otras micotoxinas reguladas son Ocratoxina
Ay Fumonisinas (B1+B2), no habiendo regulacion para las variables acetiladas de
DON, NIV o0 ZEA %,

Limite maximo de DON
(hg/kg)

Alimento

Alimentos a base de cereales para lactantes y nifios

~ 200
pequefios
Harina de maiz y sémola de trigo 1000
Harina, sémola, semolina y hojuelas o copos de trigo 1000

Tabla 3 - Limites maximos de DON en alimentos en Argentina; Articulo 156 de la
Resolucion Conjunta N°22/2019 del Codigo Alimentario Argentino.



En Brasil, de acuerdo con la Resolucion RDC N°7, del 18 febrero 2011,
posteriormente ampliada en los afios 2012, 2014 y 2016, se establecen los Limites

Maximos de Tolerancia (LMT) para DON y ZEA en trigo y derivados (Tabla 4) 6.

Limites Maximos de
Tolerancia
Deoxinivalenol

Alimento

Para trigo integral, trigo para quibe, harina de trigo

integral, salvado trigo, salvado de arroz, grano de cebada 1000

Harina de trigo, pasta, galletas saladas, crackers y
productos de panaderia, cereales y productos de 750
cereales distintos del trigo incluida la cebada malteada

Zearalenona

Harina de trigo, pasta, galletas saladas y productos de
panaderia, cereales y productos a base de cereales

distintos del trigo, incluida la cebada malteada, asi como 100
para arroz procesado y derivados
Trigo Integral, harina de trigo integral, salvado de trigo 200

Tabla 4 - Limites Maximos de Tolerancia para DON y ZEA, en trigo y derivados,

de acuerdo con la Resoluciéon RDC N°7 de Brasil.

Segun el informe anual del Sistema de Alerta Rapida para Alimentos y Piensos
(RASFF) del 2012 para Brasil, las micotoxinas fueron el principal riesgo en las
notificaciones de rechazo en frontera en la Union Europea, siendo aflatoxinas,
ocratoxinas, deoxinivalenol, fumonisinas y zearalenona las responsables del 99,8%

de denuncias de riesgos de contaminacion en el periodo 2008-2012 4.

En Uruguay, el Decreto N°155/006 del Reglamento Bromatolégico Nacional del
31/05/2006, establece los limites maximos de aflatoxinas, ZEA, DON, patulina y
ocratoxina A en determinados grupos de alimentos. Para ZEA el limite maximo es 200
pg/kg en maiz y grano de cebada, no estando regulada en trigo; para DON es <1000
pg/kg para harina de trigo, sub-productos del trigo y alimentos elaborados en base a
trigo (Tabla 5) “8.

Segun la Resolucion S/N/001 del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca
(MGAP), se establecen los limites méximos para DON en alimentos destinados a
consumo animal (Tabla 5). Para las materias primas (granos y sus sub-productos)



destinados a la elaboracion de alimentos para animales se establece un limite maximo

de DON de 10 mg/kg #°.

Alimento para consumo
humano

Limite maximo (ug/kg)

Deoxinivalenol
Harina de trigo, subproductos del

trigo y alimentos elaborados en <1000
base a trigo
Zearalenona
Maiz y grano de cebada 200

Alimento de consumo animal Limite maximo de DON (ug/kg)

Bovinos de carne, ovinos y aves 5000

Bovinos de leche 2000

Cerdos y equinos 1000

Otros animales 2000

Tabla 5 - Limites maximos de DON y ZEA en alimentos de acuerdo con el
Decreto N°155/006 del Reglamento Bromatolégico Nacional del 31/05/2006. Limites
maximos de DON en alimentos destinados para consumo animal, de acuerdo con la

resoluciéon S/N/001 del MGAP.

El Panel sobre Contaminantes en la Cadena Alimentaria (CONTAM) de EFSA
establecio la ingesta diaria maxima tolerable provisional (PMTDI) conjunta para DON,
3ADON y 15ADON de 1 ug/kg de peso corporal. Con respecto al D3G, una ingesta
diaria tolerable (TDI) no fue establecida por falta de datos con respecto a su toxicidad
y exposicion a este metabolito u otras micotoxinas modificadas. Dada la potencial
metabolizacion del D3G a nivel intestinal a DON, se considera que su nivel de

toxicidad es similar al DON, por lo que D3G fue integrado al grupo para la PMTDI 3435,

El NIV presenta mayor toxicidad que el DON en los seres humanos y animales
domésticos, por lo tanto, se ha establecido un limite méas estricto para la ingesta diaria

tolerable temporal de NIV de 0,7 ug/kg de peso corporal .



1.7 Situacién en Uruguay

El trigo es el principal cultivo de invierno en Uruguay, representado entre un 50 a
60% de la superficie cerealera del pais. La produccién mayoritaria esta concentrada
en el litoral del pais, en los departamentos de Soriano (25%), Colonia (20%), que junto
con Rio Negro y Paysandu comprenden el 75% del &rea de cultivo de trigo. Superficies
menores se encuentran en San José y Flores. La produccion de trigo abastece a la
industria molinera que elabora harina y proporciona afrechillo, subproducto de

importancia en la alimentacién animal 5.

De acuerdo con los datos de la Encuesta Agricola “Primavera 2022” (30/01/2023)
la produccioén de trigo alcanzé 1.283.164 toneladas, el mayor registro de los ultimos 8
afios %2, En los Ultimos siete afios las exportaciones han mostrado un fuerte
crecimiento; totalizando en el afio 2021, US$147 millones y 600.000 toneladas,

implicando un incremento de 125% en valor y 95% en volumen 52,

La FE es una de las principales limitaciones en la produccién de trigo nacional,
causando epidemias en el trigo del pais que generaron pérdidas de rendimiento de
hasta un 60%% y disminuciones en los precios debido a una menor calidad de la
semilla y la contaminacién por micotoxinas. Estos brotes han ocurrido de forma

moderada a severa, cada uno o dos afos, durante la Ultima década 149,

En los dltimos 15 afios, la FE ha causado pérdidas econémicas importantes a los
productores, y la industria. A su vez, los exportadores se ven enfrentados a las
restricciones crecientes en los niveles de DON en grano impuestos por algunos paises
compradores. Esto lleva al sector a trabajar arduamente para intentar mantener el

contenido de DON dentro de las regulaciones estipuladas segun el decreto 533/001
12

Estudios realizados por grupos de investigacion nacional han determinado que el
patdogeno predominante tanto en granos de trigo como de cebada, es el F.
graminearum con el quimiotipo 15ADON 31415 A su vez se detectaron poblaciones
del guimiotipo NIV de F. asiaticum en trigo proveniente de las principales areas
productoras de arroz de Uruguay, siendo el primer reporte de esta especie en el pais.
En 2012, la mayoria de los aislamientos caracterizados, fueron identificados como F.
graminearum (130/151), y en menor proporcion se identificaron F. asiaticum (11), F.
cortaderiae (7), F. brasilicum (2) y F. austroamericanum (1). Con la excepcion de un
Unico aislamiento con el quimiotipo 3ADON, y algunos aislamientos de F. cortaderiae,


about:blank

F. asiaticum y F. brasilicum quimiotipo NIV, el resto de los aislamientos de F.

graminearum presentaban el quimiotipo 15ADON 3.

Estos resultados coinciden con estudios previos, que han documentado el
predominio de F. graminearum y el quimiotipo 15ADON entre los aislamientos de FE
de trigo en Uruguay, Argentina y Brasil. A su vez se demostrd la presencia del
guimiotipo NIV, predominantemente en el area de produccion de Cerro Largo en el

este de Uruguay 2.

En un estudio publicado en 2022, en muestras de trigo de diversas areas
productoras de Uruguay, huevamente se demostro el predominio de F. graminearum
sensu stricto (64,9%), como principal causal de FE en trigo, con F. poae (19,1%) y F.
avenaceum (8,2%) en segundo Y tercer lugar respectivamente. En menor proporcion
se identificaron aislamientos de F. tricinctum con un 4,6%. Un alto porcentaje de estos
(96,4%) pertenecen al quimiotipo 15ADON vy el resto al quimiotipo NIV. No se detectd
el quimiotipo 3ADON 14,

Anualmente en Uruguay, INIA realiza informes de calidad e inocuidad (contenido
de DON) de trigo, cuyo objetivo es caracterizar anualmente la zafra de trigo y generar
datos histoéricos, para conocer como es la produccidon de nacional, identificar
tendencias de cambio en la produccion a través del tiempo, y producir informacion
confiable y de mayor calidad al momento de toma de decisiones agricolas, operativas

y/o comerciales 5.

La evaluacion del contenido de DON es uno de los principales parametros
indicadores de calidad del trigo. En el afio 2012 se registré el mayor contenido de
DON, con un promedio de 6200 pg/kg, seguido por 2340 pg/kg en 2019, 2280-2290
ug/kg en el periodo 2013/2014 y 1340 ug/kg en 2009 54,

1.8 Métodos de deteccion y cuantificacion de micotoxinas

Para definir el perfil de micotoxinas circulantes asociadas a FE, ademas de la
caracterizacion de los quimiotipos, es necesaria la caracterizacion quimica de los

metabolitos en las muestras 2°.

La determinacién de micotoxinas es un desafio debido a la complejidad de las
matrices alimentarias, la dificultad de obtencion de muestras homogéneas, y la

necesidad de métodos con bajos limites de deteccion y cuantificacion 5.



La mayoria de los métodos analiticos requieren pasos previos de extraccion del
analito de la muestra de interés, seguidos de pasos de limpieza del extracto (clean-

up) y/o de concentracion, previo a su analisis instrumental final 5.

La Unidn Europea, establece guias que proporcionan un sistema de garantia y
control de calidad armonizado, garantizando la comparabilidad de los resultados
analiticos, logrando precisiones aceptables, evitando falsos positivos 0 negativos,
apoyando el cumplimiento e implementacién especifica de la norma ISO/IEC 17025
(estdndar de acreditacién). Ademas de los criterios para validacion de métodos
analiticos, estas guias establecen lineamientos para el muestreo, transporte,

trazabilidad y almacenamiento de las muestras 56:57.

1.8.1 Muestreo
El muestreo es un paso fundamental en la obtencion de resultados representativos

relacionados con el contenido de micotoxinas, dado que las mismas se encuentran
generalmente distribuidas de forma heterogénea. Es por esto que la Union Europea,
establece criterios generales que deben cumplirse para un correcto muestreo. En
particular, el Reglamento N°401/2006 de la Comision Europea (CE), establece los
métodos de muestreo y de analisis para el control oficial del contenido de micotoxinas

en los productos alimenticios %8. Este reglamento establece las siguientes definiciones:

Lote: cantidad identificable de un producto alimenticio, entregada en una vez y que
presenta caracteristicas comunes como el origen, la variedad, el tipo de envase, el

envasador, el expedidor o el marcado.

Sublote: parte de un lote més grande designada para aplicar en ella el método de
muestreo. Cada sublote debera estar separado fisicamente y ser identificable.

Muestra elemental: cantidad de material tomada en un Unico punto del lote o

sublote. En la medida de lo posible, las muestras elementales se tomaran en distintos

puntos del lote o sublote.

Muestra global: agregacion de todas las muestras elementales tomadas del lote o

sublote.

Muestra de laboratorio: muestra destinada al laboratorio.

Muestras idénticas: garantizan el cumplimiento de la normativa, con fines

comerciales (defensa) o de referencia (arbitraje), tomandose de la muestra

homogeneizada global.



Se establece que la toma de muestra debe ser realizada por personal autorizado
por el Estado miembro, adoptando las medidas necesarias para garantizar su
seguridad al realizar el muestreo. Todo lote debe ser analizado por muestreo
separado, dividiendo grandes lotes en sublotes que seran muestreados por separado.
Se debe tener precaucion durante el muestreo y la preparacion de las muestras para
evitar toda alteracion que pueda afectar el contenido de micotoxinas, influyendo en

determinacién analitica o invalidando la representatividad de las muestras globales 8.

Dada la diversidad de formas de comercializacion de los productos alimenticios
(granel, en contenedores, envases individuales, etc.), el método de muestreo debera
poder aplicarse a todas ellas. Para muestreo de los lotes comercializados en envases
individuales, como sacos, bolsas o envases para la venta al por menor, se puede
calcular la frecuencia de muestreo (n) tomando en cuenta el peso del lote, muestra

elemental, muestra global y peso del envase individual %8,

peso del lote (kg) X peso de la muestra elemental(kg)

n= peso de la muestra global(kg) X peso de un envase individual(kg)

Los métodos de muestreo se establecen para distintas matrices. En el caso
particular de los cereales y productos a base de estos, el método es aplicable para el
control oficial de los contenidos maximos establecidos para la aflatoxina Bl, las

aflatoxinas totales, la ocratoxina A y las toxinas de Fusarium %8,

Como se menciond previamente, el nimero de muestras elementales se establece
de acuerdo con el tamafo del lote. La muestra elemental debera tener un peso
aproximado de 100 g. A mayor tamafo de lote, mayor nimero de muestras

elementales seran necesarias para conformar la muestra global 2,

1.8.2 Transporte
En cuanto al acondicionamiento y transporte de las muestras, el Reglamento

N°401/2006 de la Comisién Europea (CE) establece que cada muestra debe ser
colocada en un recipiente limpio, de material inerte, que ofrezca una proteccion
adecuada contra la contaminacion y el deterioro que pudiera resultar del transporte.
Se tomaran todas las precauciones necesarias para evitar cualquier modificacion de
la composicion de la muestra que pudiera ocurrir durante el transporte o el

almacenamiento 8.



Para su uso oficial, cada muestra tomada se precintara en el lugar de muestreo y
se identificara segun las disposiciones vigentes en el Estado miembro. De cada toma
de muestras debera establecerse un acta que permita identificar sin ambigiiedad cada
lote y que indique la fechay el lugar del muestreo, asi como toda informacion adicional

gue pueda resultar Gtil al analista &,

1.8.3 Preparacion de las muestras y procesamiento
Uno de los primeros pasos del analisis es la molienda, que constituye uno de los

procedimientos mas empleados de pre-tratamiento de muestras. La molienda permite
mejorar la eficiencia de la extraccion en productos con bajo contenido de humedad,
como cereales, especias, hierbas secas. Se recomienda la obtencién de tamafios de
particula pequefios, de preferencia menores a 1 mm. Es de esperar que tanto el
procesamiento como la preparacion de la muestra no generen un efecto significativo
sobre el contenido de los analitos presentes en la muestra. Por esto, la molienda debe
llevarse de forma tal, que no se genere calentamiento para evitar la pérdida o
alteracion de los analitos. La trituracion de la muestra debe garantizar que la misma
sea lo suficientemente homogénea para garantizar que la variabilidad del

submuestreo es aceptable °°.

1.8.4 Procedimientos de extraccién
La extraccién de los analitos de la muestra es un previo al analisis instrumental en

la mayoria de las técnicas analiticas empleadas para la determinacién de micotoxinas
en matrices alimentarias >°. Mltiples parametros pueden afectar tanto la estabilidad
del analito como la eficiencia de la extraccién. Dentro de ellos se encuentran el tipo
de procesamiento de la muestra, solvente utilizado, relacion solvente/agua y muestra,

pH del medio de extraccion, tipo de agitacion, entre otros 5°.

La eleccion de las condiciones de analisis dependera de las propiedades quimicas
del analito a analizar y el tipo de matriz por lo que deben realizarse ensayos de
recuperacion y estos deben permanecer consistentes durante la aplicacién de la

metodologia en cuestion %9,

Una tendencia en desarrollo es la de la Quimica Verde Analitica, motivada por el
deseo de que el andlisis quimico sea mas respetuoso con el medio ambiente. Los
principios clave son, entre otros, la reduccion de residuos y el uso de disolventes mas
seguros. Una forma de reducir la cantidad de sustancias quimicas empleadas es

mediante la reduccidon del tamafio de la muestra. Esto implicaria una reduccion del



volumen de extraccion, manteniendo una alta proporcion solvente/muestra °. Es por
esto que la tendencia actual en el andlisis de contaminantes es desarrollar métodos
miniaturizados, que utilicen una baja cantidad de muestra, solventes y material de

laboratorio descartable.

1.8.5 Limpieza de la muestra (clean-up)
Luego de la extraccion, la solucion (extracto) obtenido, suele requerir otros

tratamientos previos a su analisis en el sistema cromatografico. Algunos ejemplos de
estos son: pasos de limpieza o dilucion, necesarios para disminuir las interferencias
de la matriz, y asi disminuir la cantidad de co-extractivos que puedan interferir a la
hora del andlisis y/6 reducir la vida util de los instrumentos. Estos pasos permitirian

mejorar la selectividad y robustez de las técnicas 6.

En general, las técnicas de clean-up emplean diferencias en las propiedades
fisicoquimicas de los analitos, como polaridad, solubilidad, tamafio molecular, para
separar los analitos de interés de los contaminantes. Sin embargo, esto puede llegar
a ser una limitacion en métodos multi-residuos, donde los analitos buscados presenten

diferencias relevantes en estas propiedades 6.

Si bien numerosos métodos analiticos cuentan con pasos clean-up, en algunos no
son necesarios, como por ejemplos métodos de tamizaje (screening) como los
inmunoabsorbentes ligados a enzimas, dispositivos de flujo lateral y ensayos de

biosensores %9,

Por otro lado, los procesos de concentracion de los extractos pueden provocar la
precipitacion de componentes de la matriz, asi como procesos de dilucion con

solventes de diferente polaridad pueden disminuir la solubilidad de los analitos 5°.

1.8.6 Métodos de extraccion y purificacion
Dentro de las estrategias empleadas para purificacion o clean-up en la

determinacidén de micotoxinas en muestras de cereales, se encuentran la extraccion
en columnas de extraccion en fase sélida (SPE), columnas de inmunoafinidad,

columnas de intercambio iénico y extraccion sélida-liquida °.

Los solventes empleados con mayor frecuencia para la extraccion de micotoxinas
son metanol/agua y acetonitrilo/agua, acetona acidificada y acetato de
etilo/acetonitrilo/agua. La adicibn de agua al solvente mejora la eficiencia de
extraccion de productos de baja humedad (cereales, frutas secas), estimulando a los



granos a hincharse, ayudando a la liberacion de las micotoxinas a la fase organica

56,59

El acetonitrilo tiene una gran capacidad para extraer moléculas de diferentes
polaridades y evitando la extraccién de materiales lipdfilos, como las grasas. En
matrices como cereales se ha observado un mejor desempefio con proporciones de
agua y mezcla de acetonitrilo/acido formico (80:20, v/v). El empleo de acetonitrilo, asi

como de acido formico mejoran el rendimiento analitico 6.

Para asegurar el contacto adecuado entre solventes y muestra, varias técnicas
fisicas pueden ser empleadas para la mezcla, favoreciendo a su vez la extraccion,

como ser el uso de agitadores mecanicos tipo vortex, shaker o agitacion manual °.

Método QUEChERS

QUEChERS (del inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) es una
metodologia de extraccion soélida-liquida de preparacion de muestras, reportada por
primera vez en 2003. A partir de ese afio, numerosas variantes de esta metodologia
han sido reportadas para el andlisis de diversas matrices e innumerables
contaminantes quimicos. EI procedimiento implica una extraccion inicial con
acetonitrilo, procedido por un paso de adicion de una mezcla de sales. Las principales
sales empleadas son cloruro de sodio (NaCl) y sulfato de magnesio anhidro (MgSQa),
aunque segun el tipo de QUEChERS otras sales como acetato de sodio, citrato de
sodio, entre otros han sido reportadas. El extracto obtenido luego se purifica por medio
de una extraccion dispersiva en fase sdlida (d-SPE) para disminuir las interferencias

de la matriz 6263,

Este método permite el procesamiento de numerosas muestras simultaneamente,

utiliza baja cantidades de solvente, materiales y espacio de laboratorio 6263,

1.8.7 Método instrumental
Diversas estrategias analiticas han sido reportadas para la deteccién de

micotoxinas, que han ido evolucionando con el fin de determinar el mayor nimero de

ellas simultadneamente 6467,

Los diversos métodos pueden dividirse, a grandes rasgos, en dos categorias,

métodos de tamizaje y métodos confirmatorios.



1.8.7.1 Métodos de tamizaje

Los métodos de tamizaje son aquellos que nos permiten la deteccion de analitos
de forma rapida, en situaciones donde una toma de decisibn en el momento es
necesaria, como ser en silos y fabricas, pudiendo ser adaptados para su uso en
campo. La mayoria de estos métodos se basan en principios inmunolégicos, usando

anticuerpos especificos para las micotoxinas de interés %°.

En general, estos métodos son de tipo cualitativo, indicando presencia o ausencia
del analito problema, pero se han desarrollado a su vez una gran variedad de pruebas

rapidas semicuantitativas o cuantitativas >°.

Estas técnicas tienen como ventajas, la velocidad de obtencion de resultado,
preparacion de muestra sencilla y bajo costo de analisis. El principal inconveniente de
estas técnicas es la confiabilidad, pudiendo informarse falsos positivos. Es por esto
gue estos andlisis deben ser procedidos por técnicas confirmatorias que verifiquen el

resultado °°.

El método mas extendido es el Ensayo de Inmunoadsorcién Ligado a Enzimas o
ELISA (del inglés enzyme-linked immunosorbent assay), el cual puede ser semi
cuantitativo o cuantitativo. Dentro de las variaciones de ELISA, el ensayo competitivo
es de los mas empleados, siendo una de las limitaciones de este ensayo las sefiales
generadas por las toxinas relacionadas estructuralmente o la interferencia por la

matriz, ya sea aumentando o disminuyéndola °°.

Son alternativas rapidas y economicas, no requiriendo pasos posteriores de clean-
up luego de la extraccion, pudiendo determinarse un alto nimero de muestras por
ensayo. Uno de los requisitos fundamentales para este tipo de pruebas es la
especificidad de los anticuerpos empleados, es por ello que el principal inconveniente
de esta técnica es la reactividad cruzada con micotoxinas estructuralmente similares,
siendo necesario frente a resultados positivos, su posterior confirmacién por otros
métodos 28. El DON no es la excepcion, donde anticuerpos generados contra el DON,
tienen una fuerte reactividad cruzada con el 3ADON, 15ADON o ambos, e incluso con
D3G 9,

Otras técnicas de tamizaje empleadas son la cromatografia de capa fina (Thin Layer
Chromatography, TLC), pruebas de tira reactiva, inmunoensayo polarizacién de
fluorescencia (FPIA), ensayos de inmunofiltracién y ensayos de biosensores °°.



La deteccion de un analito mediante una técnica de tamizaje, solo se puede
informar de forma provisoria, siendo necesario un posterior analisis confirmatorio,
mediante el empleo de un método cuantitativo validado. Si el analito no es detectado,
el resultado se informa como menor a limite de deteccién de tamizaje (screening
detection limit, SDL) 6.

Validacién de métodos de tamizaje

La validacién de un método de tamizaje basado en un SDL puede centrarse en la
detectabilidad del analito. Se debe realizar una validacion inicial que involucre por lo
menos 20 muestras, representando los grupos de productos basicos, fortificadas en

el SDL estimado °6.

Cuando el método de cribado esta destinado Unicamente a ser utilizado como un
método cualitativo, no hay requisitos en cuanto a la recuperacion de los analitos. Para
determinar la selectividad, se deben de verificar los posibles falsos positivos
empleando muestras “blanco”, no fortificadas. EI SDL del método de screening
cualitativo es el nivel mas bajo en el que un el analito ha sido detectado en al menos

95 % de las muestras °6.

1.8.7.2 Métodos confirmatorios

Se consideran métodos confirmatorios a aquellos que me permiten identificar y
confirmar, de forma precisa, los analitos de interés. Aquellas muestras que arrojen
resultados positivos en los métodos de tamizaje deben confirmarse mediante estos

métodos °°.

En general, los métodos mas empleados son los que utilizan cromatografia de
gases (GC) o cromatografia liquida (HPLC), acoplado a diversos detectores
especificos. Dentro de los detectores normalmente usados se encuentran para GC el
detector de ionizacion en llama (FID), captura de electrones (CE), ultravioleta (UV),
para HPLC el de arreglo de diodos (DAD) y fluorescencia. El detector universal que
en la actualidad es el mas utilizado acoplado tanto a GC como HPLC es el

espectrémetro de masas (MS) °°.

La mayoria de los métodos para deteccion de micotoxinas se basan en HPLC,
acoplado a mudltiples detectores, aunque la espectrometria de masas es
probablemente el método analitico mas empleado. Tiene como ventaja sobre los
métodos convencionales, la capacidad de medir una amplia variedad de metabolitos



simultdneamente, a concentraciones bajas, produciendo resultados exactos y

precisos®®.

Las micotoxinas modificadas eluden la deteccion dado que los cambios en su
estructura pueden disminuir la eficiencia de su extraccion por cambios en la polaridad
o alterar las zonas de reconocimiento de anticuerpos (epitopes) en técnicas
inmunoldgicas 173°, O también, debido a las similitudes estructurales con la micotoxina
libre, pueden detectarse junto con esta, como es el caso de algunos inmunoensayos,

por reactividad cruzada 2°.

Para el estudio de las micotoxinas modificadas se pueden emplear enfoques
directos, mediante el uso de estandares, o enfoques indirectos, basados en la
conversion de una micotoxina modificada en la micotoxina original, por ejemplo,
conversion a DON para la determinacién de D3G. La desventaja del enfoque directo
es la falta de estandares analiticos necesarios para realizar la cuantificacién, son

pocos los estandares comerciales disponibles y son de alto costo 2867,

1.9 Guias para la validacion de metodos analiticos

Los métodos analiticos validados son aquellos que han sido sometidos a una
evaluacion de desempefio en la cual se han determinado caracteristicas tales como
veracidad (recuperacion), precision o precision intermedia a partir de la repetitividad y

la reproducibilidad, robustez, limite de cuantificacion, linealidad y efecto matriz 8.

Es un requisito para cuerpos de acreditacion, asi como la verificacion de su
rendimiento durante analisis de rutina, empleando controles de calidad analiticos y la

validacién continua del método %6.

1.9.1 Parametros de validacion de métodos analiticos

Una validacion es llevada a cabo al finalizar el desarrollo de un método o previo a
la introduccion de una nueva metodologia al analisis de rutina. Se distingue entre
validacion inicial de un método analitico cuantitativo, y validacion de la extension del
alcance de un método ya existente, cuando se incluyen nuevos analitos y/o matrices.
A su vez se llevan a cabo verificaciones continuas (on-going validation) del

desemperio del método durante el andlisis de rutina de laboratorio %6,

Los parametros definidos por el Documento SANTE/11312/2021 son la linealidad,

el efecto matriz, limites de cuantificacion (LOQ), selectividad, especificidad, veracidad,



precision (repetibilidad y reproducibilidad) y robustez, asi como parametros de
identificacion de analito, como el tiempo de retencion y la relacidon de iones (ion ratio,
IR).

A continuacién, se definen los pardmetros de validacion de metodologias

mencionados.

Exactitud: Es definida como el grado de concordancia entre el resultado analitico
obtenido y el valor de referencia aceptado. Se mide a través de materiales de

referencia certificados o participacioén en ejercicios de intercomparacion.

Veracidad: Se define como la concordancia entre el valor promedio esperado
(recuperacién media) y el valor de referencia aceptado (valor verdadero). La medida
de la veracidad normalmente se expresa como "sesgo". Lo medimos como el

porcentaje de recuperacion.

Recuperacion: La proporcion de analito que queda al final de la determinacion luego

de la adicion de estandares a una muestra en blanco (muestra que se conoce no

contiene niveles detectables de los analitos) previo a la extraccion.

El proceso de adicion de estandares a una muestra blanco es también denominado
fortificacion, donde se adiciona a una matriz blanco, concentraciones conocidas del
analito o analitos de interés, en por lo menos dos niveles de concentracion, el limite

de reporte y un nivel mas alto.

Las recuperaciones medias de la validacion inicial deben estar dentro del rango 70-
120%. Para verificaciones continuas de la conformidad del método analitico, se puede

utilizar, para recuperaciones individuales, el rango de 60-140%.

Precision: Hace referencia al grado de concordancia de los resultados analiticos
obtenidos mediante pruebas independientes en las condiciones establecidas. Se
evalla a partir de la repetitividad y reproducibilidad.

Repetitividad: La precision (desviacion estandar) de la medicion de un analito,

generalmente obtenido de la recuperacién o analisis de materiales de referencia,
obtenidos utilizando el mismo método en la misma muestra en un solo laboratorio
durante un periodo corto de tiempo durante el cual no existen las diferencias entre los
materiales, equipos empleados y/o analistas involucrados. Un meétodo analitico

cuantitativo debe ser capaz de proporcionar valores con una repetitividad asociada



RSDr < 20%, para todos los analitos dentro del alcance del método. Manteniéndose

el criterio para verificaciones continuas de la conformidad del método analitico.

Reproducibilidad: La precision (desviacion estandar) de la medicion de un analito,

normalmente mediante recuperacion o andlisis de materiales de referencia, obtenidos
empleando el mismo método en varios laboratorios, por diferentes analistas, o durante

un periodo en el cual pueden existir diferencias en los materiales y equipos utilizados.

Robustez: Es la capacidad de método analitico de permanecer inalterado frente a

pequefias variaciones en los parametros operacionales del método.

Limite de cuantificacion (LOQ): El mas bajo nivel de concentracion o masa del

analito que ha sido validado con una precision y veracidad aceptable mediante la

aplicacion de la método analitico completo y criterios de identificacion.

Selectividad: Se refiere a la capacidad de la extraccion, limpieza, derivatizacion, el
sistema de separacion y especialmente el detector para discriminar entre el analito y

otros compuestos.

Especificidad: La capacidad del detector para proporcionar sefiales que identifiquen

efectivamente el analito.

Linealidad: La capacidad del método de proporcionar resultados experimentales,

dentro de un rango determinado, proporcionales a la concentracion del analito.

Efecto matriz: Se refiere al efecto atribuido a uno o mas compuestos que pueden

extraerse de la muestra junto con el analito, pudiendo generar un aumento o
disminucién de la respuesta del detector en comparacion con la producida por
soluciones en solvente del analito. La presencia o ausencia de tales efectos puede
demostrarse por la diferencia de respuesta del estandar en extracto de matriz y
estandar en solvente. El efecto matriz para un determinado analito se evalia mediante
la comparacion de la curva de calibracion en matriz (matrix-matched) con la pendiente

de la curva de calibracién en solvente, empleando la siguiente ecuacion:

pendient en curva matrix matched

Efecto Matriz (%) = [( ) — 1] x 100

pendiente de la curva en solvente

Ecuacion 1 - Determinacion del efecto matriz en porcentaje



Frente a métodos en los que se observe efecto matriz para una determinada
combinacion matriz/analito, la cuantificacion debe realizarse mediante curvas de

calibracion en matriz o patrones isotépicamente marcados.

1.9.2 Criterios para la identificacién y confirmacién del analito

Para identificar y confirmar los analitos evaluados, las guias SANTE para la
identificacion de micotoxinas 12089/2016 estipula los requisitos necesarios desde el

punto de vista cromatografico y de espectrometria de masas °’.

1.9.2.1 Requisitos para la cromatografia
El tiempo de retencion (tR) del analito en el extracto debe coincidir con el del
estandar, ya sea empleando curva de calibracion en solvente o matriz, tenga una

tolerancia de +0.2 minutos.

1.9.2.2 Requisitos para espectrometria de masas (MS)

Para la deteccion por espectrometria de masas, se requiere la correcta seleccion
de transiciones especificas para el analito, debiendo incluir, de ser posible, el ion
molecular, o aductos de este, para la medicidn e identificacion. La identificacion se
debe basar en los picos cromatograficos para dos o mas transiciones especificas de
analito. En general, los iones de m/z mayores a 100 son mas selectivos para
identificacion.

Los picos deben tener similar forma de pico, superponerse uno con otro, y debe
mantenerse la relacion de abundancia con respecto al estdndar empleado. Las
intensidades relativas de iones o ion ratio (IR), definido como la respuesta del pico con
menos area, divida por la respuesta del pico de mayor area, debe estar dentro del

+30% relativo, al promedio obtenido para los estandares de la misma corrida.

Estos criterios pueden a su vez ajustarse de acuerdo con los distintos modos de
deteccion de espectrometria de masas, ya que de ellos depende el grado de

selectividad y especificidad, y con ello, la confianza en la identificacion.

1.10 Proyecto INNOVAGRO

En el marco del Proyecto Innovagro Inocuidad FSA | 2017_1 139442 se plante6
el estudio de la FE en varios aspectos, como ser la incidencia de las diferentes
especies y quimiotipos causales de la enfermedad en nuestro pais, la sensibilidad de

los aislamientos obtenidos a fungicidas comerciales registrados para su uso en trigo,



y la interaccion de las cepas de hongo con diferentes cultivares de trigo con reaccion
diferencial a FE. Ademas, se plante6 evaluar el nivel de residuos de fungicidas y

contenido de micotoxinas en los distintos ensayos realizados.

En base a esto, se planted este trabajo de tesis en el cual se desarrollaron
estrategias analiticas para el estudio de las micotoxinas asociadas a FE, empleando
HPLC-MS/MS, enfocando la busqueda de micotoxinas a los Tricotecenos tipo B (DON,

15ADON, 3ADON, NIV) y ZEA, dado su prevalencia en este tipo de cultivo.

1.11 Hipotesis

Se podra desarrollar un método analitico multiresiduo adecuado para la
evaluacion del perfil de micotoxinas asociadas a la Fusariosis de la Espiga, en los
cultivos de trigo nacional.



2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

El objetivo de esta tesis es aplicar estrategias analiticas al estudio de las

micotoxinas asociadas a Fusariosis de la Espiga en el trigo cultivado en el pais.

2.1 Objetivo general

Desarrollar y validar una estrategia analitica para la deteccién y cuantificacion de
micotoxinas asociadas a Fusariosis de la Espiga en trigo, y su aplicaciéon para la
caracterizacion de muestras asociadas al proyecto Innovagro, utilizando como
principal herramienta la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa en

tAndem.

2.2 Objetivos especificos
Los objetivos especificos de esta propuesta son:

1. Desarrollar un método analitico para la deteccion de micotoxinas en granos de
trigo y determinar las cifras de mérito de la metodologia optimizada.

2. Caracterizar las micotoxinas derivadas de la poblacién de Fusarium circulante
en el pais en la zafra 2018.

3. Caracterizar las interacciones entre cepas del CEFG y diferentes genotipos de

trigo en cuanto a la produccién de micotoxinas en ensayos controlados.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Equipos

3.1.1 Sistema instrumental analitico

Se emplearon dos equipos en distintos estadios del proyecto de tesis. En primera
instancia el analisis cromatogréfico fue realizado en un equipo HPLC (Agilent
Technologies 1200 series, EE. UU.) acoplado a un espectrémetro de masas triple
cuadrupolo (ABSciex API13200), con fuente de ionizacion por electrospray (ESI), en
modo negativo. Posteriormente, se continué en un HPLC (Agilent Technologies 1200
series, EE. UU.) acoplado a un hibrido, triple cuadrupolo trampa lineal (4000 QTRAP
LC-MS/MS, SCIEX Instruments, Foster City, CA) operando en modo ESI, tanto
negativo como positivo (Imagen 1). Los cromatogramas se adquirieron en el Analyst
software v 1.7 (SCIEX).

3.1.2 Otros equipos
Para la molienda de granos de trigo se empled una licuadora Osterizer de 3

velocidades, modelo 4126 (Sunbeam Products, Inc, EE. UU.). Otros equipos
empleados fueron: balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204-S/FACT (Mettler
Toledo, EE. UU.), bafio de ultrasonido Daihan modelo WUC-AO02H (Daihan Scientific
Co., Seul, Corea), agitador orbital shaker Labotecgrup modelo HZ-82 (Labotecgrup,
China), vortex Wise Mix modelo VM-10 (Wisd Laboratory Equipment, Alemania),

rotador multitubo Barnstead modelo 4632-1 (Barnstead International, EE. UU).

Se utilizé agua ultrapura (18,2 MQ cm) para la extraccion de las muestras y fases
moviles, obtenida de un sistema de agua ultra pura Arium Mini (Sartorius, Alemania)

y un sistema de agua ultra pura Direct-Q3 de Millipore (Billerica, MA).



Imagen 1 - HPLC (Agilent Technologies 1200 series) acoplado a un hibrido, triple
cuadrupolo con trampa lineal (4000 QTRAP LC-MS/MS)

3.2 Materiales y reactivos

Los estandares de DON, 15ADON, 3ADON, NIV y ZEA, con pureza de 99,47%,
99,0%, 99,69%, 99,35% y 99,88% respectivamente, fueron adquiridos en Fermentek
Ltd (Israel).

Acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) grado HPLC fueron comprados en J.T. Baker
(México), el acido férmico y acido acético (HAc) glacial de grado analitico fueron
adquieridos en Merck (Alemania). El formiato de amonio fue adquirido de Sigma
Aldrich (EE. UU). Sulfato de magnesio anhidro (MgSQOa4) y citrato de sodio dihidrato
(CsHsNasO7-2H20) provienen de Carlos Erba Reagents S.A.S (Alemania), el cloruro
de sodio (NaCl) de grado biotecnoldgico fue comprado de Amresco (EE. UU.), y el
citrato de sodio sesquihidrato (CsHsNa207-1.5H20) fue obtenido de Scharlab
(Espana).

Se utilizo nitrdgeno industrial de Linde (Uruguay). Todas las muestras para inyectar
en el HPLC-MS/MS fueron filtrados por un filtro de 0,22 um de 13 mm de diametro, de
material fluoruro de polivinilideno (PVDF) obtenidos de Waters (EE. UU.).

3.3 Preparacion de estandares

Los estandares de las micotoxinas a evaluar fueron reconstituidos con MeOH hasta
una concentracion de 5000 mg/L para DON, 15ADON, 3ADON y NIV, y concentracion

de 10000 mg/L para ZEA, fraccionadas y conservadas a -20°C. Se prepararon



soluciones intermedias de trabajo de 10 mg/L y 1 mg/L a partir de las soluciones

madre, empleando MeOH como solvente.

3.4 Muestras de Trigo

Las muestras de trigo obtenidas en el marco del proyecto Innovagro fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Fitopatologia de INIA La Estanzuela.

3.4.1 Muestras de trigo zafra 2018
Se recibieron muestras de 200 g de granos de trigo correspondientes a 71

muestreos de diferentes cultivares, colectados de campo, durante la zafra de 2018,
en colaboracién con cooperativas agricolas y compafiias situadas en siete localidades

diferentes del area productora del pais.

Estas 71 muestras se distribuyen entre los departamentos de Soriano (28), Florida
(15), San José (9), Rio Negro (8), Colonia (5), Paysandu (4) y Florida (2).

Las muestras pertenecen a varios cultivares de trigo con diferentes caracteristicas,
siendo el principal el Algarrobo (28), seguido por G 2375 (11), G 6.28 (11), Curupay
(9), Bag 11 (4), SYN 200 (3), G 2366, G 6.38, K. Nutria cada uno con 2 muestras. Por
ultimo, se obtuvo una Unica muestra de los cultivares G 2433, G 6.81, G 6.87, G 6.88,
Nogal, SYN 211 y SYN 300.

3.4.2 Muestras de trigo provenientes de ensayos de manejo de FE
Se recibieron muestras de 200 g de granos de trigo correspondientes a ensayos

dirigidos, realizados en Colonia en los afios 2018 y 2019 en INIA La Estanzuela como
parte de la tesis de posgrado de Leydi Sevillano. Estos ensayos fueron realizados para
evaluar el efecto de distintas formas de manejo de la FE (resistencia del cultivar,
aplicacion de fungicidas y momento de aplicacién de estos), en el nivel de micotoxinas

(correspondiente a esta tesis) y residuos de fungicidas (tesis de L. Sevillano).

El trigo fue sembrado en parcelas de 4x1 m, para cada tratamiento a evaluar,
incluyendo muestras testigo. Para la inoculacion de las espiguillas de trigo se preparo
una mezcla de aislados monospéricos de F. graminearum sensu stricto,
potencialmente productores de 15ADON. Estos aislados habian sido identificados y
corroborados molecularmente por la Catedra de Microbiologia de Facultad de
Quimica, seleccionandose 12 especies, que segun pruebas de agresividad realizadas

en INIA, algunos de los aislados eran muy agresivos.



Dos cultivares de trigo, uno susceptible (INIA Don Alberto o IDA) y otro
moderadamente resistente (Génesis 6.87 o0 2387), fueron inoculados en las espiguillas
centrales de la espiga. Los tratamientos antifungicos consistieron en mezclas de
fungicidas, SWING PLUS (metconazol + epoxiconazol) y PROSARO (protioconazol +
tebuconazol), considerados de alta eficiencia para el control de la FE. Las dosis
recomendadas para trigo son: 1,5 L/ha de SWING PLUS (metconazol + epoxiconazol)
y de 0,75 L/ha para PROSARO (protioconazol + tebuconazol). Dichos fungicidas,
fueron aplicados en tres momentos, inicio de la floracién (antesis), mitad de antesis y
llenado de grano (3/4 de grano acuoso). Estos corresponden al momento de aplicacion

Z61, Z65 y Z71 respectivamente segun escala de Zadoks.

Los ensayos fueron realizados en distintas temporadas del afio. El ensayo Colonia
1 2018 fue caracterizado como temporada de baja enfermedad, mientras que los
ensayos Colonia 1 y 2 2019 fueron caracterizados como temporadas de alta y
moderada enfermedad respectivamente. La determinacion de nivel de enfermedad se
realizd mediante el indice de fusariosis de la espiga (IFE), el area debajo de la curva
del progreso de la enfermedad (siglas en inglés, AUDPC) y por el porcentaje
peso/peso de granos con sintomas en muestra de 25¢g, segun la comision canadiense

(Fusarium Damaged Kernel o FDK%).

Procedencia NUmero de muestras

Colonia 1 2018 31
Colonia 1 2019 56
Colonia 2 2019 28

Zafra 2018 71

Tabla 6 - Numero y procedencia de las muestras analizadas en la investigacion.

3.4.3 Conservacion de las muestras
Previa homogeneizacion, los granos de trigo se molieron en una licuadora

Osterizer, durante 45 segundos a la velocidad mas alta, hasta obtener un tamafio de
particula similar a la harina. Se trasvas6 a doble bolsa de nylon con cierre hermético

rotulada con identificacion de la muestra y conservadas a -20°C, hasta su analisis.



3.5 Métodos analiticos evaluados

3.5.1 Método 1
El desarrollo del método 1 esta basado en el método propuesto por Michael Sulyok

y colaboradores ©°, posteriormente optimizado y validado para 295 metabolitos
provenientes de hongos y bacterias por Malachova y colaboradores en el afio 2014 67,
Consiste en un método HPLC-MS/MS tipo “dilute and shoot”, multi-analito, en cuatro
tipos de matrices de distinta complejidad: puré de manzana (alto contenido de agua),
avellanas (alto contenido de grasas), maiz (representando cereales y matrices con
alto contenido de almiddn) y pimiento verde (materias primas con matriz compleja). El
método fue adaptado a la matriz seleccionada para este estudio, a los analitos de
interés y la disponibilidad de equipamientos en el laboratorio. En la figura 9 se presenta
un esquema de trabajo correspondiente al método 1, describiendo los pasos del

trabajo de laboratorio.

3.5.1.1 Extraccion

A 5 g de muestra contenidos en un tubo de polipropileno de 50 mL, se afiadieron
20 mL de solvente de extraccion (ACN/H20/HAc, 79:20:1, v/v/v). Se agitd durante 90
minutos empleando un rotador multitubo. Se decant6 por gravedad durante 15
minutos. Un volumen de 2 mL de los extractos es filtrado empleando un filtro de PVDF
de 0,22 um. De este ultimo se transfirieron 500 pL con pipeta automatica a viales de
HPLC y se evaporaron a sequedad bajo una corriente de nitrdgeno industrial suave y
constante. Se reconstituyé en igual volumen con MeOH/H20/HAc (80:19:1, v/v/v)
empleando un agitador vortex por 2 minutos. El extracto se inyectd en el cromatégrafo

sin otro tratamiento adicional.

En la figura 9 se muestra el esquema de trabajo para el método 1.
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Figura 9 - Esquema de trabajo de método 1.
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3.5.1.2 Condiciones cromatograficas

Para la separacion cromatografica se emple6 una columna C18 de fase reversa
(100 mm x 4,6 mm x 3,0 um, Phenomenex, EE. UU.), en un equipo HPLC Agilent serie
1200 acoplado a un detector ABSciex AP13200. El método cromatografico estd basado
en reporte de Malachova y colaboradores ¢’. Las fases moviles son: fase A,
MeOH/H20/HAc (10:89:1, v/viv); fase B MeOH/H20/HACc (97:2:1, viviv). Se empled un
gradiente de elucion de las fases moviles a un flujo de 600 pL/min, por un tiempo de
corrida de 22,5 minutos, siguiendo el esquema de elucién presentado en la Figura 10.

La temperatura del horno fue de 20 £ 0,2 °C y el volumen de inyeccion de 10 pL.

- % A % B
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Figura 10 - Gradiente de elucion del método 1.

3.5.1.3 Condiciones de analizador de masas

Se empled el modo de Monitoreo de Reacciones Mdltiples, o por su nombre en
inglés Multiple Reaction Monitoring (MRM), en polaridad negativa para la deteccion de
las transiciones correspondientes a las distintas micotoxinas. La configuracién de la
fuente de ESI fue la siguiente: Gas Cortina 18 psi, Gas de Colision 4, Voltaje de

Electrospray - 4500 V, Temperatura 450°C, Gas Fuente de lones 1, 35 psi, Gas Fuente
de lones 2, 50 psi.

3.5.1.4 Control de Calidad método 1

Como control de calidad se empled una muestra blanco fortificada con estandares

de las cinco micotoxinas a una concentracion de 4 mg/kg (1000 ug/L en extracto), para



evaluar cambios de intensidad de la sefial en el tiempo. EI mismo fue inyectado cada

10 determinaciones.

3.5.1.5 Miniaturizacién del método 1
Para la validacion, se realiz6 una miniaturizacion del método, empleando 1 g de
muestra en un volumen de 4 mL de solvente de extraccion, siguiendo el ejemplo

proporcionado por el método del articulo de referencia ©”.

3.5.1.6 Validacion método 1

La validacién del método fue realizada siguiendo el protocolo de validacion
generado por el laboratorio de Quimica Bioanalitica, y posteriormente segun la norma
DG SANTE, Documento No. SANTE 12682/2019 7°, evaluandose los parametros

descritos a continuacion.

Veracidad: La veracidad fue evaluada mediante la adicién de cantidades conocidas
de mezcla de estandares a muestra blanco, en tres niveles de concentracion, cada
uno por triplicado; 2, 4 y 6 mg/kg correspondiente a 500, 1000 y 1500 pg/mL en

extracto.

Se procedié a la fortificacion de muestras blanco, mediante la adicion a la misma
de una mezcla de estandares de las cinco micotoxinas, dejando evaporar el solvente
durante toda la noche, siguiendo los lineamientos del método de referencia ¢’. Luego
se procedio a la extraccidon de las muestras y evaluacion del extracto, para determinar

el porcentaje de recuperacion.

Precision_instrumental: Mediante la inyeccion del punto medio de la curva de

calibracion en matriz, por quintuplicado y calculando su RSD% se evalud la precision

instrumental.

Repetitividad: Para la precision del método se realizaron 5 extracciones
independientes de una muestra blanco adicionada con una concentracion de 4 mg/kg
(1000 ug/L en extracto) de mezcla de estandares. Se calculé el RSD% de la respuesta

obtenida en el instrumento (areas).

Linealidad: La linealidad fue evaluada mediante 3 curvas de calibracion
independientes en solvente, asi como por curvas de calibracién en matriz en el rango
de 100 a 2000 pg/L. Para la curva en matriz, se extrajo una muestra blanco con el

método desarrollado y al extracto obtenido se le agregé un volumen definido de



extracto de matriz de diferentes concentraciones de las soluciones de estandares en

solvente.

Efecto matriz: De la relacion entre las pendientes de las curvas de calibracion en

solvente y matriz, se calcul6 el porcentaje de efecto matriz, segun la Ecuacion 1 (ver

la seccion 1.9.1).

LOQ: De acuerdo con la guia SANTE, se establecen como la menor concentracion
en la cual se observa una precision con RSD < 20% y una recuperacion entre 70 y
120%. Este ensayo no pudo ser realizado para este método por un inconveniente en
el instrumento utilizado, comenzado entonces una colaboracion con DQL usando el
4000 QTRAP para el desarrollo del método 2.

3.5.2 Método 2
Realizado en colaboracion con el DQL, Cenur Litoral Norte en Paysandu. El

método?’?® habia sido evaluado previamente para el andlisis de fungicidas, ZEA y DON,
extendiéndose en este trabajo de tesis para los otros 3 compuestos de interés; NIV,
3ADON y 15ADON. Una vez optimizados los compuestos se procedio a la evaluacion

del desempefio de dicha metodologia y posteriormente a su validacion.

3.5.2.1 Extraccion

Consiste en un método de QUEChERS citrato modificado 3. A 2 g de trigo molido
se le adicionaron 10 mL de una solucion de extraccion conteniendo ACN/H20/acido
férmico (80/19/1, v/viv). Se agitd manualmente por 1 minuto. Se afiadieron las sales
MgSOa4 anhidro (3,6 g), NaCl (0,9 g), CsHsNasO7-2H20 (0,9 g) y CsHsNa207-1.5H20
(0,45 ), agitandose manualmente por 3 minutos. A continuacion, se agitd mediante
shaker orbital horizontal a 250 r.p.m por 15 minutos, dejando reposar por 20 minutos
en posicion vertical. Un volumen de 2 mL del sobrenadante fue filtrado empleando un
fitro de PVDF de 0,22 um. Se realiz6 una toma de 500 pL para evaporacion a
sequedad con nitrégeno industrial a un flujo constante, que se recuperé en 200 L de
solucion de MeOH/0,1% acido formico en H20 (80:20, v/v).

Para muestras que presentaron un alto contenido de DON, se repitié el analisis
realizando una dilucion del extracto de 1000 veces. Para ello, se evaporaron 50 pL de
extracto de la muestra y se recuperaron en 1000 pL de solucion de MeOH/0,1% acido
formico en H20 (80:20, v/v). En la figura 11 se presenta un esquema de trabajo

correspondiente al método 2, describiendo los pasos del trabajo de laboratorio.
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Figura 11 - Esquema de trabajo del método 2.




3.5.2.2 Condiciones cromatograficas

La separacion cromatografica se realizé en una columna C-18 de fase reversa
(Agilent Eclipse XDB-C18 de 150 x 4,6 mm y 3,5 ym, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA), usando un gradiente de elucién de fases moviles. Se emple6 un sistema
4000 QTRAP LC-MS/MS para la determinacion de las cinco micotoxinas mediante dos
métodos; en modo positivo se evaluaron ZEA y 15ADON, en modo negativo se
evaluaron DON, NIV y 3ADON.

Modo positivo: ZEA 'y 15 ADON

Fase movil A, H2O0/MeOH (98:2 v/v) con 5 mM formiato de amonio, 0,1% acido
formico, Fase movil B MeOH/H20 (98:2 v/v) con 5 mM formiato de amonio, 0,1% &cido
formico. Se realizo un gradiente de elucion de fases mdviles segun la Figura 12, con
un flujo de 600 pL/min por 19 minutos. El volumen de inyeccion fue 5 pL y la
temperatura de la columna 20 °C.

Modo negativo: DON, NIV, 3ADON

Fase movil A, agua con 5 mM acetato de amonio, 0,1% acido acético, Fase Movil
B, MeOH/H20 (95:5 v/v) con 5 mM acetato de amonio, 0,1% acido acético. El gradiente
de fases moviles fue igual al modo en positivo (Figura 12), con un flujo de 600 pL/min
por 19 minutos. El volumen de inyeccion fue 5 pL y la temperatura de la columna
20 °C.
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Figura 12 - Gradiente de elucién para el método 2.



3.5.2.3 Condiciones de analizador de masas

Modo positivo: ZEA 'y 15 ADON

La configuracion de la fuente ESI fue la siguiente: Gas cortina 20 psi, Fuente de lon
Spray 5500 V, Temperatura 500°C, Gas Fuente lones 1 50 psi, Gas Fuente lones 2
50 psi, ihe ON.

Modo negativo: DON, NIV, 3ADON

La configuracion de la fuente ESI es la siguiente: Gas cortina 20 psi, Fuente de lon
Spray - 4500 V, Temperatura 500°C, Gas Fuente lones 1 50 psi, Gas Fuente lones 2
50 psi, ihe ON.

3.5.2.4 Control de calidad

Junto con las muestras se procesaron bajo las mismas condiciones y el
procedimiento analitico desarrollado, un blanco de muestra, un blanco de reactivo,
muestras blanco fortificadas con concentracion de 100 pg/kg para NIV, ZEA, 15ADON,
3ADON y 2500 pg/kg para DON, por triplicado.

3.5.2.5 Validacién método 2

Para la validacion del método, se siguieron los criterios de acuerdo con las guias
de la Unién Europea para la identificacion de micotoxinas, la norma SANTE No.
12089/2016 °, asi como el Documento No. SANTE/11312/2021 para la validacién de
métodos analiticos °6. Se evaluaron veracidad (% recuperacién), precision
(reproducibilidad intermedia y repetitividad), limite de cuantificacién, linealidad y efecto

matriz.

Para evaluar veracidad, LOQ y precision intermedia, se realizaron fortificaciones en
varios niveles de concentracidon. Se evaluaron tres niveles de concentracion para NIV,
15ADON y 3ADON (35, 50 y 100 pg/kg) y dos niveles para DON y ZEA (100 y 250
pag/kg). Posteriormente se evalué DON a 2500 pg/kg.

Identificacion y confirmacion: Para detectores de MS/MS de tipo triple cuadrupolo,

trampa de iones, Q-trap, Q-TOF y Q-Orbitrap, se requiere para la identificacion, ya

sea mediante modo de adquisicion de monitoreo de reacciones seleccionadas



(selected reaction monitoring o SRM) o monitoreo de reacciones multiples (multiple
reaction monitoring o MRM), un nimero minimo de 2 o mas iones productos, con una
relacion sefial/ruido mayor a 3. Los picos de los iones de los analitos deben solaparse
completamente, con un ion ratio dentro del +30% relativo al promedio de los

estandares de calibracion de la misma corrida.

El ion ratio (IR), calculado como la relacion entre las areas de las transiciones, se

determina segun la formula presentada a continuacion.

area de transicién de confirmacién

Relacion de areas (IR) = - — VTS
area de transicion de cuantificacion

Ecuacion 2 - Célculo de la relacion de areas de iones productos para la

identificacion de analitos mediante MS/MS.

El tiempo de retencidn entre los analitos y los estandares de calibracion medidos

en la misma secuencia, podran tener una tolerancia de +0,2 minutos.

Recuperacion: La veracidad del método se evalué mediante la fortificacion de 5

réplicas de la masa de muestra blanco optimizada, a niveles de concentracion
conocidos de estandares (35, 50 y 100 pg/kg para 15ADON, 3ADON y NIV, y 100 y
250 pg/kg para ZEA y DON). Estas muestras fueron posteriormente analizadas
mediante el método de extraccion y HPLC-MS/MS propuesto. El valor de recuperacion
fue calculado como el porcentaje de la relacidn entre la concentracion experimental

determinada y la concentracion tedrica esperada.

El porcentaje de recuperacion fue calculado tomando como 100% la concentracion
de micotoxina esperada en vial (valor esperado), contra el valor de concentracion
obtenido de la interpolacion del area del pico del analito problema en la curva de

calibracion.

Muestra blanca: La misma consiste en una muestra o porcion de extracto que se

sabe no que tiene niveles detectables de los analitos de interés. En este caso, la
muestra blanco empleada contenia cantidades de DON muy por debajo del limite de

cuantificacion.

Fortificacion: Se basa en la adiciobn de un volumen de solucion estandar a las

concentraciones seleccionadas, conteniendo las cinco micotoxinas de interés, a los 2



gramos de muestra blanco. Luego de homogeneizacion por vortex, se esperaron 15-

20 minutos antes de proceder con la extraccion de las muestras.

Repetitividad: Para la evaluacién de la repetitividad del método, se fortificaron 5

réplicas para cada uno de los niveles seleccionados a evaluar. A partir de las areas

obtenidas, se calcul6 él %RSD.

La repetitividad del instrumento se determind mediante la inyeccion por
quintuplicado de una solucion de la curva de calibracion en solvente de concentracion

125 pg/L, calculandose el %RSD a partir de las areas obtenidas.

A partir del promedio y la desviacion estandar de las recuperaciones se calcula

el %RSD segun la ecuacion siguiente:

desviacion estandar de las recuperaciones
%RSD = , . %X 100
promedio de los recuperaciones

Ecuacion 3 - Célculo de la desviacion estandar relativa en porcentaje

Reproducibilidad: La reproducibilidad del método se evalué a partir del analisis

realizado por otro operador, siguiéndose el procedimiento previamente indicando,

calculandose el %RSD asociado.

Linealidad: Se realizaron curvas de calibracion tanto en solvente como en extracto
de matriz. Para la curva en solvente se emple6 MeOH/H20 (80:20, v/v) con 0,1%
férmico, evaluandose en el rango de 20 a 500 ug/L para NIV, ZEA, 15 ADON y 3ADON
con seis puntos de curva, y de 20 a 2500 pg/L para DON, con ocho puntos de curva.

Para la curva en matriz (matrix-matched), se preparan las mismas concentraciones
gue en solvente, empleando un volumen fijo de extracto de matriz blanco y estandares
en solvente. Se realiza este procedimiento para cada uno de los puntos de la curva

de calibracion.

A partir del &rea de los picos obtenidas obtenidos mediante MS/MS de la transicion
de cuantificacion, se grafica area vs concentracion empleando Office Excel®. Se
obtienen comportamientos lineales del tipo (y= ax + b), obteniéndose a su vez el

coeficiente de correlacion (R?).

La desviacion de las concentraciones retro calculadas de los estandares de

calibracion o por sus siglas en inglés BCC (back calculated concentration), se



calcularon mediante la ecuacion presentada a continuacion, partir de la curva de
calibracion matrix matched en la region relevante. El valor del BCC no debe superar
el £20%.

concentracion medida — concentracion verdadera
BCC(%) = — x 100
concentracion verdadera

Ecuacién 4 - Calculo de las concentraciones retro calculadas (back calculated

concentration) en porcentaje.

LOQ: Se tomd6 como LOQ a la menor concentracion de fortificacion, en la cual se
obtiene una recuperacion entre 70 y 120%, con un %RSD < 20, de acuerdo con la
definicion de SANTE/11312/2021.

Efecto _matriz. Se evalué el efecto matriz mediante la comparacion de las

pendientes de las curvas de calibracion en solvente y matriz, para cada analito, de

acuerdo con la Ecuacion 1.

3.5.3 Comparativa del método 2 con ELISA AgraQuant DON

De las muestras correspondientes al ensayo Colonia 1 2019, se seleccionaron 20
muestras para una comparacion entre los resultados obtenidos por el método HPLC-
MS/MS vy resultados obtenidos mediante el kit de ELISA AgraQuant DON test 2.

El AgraQuant DON test emplea una técnica de ELISA cuantitativa para la deteccion
de DON. El rango de cuantificacion es de 250 a 5000 pg/kg con un limite de deteccion
de 200 pg/kg.

Los resultados obtenidos mediante ELISA AgraQuant DON test, fueron realizados

como parte del ensayo de INIA y tesis de posgrado de Leydi Sevillano.

Las muestras seleccionadas fueron aquellas cuya concentracion determinada por
el ELISA estaban dentro del rango de cuantificacion de la técnica.

3.6 Tratamiento de datos

3.6.1 Analisis de las muestras
Una vez determinado el rango lineal, las concentraciones en las muestras fueron

calculadas a partir de la interpolaciébn del area obtenida para la transicion de



cuantificacion, en la curva de calibracion correspondiente a cada corrida en donde se

inyecto6 la muestra.

El valor de concentracion obtenido corresponde a la concentracion en vial. Por lo
que, teniendo en cuenta el factor de concentracion del método, la concentracion
obtenida debe afectarse por un factor de 1,6 para las muestras concentradas, y de un
factor de 80 para las diluidas, obteniéndose finalmente la concentracién en la muestra.

Se presenta el procedimiento de los calculos realizados en el Anexo |.

3.6.2 Tratamiento estadistico
Para evaluar la relacion entre los distintos tipos de cultivar, departamento de

siembra y contenido de DON en las muestras de trigo, se realiz6 un andlisis de

varianza de un factor (ANOVA), ejecutada en el programa Office Excel®.

Para la evaluacion por cultivar se establecieron cuatro grupos distintos, tomando
aquellos con mayor nimero de muestras; Algarrobo (grupo 1, n=20), Curupay (grupo
2, n=9), G 2375 (grupo 3, n=11) y G 6.28 (grupo 4, n=11). Se tomo6 como hipotesis
nula que no existen diferencias significativas entre los cultivares con respecto al

contenido de DON, y como hipétesis alternativa, que si hay diferencias significativas.

En cuanto a la evaluacion estadistica por departamento, se tomaron todos los
datos, conformando 7 grupos distintos, uno por cada departamento, planteandose las

mismas hipotesis nula y alternativa que para los cultivares.



4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Métodos

4.1.1 Optimizacion del Método 1

Esta metodologia fue seleccionada dada la simplicidad de su proceso de extraccion
y su aplicacién en diversas matrices, en mdultiples publicaciones cientificas, que
permitieron considerarlo un método adecuado %7273, El mismo fue ajustado a las

condiciones de trabajo y los analitos de interés para este estudio.

Las modificaciones realizadas con respecto al método de referencia en el proceso
de extraccion se debieron a la necesidad de adaptarse a los equipos disponibles en

el laboratorio.

4.1.1.1 Método cromatografico

El método de separacion instrumental se evalu6 empleando estandares de
micotoxinas en MeOH. Dado que es un método multianalito, se adaptdé el método
original de Malachova y colaboradores 87, a los analitos de interés. Tomando como
base el método cromatogréafico descrito por los autores mencionados, se optimizé el
flujo a uno adecuado a la columna empleada, de menor tamafo de particula que la
del método de referencia. Se adapt6 la temperatura de la columna, el volumen de
inyeccion y el gradiente de la fase movil para permitir una buena separacion de los
analitos y una anchura de picos aceptable.

El método cromatografico fue inicialmente evaluado en un instrumento de tipo
trampa de iones (Bruker Esquire 6000), con ionizacion electrospray (ESI), en modo
negativo, acoplado a un HPLC (Agilent Technologies 1200), donde se realizaron las
optimizaciones mencionadas. Por averia del espectrometro de masa, se continuo
trabajando en un equipo HPLC (Agilent Technologies 1200 series) acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadrupolo (ABSciex AP13200), en modo ESI, al cual
se traslado el método cromatografico previamente evaluado. En la figura 13 se pueden
observar la corriente total de iones o TIC (por sus siglas en inglés, total ion current),
para una mezcla de estandares evaluados a una concentracion de 500 pg/L, tanto en
solvente como en matriz. Con excepcion de 15ADON y 3ADON que co-eluyen, el

método cromatografico permitio la separacion de todas las micotoxinas.



25e+4 —

3ADON/15ADON (a)

2e+4 +
DON
NIV
1.5e+4 +
1e+4 + 1
/ ? ZEA

DON |

S5e+3 + NIV

Oe+0

Total Intensity (10°3)

t t t t
0 5 10 15 20
Time

1.8e+d +

i 3ADON/15ADON (b)
1.de+4 I
1,2e+4 +
1e+4

ZEA
8e+3 4
Gets 1 /

4e+3 <

Total Intensity (1043)

2e+3

oess T R . ; . . s v e b 7; s - s ;
0 5 10 15 20
Time

Figura 13 - TIC de mezcla de estandares a una concentracion de 500 ug/L vs tiempo (a)

en solvente, (b) en matriz.

Durante la evaluacion cromatografica inicial se observo que las formas de los picos
de NIV y DON (Figura 13), eran anchos y aserrados, principalmente el NIV, el cuél es
el primero en eluir. Esto podria atribuirse a la diferencia de fuerza eleutropica del
solvente de extraccion (ACN) y la fase mévil (MeOH). En cromatografias de fase
reversa, el ACN es considerado un eluyente fuerte en comparacion con el MeOH,
eluyendo los compuestos de forma rapida cuando es empleado en la fase moévil. En
este caso, los extractos conteniendo los analitos se encontraban en solucion de 79%

de ACN mientras que la fase mavil inicial contenia 20% de MeOH.



Para resolver esta situacion se plantearon dos alternativas, una de ellas fue realizar
una dilucion al medio con un solvente con menor concentracion de ACN (segun

método de referencia), y la otra, cambiar el solvente de la muestra a MeOH.

En el método original ¢7, luego de la extraccion, se realiza una dilucién al medio del
extracto empleando un solvente de dilucion (ACN/H20/HAc, 20:79:1 viviv), el cual
disminuye la concentracién de ACN previo a su inyeccion. Para corroborar, se realizé
dilucion de muestras fortificadas con el solvente de dilucion mencionado, no

observandose mejoras en la forma de los picos.

El cambio de solvente a uno tal que fuera similar a las condiciones iniciales de la
corrida (20% MeOH) fue empleado. A muestras fortificadas, luego de la obtencién del
extracto, se evaporé a sequedad con nitrégeno industrial. Se recupero la muestra en
dos soluciones distintas, MeOH/H20/HAc (20:79:1, v/viv) y MeOH/H20/HAc (50:49:1,
v/vIv). En la figura 14 se muestran los resultados de los cromatogramas producto del

cambio de solvente.

En estas condiciones, se obtuvieron picos de forma y ancho adecuados, pero se
observé que, a estas concentraciones de MeOH, quedaba material en suspension y
adherido a las paredes del vial. Se adicioné6 mas MeOH hasta que todo el material
guedara disuelto, determinandose que el porcentaje de MeOH tenia que estar entre
80-90%.

La evaluacion empleando como solventes MeOH/H20/HAc (80:19:1, viviv) y
MeOH/H20/HAc (90:9:1, v/viv), permitié observar picos de forma y ancho adecuado
(Figura 15), sin obtener material en suspension ni adherencia en las paredes del vial.
Dado que entre 80% y 90% de MeOH no hubo diferencias de apreciables en la forma
de los picos, se optd trabajar con la composiciéon 80% de MeOH, por ser la mas

cercana a condiciones cromatograficas iniciales.
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4.1.1.2 Parametros del analizador de masas

Para la deteccion por MS/MS, se evaluaron parametros como la intensidad de la

sefal,

forma de

caracteristicos.

los picos,

fragmentacion y determinacion de fragmentos




Cuatro de las cinco micotoxinas a evaluar (DON, NIV, 3ADON y ZEA), de acuerdo
con la bibliografia, se observan de forma adecuada en modo de adquisicién de iones
negativos. El 15ADON, en cambio, se observa mejor en modo positivo. Se pueden
formar varios iones segun la composicion de la fase movil y los solventes de extraccion
utilizados, segun se detalla en la Tabla 7. Con la intencién de desarrollar un método
gue se lleve a cabo en una sola corrida, se procedio a la optimizacién del 15ADON en

modo negativo.

Micotoxina Formula [M-H]" [M+Ac]" [M+H]* [M+Na]* [M+K]*
DON Ci1sH2006 296 295 355 297 319 335
NIV C17H220O7 312 311 371 313 335 51

15ADON  Ci7H2207 338 337 397 339 361 377
3ADON  Ci5H2007 338 337 397 339 361 377
ZEA C1gH2205 318 317 377 319 341 357

Tabla 7 - Férmula, peso molecular (PM) y principales iones precursores formados

durante la ionizacion para los tricotecenos tipo B y ZEA. Ac=acetato.

La optimizacion fue realizada mediante la inyeccion directa de estandares a la
fuente de ionizacion mediante el sistema FIA (del inglés, Flow Injection Analysis), sin

separacion cromatogréfica previa.

Para las micotoxinas DON, NIV, 3ADON y ZEA se realiz6 la optimizacién
automética de la fragmentacién, obteniéndose varios fragmentos de los cuales se
seleccionaron los dos de mayor intensidad. La optimizacion para el 15ADON se realizo
de forma manual, dado que, al realizar la optimizacion de forma automatica, no se

obtuvieron resultados aceptables.

Se seleccionaron dos transiciones para las micotoxinas DON (355,2/59; 355,2/265),
NIV (371/56; 371/281,3) y ZEA (319,1/62,9; 319/275), la de mayor intensidad para
realizar la cuantificacion, y la que le sigue en intensidad como transicion de

confirmacion.

Los isbmeros 15ADON y 3ADON tienen el mismo m/z del ion precursor. Dado que
tienen un fragmento mayoritario en comun, se evaluod para el 3ADON tres fragmentos
(397/59,2; 397/307,4; 397/337,1), incluyendo el fragmento en comun, y para el

15ADON uno sélo de sus fragmentos (337/173,1), el cual no se encuentra entre los



fragmentos del 3ADON. A partir de los resultados de la optimizacion dificultosa del
15ADON en modo negativo, se eligio una mayor cantidad de fragmentos para 3ADON,

con la intencién de distinguirlo de su isémero.

En la Tabla 8, se encuentran las condiciones optimizadas de cada transicion para
los analitos que incluyen: el potencial de desagrupamiento o declustering potential
(DP), el potencial de entrada o entrance potential (EP), energia de colision o collision

energy (CE) y el potencial de salida de la celda de colision collision cell exit potential

(CXP).
. lon precursor lones tR
Analito m/z sroducto (min IR DP (V) EP (V) CEP (V) CE (V) CXP (V)
NIV M+A 371 >9 4,46 0,39 30 11 10 30 2
+ - - - -
(M+Ac] 2813 -14 2
59 -36 -36
DON [M+Ac]” 355,2 6,49 0,41 -45 -2 -32
265 -28 -2.00
15ADON  [M-HJ 337 173,1 9,99 - -4781 -8,11 -14,39 -18,2 -4,87
59,2 0,13 -22 -2
3ADON [M+Ac]” 397 337,1 9,99 0.06 -20 -3,5 -20 -10 -10
307,4 ’ -20 -2
62,9 -62 0
ZEA [M-H]: 319,1 18,57 0,80 -85 -10,5 -48
275 -34 -20

Tabla 8 - lon precursor, iones productos, tiempos de retencion (tR), ion ratio (IR) y
condiciones de voltaje en el espectrometro de masas para método 1. Se marca en

negrita la transicion de cuantificacion.

4.1.2 Validacion preliminar del método 1

En base a protocolos desarrollados por el laboratorio de Quimica Bioanalitica se
comenz6 el proceso de validacion. Se obtuvieron valores preliminares de
recuperacion, precision, linealidad y efecto matriz. No se pudo realizar la validacion

completa de acuerdo con este documento por averia del equipo en uso.
En la tabla 9 se presenta un resumen de los resultados obtenidos.

Recuperacion: Se evaluaron tres concentraciones de mezcla de estandares, de 2,

4 y 6 mg/kg. Se obtuvieron recuperaciones promedio de 51% para NIV, 41% para



DON, 130% para el 3ADON, 138% para 15ADON y 154% para ZEA, a todos los

niveles de concentracién seleccionados.

Precision instrumental: Evaluada como él %RSD de la inyeccion por quintuplicado

del punto de concentracion 1000 pg/L de la curva de calibracibn en matriz. Con
excepcion de la ZEA, el resto de los analitos arrojaron valores cercanos o menores al
10%. Se obtuvieron valores de %RSD de 11% para 15ADON, 2% para el 3ADON y
DON, y de 7% para NIV. El valor de %RSD obtenido para la ZEA fue de 19%.

Repetitividad: EI %RSD del método evaluada a partir de fortificaciones por

guintuplicado de concentracion de 4 mg/kg, dio como resultado valores de 9% para
15ADON, 7% para SADON y DON, 10% para NIV y 8 para ZEA.

Linealidad: Las curvas de calibracion, tanto en solvente como matriz, presentaron
linealidad en el rango de concentracion evaluado de 100 a 2000 pg/L, con coeficientes
de correlacién entre 0,98 y 0,99 para todos los analitos.

Efecto matrizz La evaluacion del efecto matriz fue realizada mediante la

comparacion de las pendientes de las curvas de calibracién tanto en solvente como
matriz empleando la Ecuacion 1. El efecto matriz fue similar en todos los niveles de
concentracion evaluados, siendo el %EM de 5% para 15ADON, -14% para 3ADON, -
35% para DON y NIV, y -41% para ZEA. Teniendo en cuenta estos resultados, se

emplearon curvas de calibracion matrix-matched para la cuantificacion.

LOQ: Para la determinacion del LOQ instrumental se tomo el valor mas bajo de la
curva de calibracion de 100 pg/L. Teniendo en cuenta la veracidad, el LOQ del método

seria estimado en 2 mg/kg.

A excepcion de la recuperacién (que no se pudo evaluar) y el LOQ, los resultados
obtenidos para la validacion de este método estuvieron dentro de los criterios
establecidos. La continuacion del ajuste del método, con una nueva evaluacién de los

parametros fue suspendida por rotura del equipo.



RSD% RSD% LOQ lon

e REMM instrumental método pug/L GIREe Ratio Sk
NIV 0,99 7 10 100 50 0,39 -35
DON 0,99 2 7 100 41 0,41 -35
3ADON 0,99 2 7 100 130 0,13 -14
15ADON 0,99 11 9 100 138 - 5
ZEA 0,98 19 8 100 154 0,8 -41

Tabla 9 - Resultados preliminares de la validacién del método 1 para las cinco
micotoxinas evaluadas, expresandose linealidad en matriz (R? MM), repetitividad
(%RSD) instrumental y del método, limite de cuantificacion (LOQ), porcentaje de

recuperacion (%Rec), ion ratio (IR), porcentaje de efecto matriz (YoEM).

4.1.3 Optimizaciéon del método 2

Este método fue previamente empleado por el grupo de trabajo de la Dra. Lucia
Pareja en el DQL, quienes evaluaron el mismo para pesticidas y las micotoxinas DON
y ZEA, en cebada y trigo 3. Se procedié a una extension del alcance del método para
incluir a las micotoxinas 15ADON, 3ADON y NIV, volviendo a evaluar a su vez DON y
ZEA.

4.1.3.1 Método cromatografico

El método instrumental se evalué empleando estandares de micotoxinas en MeOH.
Se realiz6 la optimizacion del método cromatografico en cuanto columna, fases
moviles y temperatura de la columna, manteniendo el flujo, gradiente de fases maoviles
y condiciones de MS constante, tanto en modo positivo como negativo de adquisicion
(Tabla 10). Se determinaron los LOQ instrumentales para los analitos evaluados
empleando estandares diluidos en MeOH:H20 0,1% férmico (1:1). Los mismos fueron
de 20 pg/kg para SADON, 15ADON y NIV, 30 ug/kg para ZEA y 50 ug/kg para DON.

Se seleccionaron el método A para ZEA y 15ADON y el método D para DON, NIV
y BADON. Al igual que en la evaluacion del método 1, se presentaron dificultades en
la optimizacion del NIV, observandose nuevamente picos de forma inadecuada,
anchos y aserrados. Dada la experiencia previa con esta micotoxina en el método 1,
se evaluo la redisolucion del extracto de las muestras con MeOH 80%, mejorando de
esta forma la visualizacion del analito, obteniéndose picos adecuados para su analisis.
Se logré obtener un método cromatografico que permitié la separacion de las

micotoxinas.



Modo positivo Métodos

Condiciones A B C
H>O/MeOH (98:2, viv)
. con 5mM formiato de Hz0 con 5 mM H,O con 0,1 %
Fase moévil A . g acetato de amonio, l ,
amonio, 0,1 % acido . . L. acido féormico
fbrmi 0,1 % acido acético.
ormico.
MeOH/H20 (98:2, viv) MeOH/H20 (95:5
Fase mévil B con 5mM formlqto_ de v/v) con 5 mM ACN
amonio, 0,1 % acido acetato de amonio,
formico. 0,1% acido acético
_ Volumfen de 5 5 5
inyeccion (pL)
Tamafio de particula
columna
C18 Eclipse XDB 3,5 35 5
(Hm)
Temperaturji de 20 30 45
columna (°C)
Modo negativo Métodos
Condiciones D E F
H20 con 5 mM acetato o 0
Fase movil A de amonio, 0,1 % acido HZO cor] 0’.1 % HZO cor] O’.l &
L acido féormico acido féormico
acético
MeOH/H20 (95:5 v/v)
, . con 5 mM acetato de MeOH con 0,1%
Fase moévil B . o ACN L S
amonio, 0,1% acido acido féormico
acético
_ Volumgn de 5 5 5
inyeccion (uL)
Tamafio de particula
columna
C18 Eclipse XDB 3.5 S Hm 3.5
(L)
Temperatur;a de 20 20 40
columna (°C)

Tabla 10 - Condiciones evaluadas en la optimizacién cromatografica del método 2.

4.1.3.2 Parametros de espectrometria de masa

La optimizacion de las condiciones MS fueron realizadas de forma manual. Se
inyectaron las soluciones de los estandares individuales de una concentracion de 100

pg/L a una velocidad de 10 pL/min en solucion ACN/H20 0,1% acido formico (1:1, v/v),



optimizandose dos transiciones para cada analito. Se trabajaron en modos de
adquisicion de iones positivo para 15ADON (339,1/137; 339,1/321,4) y ZEA
(319,2/301; 319,2/283,1); en modo de iones negativos para DON (355/59; 355/295,3),
3ADON (397/59,1; 397/337,1) y NIV (371,2/281; 371,2/311). La transicion de mayor
intensidad para cada uno de los analitos fue la seleccionada para realizar la
cuantificacion, la segunda transicion como confirmatoria. Los resultados de los
voltajes optimizados tanto en modo positivo como negativo se encuentran en las

tablas 11 y 12 respectivamente, presentandose en la Figura 16 los cromatogramas

correspondientes.

: lones tR
Analito  lon precursor (m/z) producto (min) DP (V) EP (V) CE (V)
137 53 5 23
15ADON [M+H]* 339,1 0.73 9,6
3214 78 12 18
301 17
ZEA [M+H]* 319,2 092 11,8 72 6
283,1 15

Tabla 11 - lon precursor, iones producto, ion ratio (IR), tiempo de retencion (tR) y

condiciones de voltaje en el espectrometro de masas para modo positivo, del método 2.

Se marca en negrita la transicion de cuantificacion.

. lon precursor lones tR
Analito (mliz) producto IR (min) DP (V) EP (V)
59 -48
DON [M+Ac] 355 0,40 8,2 -40 -3
295,3 -14,86
281 -25
NIV [M+Ac] 371,2 0,58 7,2 -40 -4
311 -12
59,1 -42 -4 -59
3ADON [M+Ac] 397 0,28 9,7
337,1 -20 -4 -10

Tabla 12 - lon precursor, iones producto, ion ratio (IR), tiempo de retencion (tR) y
condiciones de voltaje en el espectrometro de masas para modo negativo del método 2.

Se marca en negrita la transicion de cuantificacion.



Los isdbmeros 3ADON y 15ADON no logran resolverse cromatograficamente con
los métodos HPLC, aun empleando columnas eficientes. Como ha sido reportado en
la literatura en los grupos de investigacidn con mas experiencia en la tematica, se
analiza el 3ADON en modo negativo y el 15ADON en modo positivo. Esto permite en
principio separar las sefiales para cuantificar cada isémero por separado. Sin
embargo, para confirmar estos resultados, se requiere un método que permita
separarlos cromatograficamente, lo cual podria lograrse usando una técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion o UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography). En la literatura mas reciente, se han desarrollado métodos con
UPLC para lograr su separacion . Los métodos desarrollados en esta tesis fueron
siguiendo los lineamientos de trabajos anteriores, trabajando en los dos modos de

adquisicion.
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Figura 16 - TIC de mezcla de estandares a una concentracion de 500 ug/L en

solvente, en modo negativo (a) y positivo (b), correspondientes al método 2.

4.1.3.3 Método de extraccion

Time, min

96 98 100 102 104 106 108 110 112 114 11.6. 118 120 122

Las modificaciones realizadas con respecto a la metodologia, al igual que en el

método 1 se debieron a la necesidad de adaptarse a los equipos disponibles en el

laboratorio. La Unica adaptacion del procedimiento original fue la centrifugacion final,

dejando sedimentar por gravedad, obteniendo un sobrenadante limpido, como se

puede observar en la Imagen 2.



Imagen 2 — (a) Shaker orbital horizontal, (b) tubo de muestra post decantacion por
gravedad con sobrenadante limpido.

Una vez separado el extracto este fue sujeto de un cambio de solvente previo al
andlisis por HPLC-MS/MS para obtener picos de forma y ancho adecuados. Se
evaporo el solvente de extraccion con un flujo constante de nitrdgeno industrial, con
posterior recuperacion en MeOH/H20 (80:20, v/v) con 0,1% acido férmico. Se tomaron
500 pL del extracto que una vez evaporados, fueron recuperados en 200 pL del
solvente seleccionado, obteniéndose una buena sensibilidad de las sefiales

encontradas.

En el caso de DON, en la mayoria de las muestras el contenido fue mucho mayor
al esperado inicialmente, por lo que fue necesario realizar diluciones de los extractos
para su correcta cuantificacion en el rango de linealidad del método. Luego de diversas
pruebas utilizé un factor de dilucion 1:20 (50 uL de extracto recuperado en 1000 pL
de solvente).

4.1.4 Validacion del método 2

Para la validacion de este método se tomé como referencia la guia de la SANTE
Documento No SANTE/11312/2021 6. A pesar de que esta guia no esta planteada
para micotoxinas, se utilizd6 como referencia al momento de la validacion por ser una
sumamente exigente para alimentos. Ademas, se tuvieron en cuenta los criterios

sugeridos por la guia SANTE/12089/2016 para la identificacién de estos compuestos.

Para evaluar la recuperacion y LOQ del método, se seleccionaron las
concentraciones de 35, 50 y 100 pg/kg para 15ADON, 3ADON y NIV, y las

concentraciones 100 y 250 upg/kg para ZEA y DON. Los niveles de concentracion



fueron seleccionados teniendo en cuenta los limites maximos permitidos segun la

regulacion nacional, y el nivel de contaminacion estimado en las muestras.

Los niveles que se evaluaron son los mas bajos posibles seleccionados en funcién
de las menores concentraciones observadas en las muestras. Este método, pese a
utilizar una baja cantidad de muestra y no tener clean-up permite detectar
concentraciones bajas de micotoxinas, estando por debajo de los limites maximos

permitidos segun el Decreto N°155/006 del Reglamento Bromatoldgico Nacional.

Identificacion y confirmacion: Se obtuvieron dos transiciones para cada analito, los

cuales coinciden en su tiempo de retencion con el criterio £0,2 min con los del
estandar, y sus picos se solapan completamente. Presentan un ion ratio dentro del
+30% al promedio de los estandares de calibracién de la misma corrida (Anexo Il). En
la Figura 17 se puede observar una comparacion de los cromatogramas de un
estandar en matriz a una concentracién de 500 pg/L con una muestra positiva a las

cinco micotoxinas (muestra 5 zafra 2018), indicando a su vez los IR correspondientes.

Recuperacion (%Rec): El valor de recuperacion se calculé como el porcentaje de

la relacién entre la concentracion experimental y la concentracion teorica esperada,
fue de 70-74% para DON, 84-109% para NIV, 85-111% para 3ADON, 100-108% para
15ADON y 92-116% para ZEA.

Repetitividad: A partir de las concentraciones obtenidas de la fortificaron de 5

réplicas, se calculé él %RSD. El mismo fue de 8% para DON en todas las
concentraciones evaluadas, de 3-10% para NIV, 3-5% para 3ADON, 4-7% para
15ADON Yy 7% para ZEA.

La repetitividad del instrumento determinada por la inyeccién por quintuplicado del
punto de 250 pg/L de la curva de calibracion en solvente, arrojé un %RSD entre 1y

5% para todas las micotoxinas.

Reproducibilidad: Se evalud la reproducibilidad empleando un segundo operador,

bajo las mismas condiciones de ensayo, a los mismos niveles de concentracién,
observandose %RSD similares a los obtenidos por el primer operador y aceptables

segun los criterios de validacion establecidos.

Linealidad: Se obtuvieron coeficientes de correlacion de 0,99 para todos los
analitos, tanto en solvente como en matriz. Se realiz6 el calculo del %BCC para todos
los analitos oscilando entre -4 y 6 para DON, -12 y 11 para NIV, -9y 8 para 3ADON, -



15y 12 para el 15ADON y -12 y 10 para la ZEA, en el rango de concentraciones

evaluado. Estos resultados cumplen con los requisitos sugeridos de diferencia de

+20% entre la concentracion verdadera y la calculada.

MODO
NEGATIVO

MODO
POSITIVO

Figura 17 - Comparacion de TIC de mezcla de estandares en matriz a una

concentracion 500 pg/L, con una muestra positiva a las cinco micotoxinas, indicando
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sus IR correspondientes.

LOQ: Fue definido como el menor valor de concentracion en el cual se obtuvo una

recuperacion entre 70 a 120% con un RSD% < 20. Tanto para DON y ZEA, el LOQ

fue de 100 pg/kg, observandose recuperaciones de 74y 116%, con RSD% de 8y 7%

respectivamente. Para NIV, 3ADON y 15ADON, el menor valor evaluado de 35 ug/kg



fue definido como su LOQ, obteniéndose recuperaciones de 109, 111 y 108%, con
RSD% de 14, 3y 4% respectivamente.

Efecto matriz: Fue calculado mediante la relacion entre las pendientes de las curvas

en solvente y en matriz. A pesar de que el método no incluye un paso de clean-up,
el %EM de las micotoxinas fue bajo (-5% para DON, 0,2% para 15ADON, 6% para
NIV, -6% para ZEA), con excepcion del 3ADON, el cual present6 una supresion de la
sefial de -17%. Estos resultados indican ausencia de efecto matriz segun guias
internacionales (SANTE/11312/2021 y SANTE/12089/2016). Desde el punto de vista
instrumental las interferencias debidas al efecto matriz no constituirian un problema al

momento de la cuantificacion de los analitos en estudio.

La Tabla 13 muestra los datos experimentales correspondientes a la validacion del
método 2, mostrdndose los %Rec para los distintos niveles de
fortificacion, %RSD, %EM, coeficiente de correlaciéon (R?) para las curvas en solvente
y en matriz, LOQ, tanto instrumental como del método, y los parametros de
identificacion de los analitos, tR e IR. Los mismos parametros evaluados por el

operador 2 se presentan en la Tabla 14.

A partir de los resultados de la validacion, podemos decir que el método 2 cumple
con los requisitos establecidos por las guias de referencia, SANTE/11312/2021 y
SANTE/12089/2016, pudiendo ser aplicado para la deteccion y cuantificacion de las

cinco micotoxinas evaluadas, en muestras reales.



Micotoxina %Rec %RSD

100 74 8

DON 250 20 3 0,40 8,2 50 100 -5 0,9977 0,9989
35 109 14

NIV 50 98 3 0,58 7,2 20 35 6 0,9912 0,9994
100 84 7
35 111 3

3ADON 50 85 3 0,28 9,7 20 35 -17  0,9959 0,9995
100 96 5
100 116 7

ZEA 250 92 - 0,92 11,8 30 100 -6 0,9932 0,9993
35 104 4

15ADON 50 100 3 0,73 9,6 20 35 0,2 0,9898 0,9998

100 101 7
Tabla 13 — Resultados de la validacién del método 2 para las cinco micotoxinas

evaluadas, expresandose porcentaje de recuperacion (%Rec), repetitividad (Y%0RSD)
segun nivel de concentracién evaluado, ion ratio (IR), tiempos de retencion (tR), limite de
cuantificacion instrumental y del método (LOQi y LOQ), porcentaje de efecto matriz
(%EM) y linealidad tanto en matriz (R? MM) como en solvente (R? ste).

Nivel tR

Micotoxina %Rec %RSD IR .. WEM R?MM RZste
g/kg min
100 101 19
DON 1000 66 15 0,84 8,2 -22 0,9985 0,9981
35 102 4
3ADON 50 100 5 0,37 9,7 -17 0,9997 0,9966
100 94 14
50 108 6
NIV 100 95 3 0,68 7,1 -5 0,9951 0,9953
250 62 14
ZEA 100 80 19 09 11,8 -5 0,9993 0,9984
35 96 5
15ADON 50 88 11 0,57 9,5 3 0,9994 0,9991
100 103 2

Tabla 14 - Resultados del Operador 2 para las cinco micotoxinas evaluadas,
expresandose porcentaje de recuperacion (%Rec), repetitividad (%0RSD) segun nivel de
concentracion evaluado, ion ratio (IR), tiempos de retencién (tR), limite de cuantificacion
(LOQ), porcentaje de efecto matriz (%EM) y linealidad tanto en matriz (R> MM) como en

solvente (R? ste).



4.1.5 Control de Calidad método 2

Los controles de calidad fueron evaluados junto con las muestras en cada uno de
los ensayos. Se evaluaron blancos, tanto de muestras como blancos de reactivos, y
muestras blanco fortificadas a concentraciones conocidas, por triplicado, para

corroborar que el método se mantenga dentro de los parametros adecuados.

Se evaluaron la %Rec, %RSD, linealidad de las curvas de calibracion tanto en
solvente como en matriz, verificando con estas Ultimas que no hubiera grandes
variaciones en el efecto matriz. La linealidad se mantuvo dentro de los rangos de
concentracion evaluados, para solvente y matriz, pero a partir de estos se observo
variabilidades del %EM (Figura 18) con respecto a los obtenidos durante la validacion,
incluso entre los distintos ensayos, tanto de supresion como aumento de la sefial. A
modo de compensacion, las cuantificaciones fueron realizadas en una curva en matriz
(matrix-matched), ya que, por costos y disponibilidad, no se cuenta con estandares
marcados isotopicamente. A lo largo de los distintos ensayos, los parametros de %Rec
y %RSD (Figura 19), se mantuvieron dentro de los criterios aceptables segun las guias
DG SANTE para andlisis de rutina °¢, estando dentro del 60-140% los %Rec y %RSD
< 20%.

En Anexo Il se presentan los resultados del control de calidad para los grupos de
muestras evaluados. Dichos grupos se denominan: GM1, a las muestras 1 a 28 de la
Temporada 1 2019; GM2 a las muestras 29 a 56 de la Temporada 1 2019 y las
muestras 100 a 127 de la Temporada 2 2019; GM3 a 39 muestras de zafra 2018 y

GM4 a las muestras restantes de zafra 2018.



Efecto Matriz (%EM)
mDON ENIV m3ADON ©15ADON mZEA

Porcentaje

GM 3

Grupo de muestras

Figura 18 - Comparacion del %EM obtenido en la validacion y los ensayos

posteriores, para las micotoxinas evaluadas. GM= grupo de muestras.
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Figura 19 - Comparacion del porcentaje de recuperacion (%Rec) entre la validacion y

los ensayos posteriores, para las micotoxinas evaluadas, y sus desviaciones estandar

relativas (%RSD) indicadas como barras de error. GM= grupo de muestras.



4.2 Evaluacion de micotoxinas derivadas de la poblacién de
Fusarium circulante en el pais en la zafra 2018.
Las 71 muestras correspondientes a la zafra 2018 fueron evaluadas mediante el

método 2, para la deteccion y cuantificacion de las micotoxinas propuestas.

La distribucion geogréfica de las muestras, asi como de los distintos cultivares, son
las que se muestran en las figuras 20 y 21 respectivamente, presentandose los
resultados obtenidos del analisis de micotoxinas en la Tabla 15. En el Anexo Il se
proporciona la tabla de resultados extendida, incluyendo la identificaciéon de las

especies de hongos aisladas en la muestra y el quimiotipo detectado asociado.

Las muestras de trigo fueron evaluadas por la Catedra de Microbiologia de la
Facultad de Quimica, con el fin de identificar los hongos presentes en las mismas, asi
como su guimiotipo. La mayoria de los aislamientos pertenecen al CEFG (64,9%),
siendo F. graminearum la especie predominante (64,3%), seguida de F. cortaderiae
(0,4%) y F. austroamericanum (0,2%). El segundo mas predominante fue F. poae
(19,1%) seguido de F. avenaceum (8,2%), F. tricinctum (4,6%) y F.
pseudograminearum (2,6%). F. proliferatum, F. heterosporum, F. scirpi y F. cf.
encarnatum también fueron aislados en una proporcién menor (0,6%) de los granos

de trigo 4.

Distribucion geografica de las muestras

Florida

Paysandu

Colonia

Soriano

Rio Negro

San José

Flores

Figura 20 - Representacion grafica de la distribucion de las muestras de acuerdo con el
departamento.



Distribucion de muestras por cultivar
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Figura 21 - Representacion gréfica de la distribucion de las muestras de acuerdo con el

cultivar

4.2.1 Deteccion de micotoxinas

La evaluacion de los datos se realiz6 tomando en cuenta para DON el limite maximo
de 1000 pg/kg en harinas de trigo, de acuerdo con Decreto N°155/006 del Reglamento
Bromatologico Nacional, el cual coincide con el limite maximo tolerado para trigo
integral segun la Resolucion RDC N°7 de Brasil. EI mismo limite fue tomando como
referencia para sus variables acetiladas (3ADON y 15ADON), asi como para el NIV,
quienes no presentan regulacion propia. Para ZEA, se toma como limite maximo el
establecido por la Resolucion RDC N°7 de Brasil para harinas de trigo integral, el cual
es de 200 pg/kg.

Un codigo de colores fue generado para mejorar la visualizacion de los datos,
donde el color verde representa no detectado (ND), el naranja representa un resultado
superior al LOQ instrumental pero menor al LOQ del método (<LOQ), y el rosa indica
un resultado cuantificable y por encima de los limites maximos establecidos,

mencionados en el parrafo anterior.
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G 2375
G 2433
G 2375
Curupay
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Algarrobo
Curupay
Curupay
Curupay
Curupay
Curupay
Curupay
Curupay
Curupay
SYN 200
SYN 200
SYN 211
SYN 300
SYN 200
Bag 11
K. Nutria
Bag 11
Algarrobo
K. Nutria
G 6.28
G 6.81

Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Rio Negro
Rio Negro
Flores
Paysandu
Paysandu
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Rio Negro
Flores
Rio Negro
Paysandu
Paysandu
Colonia
Soriano
Soriano
Colonia
Colonia
Rio Negro
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Rio Negro
Colonia
Colonia
Soriano
Soriano
Flores
Flores

DON

532
ND
ND
738
1305
4062
714
459
179
604
350
783
1894
10507
1720
881
5298
3289
1873
525
1827
283
208
ND
850
649
345
461
102
<LOQ
261
352
<LOQ
<LOQ
ND
ND
ND
409
419
ND
<LOQ

3ADON

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
67
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

<LOQ
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

NIV

ND
ND
ND
ND
37
ND
ND
ND
ND
ND
48
<LOQ
<LOQ
ND
ND
39
ND
ND
ND
ND
<LOQ
ND
ND
ND
49
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
1809
ND
ND
ND
ND
ND
ND
<LOQ
5193
ND
ND
1852
726
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
104
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

15ADON

ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND



47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
60
61
62
63
64
65
66
67
69
70
71
72
73
74
77
78
80
81

Bag 11
Bag 11
G 6.28
G 6.28
Nogal
G 6.28
G 6.28
G 6.38
G 6.38
G 6.28
G 6.28
G 6.28
G 2375
G 6.28
Algarrobo
G 2375
G 6.28
G 2375
G 2375
G 2375
G 2375
Algarrobo
G 2375
G 6.28
G 2366
G 2375
G 2375
G 6.87
G 6.88
G 2366

Flores
Flores
Flores
San José
Flores
Flores
Flores
Flores
Flores
Flores
Flores
Flores
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
San José
Florida
Florida
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Rio Negro
Rio Negro

1153
<LOQ
662
<LOQ
1423
320
ND
176
ND
103
213
ND
ND
264
944
ND
ND
1384
ND
141
<LOQ
ND
ND
797
798
1123
130
ND
ND
8711

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
66
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
44
ND
ND
55
ND
ND
ND
ND
ND
31
ND
ND
ND
ND
ND
61

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
3399

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Tabla 15 - Resultados del analisis de micotoxinas de las muestras correspondientes a la

zafra de cultivo de trigo 2018, indicando el cultivar y departamento de siembra asociadas

a las mismas. En coloracion verde se identifican No Detectado (ND), coloracion naranja,

menor al LOQ (<LOQ), en rosa las muestras con concentraciones superiores a los

limites maximos establecidos (1000 pg/kg para DON y 200 pg/kg para ZEA).

Del total de 71 muestras evaluadas, el 66% (47/71) presentaron DON en un rango

entre 102 y 10507 pg/kg. En 9 de las muestras, representando un 13%, se cuantifico

NIV en concentraciones entre 31 y 66 pg/kg, mientras que ZEA se encontré en

concentraciones entre 104 y 5193 pg/kg en un 8% de las muestras. En cuanto a las



variables acetiladas, se encontré 3ADON en una Unica muestra con una concentracion
de 67 pg/kg, no se detectd 15ADON.

Se observo a su vez la contaminacién con mas de una micotoxina (Figura 22), en
10% de las muestras se encontraron DON y NIV, en un 6% DON y ZEA, y a su vez,
una muestra presentd DON+ZEA+NIV, y otra DON+NIV+3ADON.

Porcentaje de muestras con presencia de micotoxinas y su co-
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Figura 22 - Porcentaje de muestras con presencia de micotoxinas y su co-deteccion

en las muestras analizadas.

4.2.1.1 DON y variantes acetiladas

Los resultados de este estudio revelan un claro predominio de la micotoxina DON
como contaminante de granos de trigo en nuestro pais, con valores que superan los
limites maximos establecidos para harinas de trigo por el Decreto N°155/006 del
Reglamento Bromatoldgico Nacional, en el 20% de las muestras. Las mismas
muestras superan los limites maximos establecidos para harinas de trigo en Brasil,
Argentina y EE. UU. y un 11% de las muestras también superan los limites
establecidos por la UE para trigo duro de 1750 pug/kg.

Este resultado es consistente con lo esperado, dada la presencia de esta

micotoxina, de forma anual, en los cultivos de trigo en el pais. Las concentraciones



son variables afio a afio, formando parte de la Evaluacion de Calidad e Inocuidad de
Trigo, realizado por el MGAP para la determinacién de la concentraciéon de DON 7°.
En el relevamiento correspondiente al informe de la zafra 2017/2018 7’6, la
concentracion media obtenida para esta micotoxina fue de 580 pg/kg, mientras que la
obtenida por este experimento fue de 1314 ug/kg. Estas diferencias pueden ser
atribuidas a diferencias en el muestreo, asi como en el método analitico empleado
para su determinacién, siendo el método empleado por el MGAP, una prueba
cuantitativa de ELISA (Veratox® DON 5/5) 76,

En cuanto a las variables acetiladas de DON, no se detectaron muestras con
15ADON en las condiciones evaluadas y una Unica muestra presentd 3ADON en bajas
concentraciones. Si bien es consistente que las formas acetiladas se encuentren
ausentes o con menor frecuencia en comparacion a DON, la presencia de una muestra
con 3ADON, cuando dicho quimiotipo no fue detectado en las muestras llama la

atencion, indicando la necesidad de realizar otros estudios para verificar el hallazgo.

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Palacios vy
colaboradores®®, en muestras de trigo duro provenientes de la principal zona de
produccion de Argentina, en los afios 2012 a 2014. EI DON fue la micotoxina
predominante en un rango entre 50 pug/kg y 9480 ug/kg, con un 30% de las muestras
con valores por encima del maximo establecido por el reglamento de la UE. Estos
rangos son similares a los encontrados en este ensayo, con un menor porcentaje de
muestras por encima de la regulacidn mencionada. A su vez, reportaron la deteccion

de 3ADON y 15ADON, en niveles bajos de concentracion.

En muestras de trigo uruguayo recolectadas en los afios 2001 y 2002, se detectd
DON en concentraciones que variaron entre 1300 y 13000 ug/kg y 1600 y 19000

ug/kg, respectivamente 7.

Tomando en cuenta la diversidad de huéspedes de las especies asociadas a FE,
se ha reportado contaminacion con DON en granos de cebada y maiz, a
concentraciones comparables a las obtenidas en este estudio. En cebada, a partir de
89 muestras de granos provenientes de la region noroeste de Uruguay, durante la
temporada de crecimiento 2016/2017, DON fue detectado en el 90% de las muestras
en un rango de concentracién entre <LOQ y 3740 ug/kg, con un 31% de muestras
excediendo el limite maximo de 1250 pg/kg en grano establecido por la UE 8. En

maiz, en muestras recolectadas de la principal zona productora al suroeste de



Uruguay, en los afios 2018 (n=94) y 2019 (n=58), se detectdé DON en el 52 y 46% de
las muestras respectivamente. Las concentraciones variaron en el rango de 59 a 2471
ug/kg en 2018 y entre 59 y 922 ug/kg en 2019 7°.

Estos resultados concuerdan con el riesgo alto de exposicion a DON a través del
consumo de granos contaminados, demostrando la relevancia de los monitoreos y
relevamientos del perfil micotoxigénico circulante asociado a la FE, para mantener la

inocuidad alimentaria.

4.2.1.2 ZEA

La presencia de ZEA fue detectada en un 8% de las muestras, con un 7% en
concentraciones entre 726 y 5193 pg/kg. Si bien la ZEA no esta regulada en trigo en
nuestro pais, si lo estd en maiz, con un limite maximo de 200 pg/kg, segun el Decreto
N°155/006 del Reglamento Bromatoldgico Nacional y en trigo integral en la regulacién
de Brasil (Tabla 4). Las concentraciones encontradas exceden entre 4 a 25 veces el
limite establecido, indicando un riesgo elevado asociado al consumo de trigo
contaminado con esta micotoxina, por sus caracteristicas estrogénicas y potenciales

efectos nocivos en la salud humana y animal 21?7,

En 2009y 2010, Calori-Dominguez y colaboradores reportaron en muestras de trigo
provenientes de las regiones productoras de Brasil una incidencia de ZEA de 85% y
27%, respectivamente. La concentracion media fue mayor en 2009 (142 ug/kg) que
en 2010 (22 pg/kg), mientras que reportes previos para la region habian demostrado

ausencia de esta micotoxina 2°.

En granos de cebada nacional, los resultados difieren de los observados en este
estudio, donde el 9% de las muestras presentaron ZEA, con una concentracion entre
46y 131 pg/kg 8.

Los resultados observados en este estudio son similares a los encontrados por
Palacio y colaboradores, en maiz uruguayo donde en el afio 2018 se detect6 ZEA a
una concentracion entre 30 y 2522 ug/kg. Sin embargo, en el 2019 se observaron
niveles de concentracion menores entre 30 y 200 pg/kg 7°.

En Brasil, un relevamiento realizado por Oliveira y colaboradores en los afios 2012
y 2013 detectd contaminacion de maiz por ZEA en el 73,6% de las muestras
analizadas con concentraciones de hasta 5088 ug/kg 3. Estudios previos realizados
en Brasil habian determinado contaminaciones de ZEA en 95% de las muestras, con

concentraciones entre 1,8 y 99,0 mg/kg 8. Esto no coincide con los hallazgos de



Oliveira, donde se determind una menor frecuencia de muestras con micotoxina, pero

con niveles de contaminaciéon de ZEA mayores .

La variacion de resultados de un afio a otro y de acuerdo con el cultivo, podrian
indicar la influencia de las condiciones climéticas en la produccién de esta toxina, y de

la distribucion de las especies productoras de ZEA.

Los resultados de ZEA en los granos de trigo analizados, constituye, hasta donde
tenemos conocimiento, el primer reporte de esta micotoxina en este cereal.
Considerando que nuestro pais no ha establecido un nivel maximo para este
contaminante en trigo seria necesario realizar monitoreos en las diferentes regiones
productivas y en diferentes zafras para generar informacion que permita diagnosticar

la necesidad de fijar dichos limites.

4.2.1.3 NIV

Otro hallazgo importante es la presencia de NIV en un 13% de las muestras. No
hay regulaciones establecidas para esta micotoxina, pero como se mencioné en el
Capitulo Introduccién, su toxicidad es mayor a la de DON %27, Si bien las
concentraciones detectadas fueron bajas, entre 31 y 66 pg/kg, estos resultados
demuestran la potencial aparicion de cultivos contaminados con esta micotoxina, en
particular en momentos donde las condiciones favorezcan a las especies productoras

de NIV frente a otras.

En Uruguay, no se tiene constancia de reportes previos de NIV en trigo en el pais,
constituyendo este estudio un punto de partida para futuros relevamientos del
contenido de esta micotoxina. Recientemente fue reportado en muestras de maiz,
donde se detectd con una prevalencia de 5% y en un rango de concentracion de 50 a
84 ug/kg’.

A nivel regional, se reportd NIV en Brasil, para muestras de trigo provenientes de
las mayores regiones productoras del pais en 2009, un 50% de muestras con valores

de NIV superior a 100 pg/kg, alcanzando concentraciones de hasta 1329 ug/kg &°.

A nivel mundial, los reportes de contaminacion de trigo con NIV corresponden
principalmente a paises europeos. Entre 2009 y 2010, en ltalia, el trigo recolectado
presentd casi 100% de prevalencia con concentraciones entre 348 y 652 pg/kg. En
Suecia los niveles de contaminacién de trigo con NIV oscilaron entre 39 a 111 pg/kg,
entre 2009 y 2011 .



La deteccidn de NIV en cultivos de trigo nacional, asi como reportes regionales de
concentraciones variables de la misma, llegando a concentraciones que superan los
1000 pg/kg, contribuyen a la necesidad de implementacion de esta micotoxina en los
programas de monitoreo, asi como al establecimiento de regulaciones para la misma

tanto nacional como mundial.

4.2.1.4 Co-deteccidn
Los resultados de este estudio muestran co-deteccion de ZEA o NIV con DON en
todas las muestras, con la excepcion de una muestra donde sélo NIV fue detectado

(Figura 22). Esto es consistente con hallazgos relevados en la bibliografia.

En varios de los estudios previamente mencionados, se reporto la co-deteccion de
DON y ZEA, DON y NIV, asi como de las tres micotoxinas, en muestras de trigo. En
Brasil, se reporté para los afios 2009 y 2010, porcentajes de co-deteccion para
DON+NIV de 3,8% y 11%, DON+ZEA de 11% y 14%, y ZEA+DON+NIV, de 74% y
12% respectivamente 8. En el 2008, en el sur de Brasil se detectaron tanto DON como

NIV, co-ocurriendo predominantemente en todas las localidades 3.

4.2.2 Evaluacion por cultivar

Se evaluaron 16 cultivares de trigo, los cuales presentan diferente susceptibilidad

a la FE, variando desde susceptibles a moderadamente resistentes.

A partir de los datos de la Tabla 16, se desprende que los cultivares con moderada
susceptibilidad, presentan el mayor numero de muestras con presencia de
micotoxinas y concentraciones elevadas de DON. A su vez, estos presentaron niveles
aumentados de ZEA y co-deteccion de las micotoxinas DON, ZEA y NIV.

Hay excepciones, como el cultivar G 2366, el cual es moderadamente resistente a
FE, pero presentd niveles elevados de contaminacion tanto para DON como ZEA.
Estos valores pueden atribuirse a un mal manejo del cultivo frente a FE, o al ser una
variable menos susceptible, puede haberse retrasado el inicio de la enfermedad, pero
luego de iniciada, desarrollar niveles altos de micotoxina, entre otras posibilidades. Es
también importante resaltar el nimero de muestras reducido para este cultivar, no
siendo representativo de las caracteristicas de este en la evaluacion de la enfermedad

y contenido de micotoxinas asociado.

Un 43% de las muestras analizadas, correspondientes al cultivar mayoritario

Algarrobo, presenté DON a concentraciones que superan los limites maximos



establecidos por el Decreto N°155/006 del Reglamento Bromatolégico Nacional,

conteniendo a su vez niveles elevados de ZEA.

Los resultados de este estudio, si bien son preliminares y no constituyen una
evaluacion balanceada de los cultivares, son consistentes con hallazgos previos,
donde los niveles mas altos de enfermedad y contenido de DON fueron observados
para los cultivares susceptibles, mientras que los moderadamente resistentes a
moderadamente susceptibles tuvieron las menores incidencias y severidades de FE,

con menor porcentaje de grano infectado 7.



N° total N° muestras

Rango de

Cultivar de Micotoxina ., Susceptibilidad a
; de con concentracion
trigo : : encontrada FE
muestras micotoxinas
20 17 DON 179 - 10507
Algarrobo 4 NIV 37 -44 Moderada
g 4 ZEA 726 - 5193 susceptible
1 3ADON 67
11 5 DON 130 - 1384 Moderada
G 2375 1 NIV 55 resistente
G 6.28 11 6 DON 103 - 797 Moderada
' 2 NIV 31-66 susceptible
9 8 DON 102 - 850 Moderad
Curupay 1 NIV 49 oderada
susceptible
1 ZEA 104
Bag 11 4 1 DON 1153 Moderada
susceptible
SYN 200 3 1 DON 261 Moderada
susceptible
2 2 DON 798 - 8711 Moderad
G 2366 1 NIV 61 re‘;iset;itg
1 ZEA 3399
G 6.38 2 1 DON 176 Moderada
susceptible
K Nutria 2 1 DON 419 Moderada
resistente
G 2433 1 - - - -
G 6.81 1 : : : Moderado
susceptible
G 6.87 1 i i i Moderada
resistente
G 6.88 1 - - - -
Nogal 1 1 DON 1423 Susceptible
SYN 211 1 1 DON 352 Moderada
susceptible
SYN 300 1 - - - Susceptible

Tabla 16 - Resultados de muestras de trigo de zafra 2018 ordenados con respecto al
cultivar, indicando numero total de muestras, nimero de muestras con presencia de
micotoxinas, micotoxina encontrada, rango de concentracion y susceptibilidad del

cultivar a FE.

La Figura 23 ilustra el nimero de muestras en las cuales se detect0 presencia de

micotoxinas segun el cultivar, indicando cual de ellas fue encontrada. De los datos se

desprende la mayor prevalencia de contaminacion de los cultivares moderadamente

susceptibles, como Algarrobo, Curupay y G 6.28, mientras que la mayoria de los



NUmero de muestras con presencia

moderadamente resistentes presentaron prevalencias menores (G 2375. K. Nutria, G
6.87).

Micotoxinas presentes en distintos cultivares de trigo
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Figura 23 - Numero de muestras con presencia de micotoxinas segun los distintos

cultivares de trigo de Uruguay.

Se evaluaron los resultados estadisticamente empleando una prueba ANOVA,
tomando los resultados obtenidos para los cuatro cultivares con mayor numero de
muestras, Algarrobo, Curupay, G 2375y G 6.28. Se obtuvo un valor de F de 4.0, con
un valor critico para F de 2.8, permitiéndonos rechazar la hipétesis nula, concluyendo
que existen diferencias significativas entre los cultivares de trigo con respecto al

contenido de DON. Los resultados del ANOVA se presentan en el anexo IV.

4.2.3 Evaluacion segun departamento

El muestreo fue realizado teniendo en cuenta las zonas de nuestro pais con la
mayor produccion de trigo. De esta forma se obtuvieron muestras de los
departamentos de Soriano, Colonia, Rio Negro y Paysandu que comprenden el 75%

del area de cultivo ademas de con una menor superficie en San José, Flores y Florida.

Los datos de la Tabla 17 evidencian que el mayor niumero de muestras proviene de

Soriano, en las cuales se detectaron cuatro de las cinco micotoxinas, con un



predominio de DON, en un rango amplio de concentraciones. El 29% de las muestras
presentaron concentraciones de DON por encima de los limites maximos establecidos
por el Decreto N°155/006 del Reglamento Bromatoldgico Nacional para harinas. Se
observa también la mayor cantidad de muestras con deteccibn de ZEA, en
concentraciones elevadas, de 3 a 9 veces el limite maximo establecido por la
regulacion nacional. Ademas, en 3 de estas muestras se detectd NIV, dos de ellas
junto con DON, aunque en concentraciones por debajo del limite maximo, y una fue

detectada junto con DON y ZEA, ambas en concentraciones muy por encima del limite

maximo (5298 pg/kg y 1852 pg/kg, respectivamente).

N° total N° de
Localidad de muestras con Micotoxina Concentraciéon (ug/kg)
muestras micotoxinas
o8 21 DON 130-10507
Soriano 3 NIV 31-39
1 3ADON 67
4 ZEA 726-5193
Flores 15 9 DON 103-1827
San José 9 4 DON 141-1384
3 NIV 44-66
8 4 DON 179-871
Rio Negro 1 NIV 61
1 ZEA 3399
5 3 DON 102-850
Colonia 1 NIV 49
1 ZEA 104
Paysand 4 3 DON 208-783
1 NIV 48
Florida 2 - - -

Tabla 17 - Numero de muestras analizadas y rango de concentracion detectado para
cada micotoxina segun la localidad en las muestras de trigo de la zafra 2018, asi como
el porcentaje de muestras que superan los limites maximos establecidos por el Decreto

N°155/006.

El segundo departamento en relacion con niumero de detecciones fue Flores con
un 60% de muestras con presencia de DON, 20% de las cuales contenian niveles

superiores al limite maximo establecido en Uruguay “2.



San José y Rio Negro presentaron prevalencias similares de contaminacion por
DON, con un 44 y 50% cada uno. En cada caso, s6lo una muestra super6 el limite
maximo de 1000 pg/kg. Rio Negro a su vez, presenté una muestra con ZEA, con valor
elevado de 3399 ug/kg, la cual se detect6 en conjunto con DON a una concentracion
de 8711 ug/kg y NIV a 61 pg/kg. En San José, tres muestras presentaron NIV, en
concentraciones bajas, dos de las cuales se detectaron junto con DON, s6lo una de

ellas superando el limite maximo establecido.

Se detect6 DON en el 60 y 75% de las muestras de Colonia y Paysandu
respectivamente, cumpliendo con los valores maximos establecidos por el Decreto
N°155/006. En Colonia, una de las muestras donde se detectd DON present6é NIV, y
otra DON y ZEA. Para Paysandu, en ninguna de las muestras se detecté ZEA, y sola

una presentd NIV, en conjunto con DON.
No se detectaron micotoxinas en las 2 muestras evaluadas de Florida.

Remitiéndonos a la Tabla 15, podemos observar que el 50% de las muestras
corresponden a cultivares moderadamente susceptibles (Algarrobo y Curupay). Esto
se podria relacionar con los valores de micotoxinas obtenidos para ese departamento,
donde prevalecen cultivos que, dadas las condiciones apropiadas, presentan
susceptibilidad a la FE y produccion de micotoxinas. Algo similar puede observarse
en Flores, donde las concentraciones de DON que superan los limites establecidos
por el Decreto N°155/006 son cultivares moderadamente susceptibles (Algarrobo y

Bag 11) o susceptibles (Nogal).

La Figura 24 muestra el porcentaje de muestras en las cuales se detectd micotoxina
de acuerdo con el departamento de produccion, dejandose ver nuevamente el
predominio de DON, y en particular la variabilidad de micotoxinas encontradas en
cada uno de ellos. Como era de esperar por el nimero de muestras analizado, Soriano
presenta una mayor variabilidad de micotoxinas detectadas, seguido por Rio Negro y

Colonia.

Los datos del relevamiento de micotoxinas por departamento nos permiten evaluar
la distribucion de estas en las distintas zonas de cultivo, previendo asi potenciales

contaminaciones de cultivos futuros por dichas toxinas.



Micotoxinas presentes en distintas zonas de
produccion de trigo de Uruguay
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Figura 24 - Porcentaje de muestras con presencia de micotoxinas en las distintas zonas

de produccidén evaluadas.

Dada la prevalencia del DON en las muestras evaluadas, se realizé una prueba
ANOVA para determinar la existencia de diferencias significativas entre el contenido
de esta micotoxina y su procedencia (ver Anexo V). Se tomaron todos los datos,
conformando 7 grupos distintos, uno por cada departamento. El valor de F obtenido
fue de 0,82, con un valor critico para F de 2,2, por lo que se acepta la hipétesis nula.
No hay diferencias significativas entre la localidad y el contenido de DON.

4.2.4 Evaluacion segun quimiotipo

Los quimiotipos evaluados por la Catedra de Microbiologia fueron 15ADON,
3ADON y NIV. Dentro de las cepas asociadas al CEFG, al 96,4% se detecto la
presencia del quimiotipo 15ADON y un 3,6% presentd el quimiotipo NIV, no
detectandose el quimiotipo 3ADON. En un 17% de las muestras no se pudo determinar

la presencia de un quimiotipo 4.

La prevalencia del quimiotipo 15ADON, concuerda con resultados anteriores de
cepas de Uruguay, asi como de aislamientos de F. graminearum s.s. en Brasil y
Argentina. En estas regiones también se ha encontrado quimiotipo NIV en trigo y

cebada, con frecuencias bajas. Si bien el quimiotipo NIV se habia encontrado en



investigaciones anteriores en nuestro pais, no se habia detectado la micotoxina en

muestras de trigo 3°0.77,

En las muestras que presentaron quimiotipo 15ADON, se determinaron las
micotoxinas DON, ZEA y NIV, con una prevalencia de 64, 8 y 6% respectivamente,
estando las concentraciones de DON por encima de limite maximo establecido por el

Decreto N° 155/006, en un 17% de las muestras.

A su vez, seis muestras presentaron quimiotipo 15ADON y NIV, encontrando las
micotoxinas DON y NIV en el 50% de las muestras, dos de ellas presentando co-
deteccidn. Dos de las muestras presentaron niveles de DON por encima de los limites

maximos para harinas segun el decreto nacional.

Las muestras a las que no se detectd ningun quimiotipo evaluado presentaron una
prevalencia de 67% para DON, 25% para NIV, 17% para ZEA y 8% para 3ADON. Las
concentraciones de DON superaron los limites maximos en 25% de las muestras. Dos
de ellas presentaron a su vez valores elevados de ZEA. Ambas muestras pertenecen
al cultivar Algarrobo y presentaron concentraciones entre 4062 y 5298 ug/kg de DON
y 1809 y 1852 ug/kg de ZEA.

N ° total de Micotoxina (N ° muestras

Quimiotipo muestras con micotoxina
DON (35)
15ADON 53 ZEA (4)
NIV (3)
15ADON+NIV 6 PN
NIV (3)
DON (8)
SIN . NIV (3)
DETERMINAR ZEA (2)
3ADON (1)

Tabla 18 - Informacién de la cantidad de muestras segun su quimiotipo, micotoxina

presente y nUmeros de muestras con presencia de micotoxinas.

Estudios anteriores realizados en el pais a 103 aislamientos de F. graminearum s.s.
provenientes de muestras de trigo, identificaron 102 de las muestras con el quimiotipo
15ADON y una sola con el quimiotipo NIV. Confirmaron que los aislamientos

genéticamente identificados como 15ADON, todos eran productores de DON, con 41



cepas siendo a su vez productoras de 15ADON. El aislado con genotipo NIV no

produjo ninguna micotoxina en las condiciones evaluadas °°.

Los resultados de la investigacion mencionada en el parrafo anterior apoyan los
hallazgos observados en los resultados de este trabajo, donde frente a un predominio

de quimiotipo 15ADON, la micotoxina producida de forma mayoritaria fue DON.

En cuanto al NIV, la baja frecuencia de deteccién de este coincide con hallazgos
previos en el pais y la region, como se menciond previamente. Las bajas
concentraciones detectadas en este estudio podrian relacionarse a una menor
agresividad de las especies productoras de esta micotoxina, en relacién con las otras
presentes en la muestra. No deja de ser preocupante el hallazgo de cepas productoras
de NIV y su cuantificacion en cultivos, dado que, bajo las condiciones adecuadas, la
acumulacion de NIV puede incrementarse, aumentando el riesgo al consumir

alimentos contaminados con ella.



4.3 Evaluacién de estrategias de manejo de FE y su efecto en el

contenido de micotoxinas.

Con el fin de valorar distintas formas de manejo de la FE, se plantearon ensayos a
campo evaluando distintas herramientas disponibles para su control, comparando
dichas estrategias en funcidn del contenido de micotoxinas en el grano. El ensayo a
campo fue realizado por investigadores de INIA, como parte de la tesis de posgrado
de Leydi Sevillano. Las estrategias de manejo consideradas fueron la resistencia del
cultivar de trigo a FE, la aplicacién de tratamientos antifangicos y el momento de
aplicacion de estos. Los ensayos fueron llevados a cabo en tres temporadas distintas
(ulio 2018, junio y julio 2019).

4.3.1 Muestras de Temporada 2018 (baja enfermedad)

La temporada 2018 fue considerada de baja enfermedad, dado que las condiciones
climaticas no fueron adecuadas para el desarrollo de esta. En la evaluacion de las
muestras se emple6 el método 1, presentdndose en la Tabla 19 los resultados de las
31 muestras evaluadas. Como la validacion del método 1 no se pudo completar,

catalogamos estos resultados como preliminares.

La micotoxina mas prevalente fue el DON, presente en 21 de las muestras en un
rango de concentracion entre 320 y 1550 ug/kg, seguido por NIV en 13 muestras, a
un nivel entre 320 y 530 pg/kg. En 5 de las muestras, las concentraciones de DON
estuvieron por encima del limite maximo establecido por el Decreto N°155/006 del
Reglamento Bromatoldgico Nacional para harinas de trigo, pero por debajo de los
limites establecidos por la UE (1750 pg/kg) para trigo. No se detecté ZEA, 15ADON ni
3ADON.



Concentracion (ug/kg)

Parcela Cultivar Fungicida MOM

NIV ZEA 15ADON

666 IDA PROSARO Z61 <LOQ ND <LOQ ND ND
667 2387 PROSARO Z65 ND ND ND ND ND
668 2387 SWING PLUS Z65 ND ND ND ND ND
669 IDA SWING PLUS Z61 <LOQ ND <LOQ ND ND
670 2387 PROSARO Z71 ND ND ND ND ND
671 IDA PROSARO Z65 630 ND 380 ND ND
672 2387 - - 630 ND ND ND ND
673 IDA SWING PLUS Z65 720 ND 320 ND ND
674 2387 PROSARO Z61 <LOQ ND ND ND ND
675 IDA PROSARO Z71 850 ND 530 ND ND
676 IDA - - 1200 ND <LOQ ND ND
677 2387 SWING PLUS Z71 ND ND ND ND ND
678 IDA SWING PLUS Z71 910 ND 320 ND ND
679 2387 SWING PLUS Z61 ND ND ND ND ND
680 IDA SWING PLUS Z61 800 ND 460 ND ND
681 2387 SWING PLUS Z61 660 ND ND ND ND
682 IDA PROSARO Z61 1130 ND 490 ND ND
683 2387 SWING PLUS Z65 320 ND ND ND ND
684 2387 PROSARO Z65 ND ND ND ND ND
685 IDA SWING PLUS Z71 1240 ND 380 ND ND
686 2387 PROSARO Z61 <LOQ ND ND ND ND
687 IDA SWING PLUS Z65 <LOQ ND <LOQ ND ND
688 IDA PROSARO Z65 320 ND ND ND ND
689 IDA PROSARO Z71 700 ND ND ND ND
690 2387 - - ND ND ND ND ND
691 2387 SWING PLUS Z71 ND ND ND ND ND
692 IDA - - 1550 ND <LOQ ND ND
693 2387 PROSARO Z71 <LOQ ND ND ND ND
694 IDA PROSARO Z71 1380 ND ND ND ND
695 2387 PROSARO Z61 ND ND ND ND ND
696 IDA SWING PLUS Z71 <LOQ ND <LOQ ND ND

Tabla 19 - Resultados preliminares de la cuantificacion de micotoxinas de Temporada 1
2018 segun el método 1. MOM: Momento de aplicacion, Z: Escala Zadoks. En coloracion
verde se identifican No Detectado (ND), coloracion naranja, menor al LOQ (<LOQ), en
rosa las muestras de concentracion superior a los limites maximos establecidos (1000
pg/kg para DON y 200 pg/kg para ZEA).

El cultivar susceptible (IDA) presenta mayor contenido de micotoxinas en
comparacion con la cepa moderadamente resistente (2387), estando dentro de lo

esperado como se establecié en el capitulo anterior.



En cuanto a diferencias en el tratamiento antifungico, las muestras que no
recibieron tratamiento, con excepcion de una muestra correspondiente al cultivar

2387, presentaron altos niveles de DON en comparacion con las tratadas.

Para el cultivar 2387, no se detecté NIV en ningunas de las muestras, siendo DON

cuantificado en concentraciones bajas para el tratamiento SWING PLUS.

Concentracion media DON Concentracién media NIV

Cultivar \Y[@]\Y]

SIN 630 ND

Génesis 6.87 761 <LOQ 330 ND ND
(2378) 765 ND 160,00 ND ND
771 <LOQ ND ND ND

SIN 1375 <LOQ
”X'l’ge[r)tg“ 761 515 350 195 180
IDA) 765 475 310 190 110
771 977 750 265 267

Tabla 20 - Concentraciones medias obtenidas para DON y NIV, de acuerdo con el
cultivar, tratamiento antifangico, y momento de aplicacion de este (MOM) segun
escala de Zadoks, para las muestras de Temporada 1 del 2018, evaluadas con el

método 1.

4.3.2 Muestras de la Temporada 2019 (enfermedad intermedia y alta)

Un total de 84 muestras de la temporada 2019 fueron evaluadas empleando el
meétodo 2, 56 correspondientes a la temporada de alta enfermedad (temporada 1) y

28 provenientes de la temporada de enfermedad intermedia (temporada 2).

Las concentraciones de micotoxinas encontradas se presentan en las tablas 21
(temporada 1) y 22 (temporada 2), respectivamente. En ellas se exponen los

resultados de acuerdo con el cultivar, tratamiento fungicida y momento de aplicacion.



Parcela

Cultivar

Fungicida

MOM

Concentracion (ug/kg)

2387
IDA
2387
2387
IDA
IDA
IDA
IDA
IDA
2387
2387
2387
2387
IDA
IDA
IDA
IDA
2387
2387
2387
IDA
IDA
2387
2387
IDA
2387
IDA
2387
IDA
2387
IDA
IDA
2387
IDA
2387
2387
2387
2387
IDA
IDA
2387
IDA

SWING PLUS
PROSARO
PROSARO

SWING PLUS
PROSARO

SWING PLUS
PROSARO

SWING PLUS

SWING PLUS
PROSARO

SWING PLUS
PROSARO
PROSARO

SWING PLUS

SWING PLUS

SWING PLUS
PROSARO
PROSARO

SWING PLUS

SWING PLUS

SWING PLUS
PROSARO
PROSARO
PROSARO

SWING PLUS
PROSARO
PROSARO
PROSARO

SWING PLUS
PROSARO

SWING PLUS
PROSARO

SWING PLUS
PROSARO

SWING PLUS

SWING PLUS

Z61
Z65
Z71

Z71
Z71
Z65
Z65
Z71
Z65
Z61
Z61
Z61
Z61
Z61

Z61
Z65
Z61
Z65
Z65

Z71
Z71
Z71
Z71
Z65
Z71
Z65
Z71
Z61
Z71

Z71
Z65
Z61
Z61
Z65
Z61

Z65

6303
6255
2550
3661
20950
14999
9101
6933
7030
3632
1673
3491
2065
5091
8452
7661
14620
3171
2342
4839
6017
7099
6642
4446
9047
2579
11752
2279
6348
2329
16872
10061
6247
26604
3923
4965
skl
5658
10517
10920
3368
8262

108
94
ND
80
356
313
236
110
129
72
41
81
ND
62
140
126
261
67
51
79
108
128
87
60
212
47
176
44
ND
42
204
ND
ND
368
ND
78
ND
ND
136
ND
ND
ND

NIV

<LOQ
ND
42
ND
246
ND
119
48
ND
<LOQ
ND
ND
ND
ND
<LOQ
ND
112
<LOQ
ND
ND
ND
ND
ND
ND
136
ND
122
ND
65
ND
ND
ND
<LOQ
67
<LOQ
ND
ND
ND
38
ND
39
80

405
<LOQ
ND
ND
377
180
ND
122
<LOQ
<LOQ
ND
ND
ND
ND
ND
<LOQ
130
ND
ND
ND
<LOQ
<LOQ
ND
ND
617
ND
<LOQ
ND
<LOQ
<LOQ
263
461
<LOQ
631
134
ND
ND
ND
ND
<LOQ
ND
599

15ADON

222
157
87
125
561
548
ND
179
197
136
77
162
80
ND
250
192
414
133
88
156
198
238
185
130
ND
105
305
94
194
88
444
287
227
622
150
151
220
210
279
322
177
158



44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

2387
2387
IDA
IDA
IDA
IDA
2387
IDA
2387
2387
2387
2387
IDA
IDA

SWING PLUS
SWING PLUS
SWING PLUS
SWING PLUS
SWING PLUS
PROSARO
PROSARO
PROSARO
PROSARO
PROSARO
SWING PLUS
SIN
PROSARO
SIN

Z71
Z65
Z71
Z65
Z61
Z71
Z65
Z65
Z61
Z71
Z61
SIN
Z61
SIN

2319
1981
12658
8127
9524
4210
3619
8857
2507
1865
1508
5452
6285
11649

40
<LOQ
181
ND
132
59
ND
ND
ND
<LOQ
<LOQ
80
ND
ND

44
ND
94

<LOQ
49
ND
36

<LOQ
<LOQ
<LOQ
ND
<LOQ
66
153

ND
ND
307
220
867
ND
ND
ND

<LOQ
ND
ND
ND

<LOQ
ND

70
71
ND
171
231
101
112
ND
88
ND
ND
ND
ND
207

Tabla 21 - Resultados de la cuantificacion de micotoxinas del ensayo de temporada 1

2019. ND: no detectado, MOM: Momento de aplicacién, Z: Escala Zadoks. En coloracion

verde se identifican No Detectado (ND), coloracién naranja, menor al LOQ (<LOQ), en

rosa las muestras de concentracion superior al limite maximo establecido (1000 pg/kg
para DON y 200 pg/kg para ZEA).



Concentracion (ug/kg)

Parcela Cultivar Fungicida MOM

NIV ZEA 15ADON
100 IDA PROSARO Z65 3498 69 58 ND 101
101 2387 SWING PLUS Z71 1700 ND ND ND 59
102 IDA SWING PLUS Z61 4961 ND 80 ND 155
103 IDA PROSARO Z61 5965 108 43 <LOQ 164
104 IDA SWING PLUS Z71 6637 ND 159 ND 170
105 2387 SWING PLUS  Z65 1458 ND ND ND 68
106 2387 PROSARO Z71 1615 ND ND ND 64
107 2387 PROSARO Z61 2356 ND ND ND 72
108 IDA PROSARO Z71 9264 179 108 ND 254
109 2387 - - 3687 ND <LOQ ND 133
110 2387 PROSARO Z65 920 <LOQ ND ND 49
111 2387 SWING PLUS 761 601 ND ND ND <LOQ
112 IDA SWING PLUS 765 2634 ND <LOQ ND 63
113 IDA - - 10473 ND 38 ND 257
114 2387 - - 2018 44 ND ND 56
115 2387 PROSARO Z61 1652 ND ND ND 41
116 2387 SWING PLUS Z71 1099 ND ND ND 38
117 IDA - 9536 161 114 ND 211
118 IDA SWING PLUS  Z65 3887 ND <LOQ ND 90
119 IDA SWING PLUS 761 3807 ND 57 ND 95
120 IDA PROSARO Z65 3560 ND 49 ND 85
121 IDA PROSARO Z61 5350 105 171 110 146
122 2387 PROSARO Z65 513 ND ND ND <LOQ
123 2387 SWING PLUS 761 758 ND ND ND <LOQ
124 2387 SWING PLUS  Z65 1956 47 <LOQ ND 70
125 2387 PROSARO Z71 2174 ND ND ND 82
126 IDA PROSARO Z71 8650 172 106 ND 249
127 IDA SWING PLUS Z71 2777 ND 55 <LOQ 83

Tabla 22 - Resultados de la cuantificacion de micotoxinas del ensayo de temporada 2
2019. ND: no detectado, MOM: Momento de aplicacion, Z: Escala Zadoks. En coloracién
verde se identifican No Detectado (ND), coloracién naranja, menor al LOQ (<LOQ), en
rosa las muestras de concentracion superior al limite maximo establecido (1000 pg/kg
para DON y 200 pg/kg para ZEA).
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4.3.2.1 Deteccion de micotoxinas

En ambas temporadas se pudieron detectar las cinco micotoxinas. En la temporada
de alta enfermedad se observé una prevalencia de 100% para DON, 64% para
3ADON, 84% para 15ADON, 32% para NIV y 25% para ZEA. En cuanto a la
temporada de enfermedad intermedia, el porcentaje de detecciéon fue de 100% para
DON, 28% para 3ADON, 89% para 15ADON, 43% para NIV y 4% para ZEA.

Los rangos de concentracidon presentados en la Figura 25, permiten visualizar un
nivel de contaminacién mas alto en la temporada de mayor enfermedad. Esta presenté
concentraciones de DON por encima de 1000 pg/kg, el valor limite maximo segun
Decreto N°155/006 del Reglamento Bromatolégico Nacional para harinas de trigo, en
todas las muestras. El resto de las micotoxinas se encuentran por debajo del limite
maximo establecido, con excepcién de un 16% del total de muestras para ZEA, que
estuvieron por encima de los 200 pg/kg.

En cuanto a la temporada de enfermedad intermedia, si bien las muestras
presentaron concentraciones elevadas de DON, las concentraciones maximas son
menores a las detectadas en la temporada de alta enfermedad. Aun asi, un 86% de
las muestras presentaron concentraciones por encima del limite maximo para DON.

El resto de las micotoxinas estuvieron por debajo de los limites establecidos.

Se pudieron detectar las cinco micotoxinas en ambas temporadas de alta e
intermedia enfermedad, con un alto porcentaje de co-deteccién en la misma muestra.
En la temporada de alta enfermedad, la mayor co-deteccion fue entre DON y sus
variables acetiladas, 15ADON y 3ADON, encontrandose estas en un 36% de las
muestras. Mientras que en la temporada de enfermedad intermedia la mayor

prevalencia fue para DON y 15ADON, estando presentes en un 39% de las muestras.
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Alta enfermedad (n=56)

100
90

80
70
60
50
40
30
20
10

0

15ADON 3ADON

Deteccion de micotoxinas
(% de muestras)

1508-26604  70-622 40-368 36-246 122-867

Rangos de concentraciones en pg/kg

Enfermedad intermedia (n=28)

100
90
80
70
60
43
40
30
20
10 4
0 | ]

15ADON 3ADON NIV ZEA

Deteccion de micotoxina
(% de muestras)
a1
o

513-10473 38-257 44-179 38-171 110

Rangos de concentraciones en pg/kg

Figura 25 - Deteccién de las micotoxinas durante la temporada de intermedia y alta

enfermedad, con sus rangos de concentracion correspondiente en pg/kg.
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4.3.2.2 Contenido de micotoxinas segun estrategia de manejo de FE

Para evaluar los efectos de las estrategias de manejo de la FE sobre el perfil de
micotoxinas en granos de trigo, se realizaron los experimentos descriptos en la
seccion 3.4.2. Los tratamientos con fungicidas empleados fueron seleccionados por
ser los mas recomendados en el pais, siendo considerados de alta eficiencia para el

control de esta enfermedad 12.

A partir de la determinacion de micotoxinas en las muestras obtenidas de los
ensayos de manejo de FE se obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 23.
En ella se presentan el rango y la media de concentracion de las micotoxinas
detectadas en el estudio, correspondientes a la temporada de alta enfermedad, segun

el cultivar, el tratamiento con fungicidas y el momento de aplicacion.

Todas las muestras presentaron una media de concentracién de DON al menos un
orden de concentracibn mayor que las demas micotoxinas evaluadas, seguido en

concentracion por la ZEA.
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Tratamiento con

Cultivar fungicida

Sin tratamiento

Protioconazol +

Génesis Tebuconazol
6.87 (PROSARO)
(2387)
Metconazol +
epoxiconazol
(SWING PLUS)
Sin tratamiento
Protioconazol +
Tebuconazol
INIA Don (PROSARO)
Alberto
(IDA)

Metconazol +
epoxiconazol
(SWING PLUS)

MOM

Z61

Z65
Z71

Z61

Z65
Z71

Z61
Z65
Z71
Z61
Z65
Z71

DON (ung/kg

Rango Media
3368 - 6642 5442
2507 - 5951 4197
2279 -3619 2694

1865 - 3923 3007
1508 - 5658 3101
1673 -4965 2740
2319 -6247 4161

11649 -

26604 18456
5091 - 10061 7472
6017 - 10517 8105
4210 - 16872 10484
6255 - 10920 8590
6933 -8262 7605

6348 - 14999 10763

15 ADON
Rango

149 - 222

88 - 220

87 -112
55 - 150

49 - 210

71-151
70 - 227

207 - 622

136 - 287

197 - 279

101 - 444

157 - 322

158 - 238

194 - 548

a/ko
Media

183

157

95
109

118

97
141

451
225
218
283
255
186
340

3 ADON
Rango

80 - 108

42 -94
42 - 57
47 - 80
67 - 89

41 - 78
40 - 103

133 - 368

62 - 140

108 - 136

59 - 236

94 - 150

100 - 128
79 - 313

a/ko
Media

90

74

48
65

78

57
69

279

107

124

169
126
110
196

NIV (pg/kg
Rango Media
39 39
36-42 39
44 44
67 -246 144
66 66
38 38
75-122 105
49 49
48 - 80 64
65-136 99

ZEA
Rango

405

130 - 631

461

263
867
122 - 599
180 - 617

a/ko

Media
405

379

461

263
867
314
368

Tabla 23 - Resultados del ensayo de diferentes estrategias de manejo de FE en cuanto al contenido de micotoxina para Temporada 1; el

namero total de muestras analizadas en cada uno de los experimentos es 4, MOM es el momento de aplicacién, Z segun escala de
Zadoks.




Cultivar 2387

DON (pg/kg) 1000 2000 3000 4000 5000 6000

SINTTO
PR Z61
PR Z65

PR 271 - ]

SP 761
SP 765
SP Z71

Cultivar IDA
DON (ug/kg) 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

SIN TTO — 2

PR 7261
PR Z65
Pr 71 | —
SP 761

SP Z65
SP 771

Figura 26 - Rango de concentracion de DON (ug/kg) de acuerdo con el cultivar, tratamiento y momento de aplicaciéon de fungicidas. PR=
PROSARO, SP= SWING PLUS. La flecha roja indica que el rango de concentracion se extiende mas alla de la escala empleada.




Evaluacidon de los rangos y las medias de concentraciones de DON
En la Figura 26 se representan los rangos de concentracion de DON, segun cultivar,
tratamiento y momento de aplicacién de fungicidas, mientras que en la Figura 27 se

muestran las medias de concentracién de DON.

Cultivares

En relacion con los cultivares se puede observar que para el cultivar IDA (el mas
susceptible) las medias de concentracion de DON son de 2 a 3.5 veces mas elevadas y
presentan un rango mas amplio de contaminacion que para el cultivar 2387 (mas
resistente) cuando se comparan las mismas condiciones de tratamiento o las muestras
testigo (Figuras 26 y 27). Incluso en las muestras sin tratamiento del cultivar 2387, el
contenido medio de DON fue menor que para las muestras tratadas del cultivar IDA.

Las diferencias en el nivel de contaminacion entre los cultivares refuerza los hallazgos
observados en las muestras de la zafra 2018, donde los que tienen mayor resistencia a

la infeccion presentaron menor contenido de micotoxinas.

Tratamiento con fungicidas

Como es esperado, las muestras sin tratamiento presentaron medias de

concentraciones de DON mayores que las muestras tratadas (Figura 27).

Las muestras de trigo del cultivar IDA tratadas con fungicidas (PROSARO y SWING
PLUS) presentaron rangos de concentracion de DON mas acotados y con valores
menores con respecto a las muestras testigo. En cuanto al cultivar 2387, si bien los
rangos de concentracion fueron de valores menores en las muestras tratadas, estos se
superponen con los rangos obtenidos para las muestras sin tratamiento. La mayoria de
los resultados obtenidos presentaron niveles minimos de DON en las muestras del
cultivar IDA que se aproximan o superponen con los maximos niveles de concentracion
de las muestras del cultivar 2387, remarcando las diferencias de contaminacion entre

ambos cultivares.

Momento de aplicacién de fungicida

En las muestras tratadas tanto con PROSARO como SWING PLUS del cultivar IDA
se aprecian rangos de concentracidn menores y mas acotados en los momentos de
aplicacion Z61 y Z65. Para el dia Z71 en ambos tratamientos, el rango de niveles de
DON fue mas amplio, abarcando ademas concentraciones mayores.
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Para el cultivar 2387 tratado con PROSARO los momentos de aplicacién 265y Z71
presentaron menores niveles de contaminacion y un rango de concentraciones mas
acotado que los observados para el Z61. Para el tratamiento SWING PLUS, si bien se
detectaron concentraciones menores en los dias Z61 y Z65, las diferencias de
contaminacion con el Z71 no parecen reflejar la existencia de un momento de aplicacién

Optimo para este tratamiento en particular.

Concentracion media de DON en relacion al tratamiento y
momento de aplicacion de fungicidas

m Cultivar 2387 m Cultivar IDA
20000 18456
c_\@ 18000
2 16000
14000
12000 10484 10763
10000

6000 | °44

8105

419
4000 269 300

2000

Concentracion de DON

SIN
TRATAMIENTO

Z61
PROSARO

Z65
PROSARO

Z71
PROSARO

SWING PLUS | SWING PLUS | SWING PLUS

Tratamiento y momento de aplicacion de fungicida

Figura 27 - Comparacion de la concentracion media de DON con respecto a
cultivar, tratamiento y momento de aplicacion de fungicidas.
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Evaluacién de los rangos y las medias de concentraciones de otras

micotoxinas

Las concentraciones de otras micotoxinas evaluadas son al menos un orden de
magnitud menores que las observadas para el DON. En la Figura 28 se presentan las
medias de concentracion para 15ADON, 3ADON, NIV y ZEA, segun cultivar, tratamiento

con fungicidas y momento de aplicacion de este.

Como es esperado, las muestras sin tratamiento presentan concentraciones mas altas
de las micotoxinas para ambos cultivares, con excepcion de ZEA para el cultivar IDA.
Para este cultivar susceptible, se detecta la presencia de ZEA en altas concentraciones

en las muestras con los dos tratamientos.

Cultivares

El cultivar 2387 presentdé medias de concentraciones mas bajas de micotoxinas que
el IDA, incluso no detectandose estas micotoxinas en algunas muestras. Esto esta dentro

de lo esperado dada la moderada resistencia a la FE que presenta dicho cultivar.

Los derivados acetilados de DON (3ADON y 15ADON), se presentaron en ambos
cultivares, con rangos de concentraciones del mismo orden, pero mas acotados para el
cultivar 2387.

El NIV fue detectado en concentraciones bajas, en su mayoria cercanas al LOQ del
método, e incluso no detectdndose en algunos de los tratamientos evaluados en el
cultivar 2387.

Algo similar sucede con la ZEA, la cual fue detectada unicamente en dos muestras del
cultivar 2387, con una de ellas (muestra sin tratamiento), superando los limites maximos
establecidos previamente (Tabla 5). En cambio, en el cultivar IDA, se detecté ZEA en un
mayor rango de concentraciones en comparacion con el cultivar mas resistente, con

medias de concentracion que superan los limites maximos mencionados (Tabla 5).

Tratamiento con fungicidas

En el caso de la ZEA, los niveles de concentracion mas altos fueron detectados para
muestras del cultivar IDA con tratamiento fungicida, superando una de ellas (SWING
PLUS Z61) 2 veces los niveles observados para las muestras testigo. Para el cultivar
2387, no se detectd ZEA en las muestras tratadas, con la excepcion de una muestra
correspondiente al tratamiento PROSARO Z61, pero cuya concentracion fue menor a la

detectada en las muestras sin tratamiento.
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Tanto 3ADON, 15ADON como NIV no demostraron diferencias notables en sus rangos

de concentracion entre los tratamientos con los dos fungicidas.

Momento de aplicacion

Al igual que con los tratamientos con fungicidas, los resultados obtenidos para los
diferentes momentos de aplicacion no arrojaron evidencias de una mejor aptitud de uno
u otro para el cultivar 2387. En el cultivar IDA, para las micotoxinas NIV, 3ADON y
15ADON puede observarse para el momento Z71 niveles de concentracion de
micotoxinas mas altos en comparaciéon con los otros momentos. Para la ZEA, el

momento de aplicacion con mayor contenido fue Z61.
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Cultivar 2387 - Concentracion media de micotoxina en
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Figura 28 - Comparativa de la concentracion de 3ADON, 15ADON, NIV y ZEA, con

respecto al cultivar, tratamientos antifingicos y el momento de aplicacion de estos.
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4.3.3 Comparacion resultados método 2 con ELISA AgraQuant DON

Considerando que, a nivel de produccion, las técnicas de ELISA son las mas
empleadas para realizar el tamizaje o screening de micotoxinas, se propuso comparar
los resultados de DON obtenidos a partir del método 2 mediante HPLC-MS/MS con el

método ELISA AgraQuant utilizado en los ensayos agronémicos (seccién 3.4.2 y 3.5.3).

Se seleccionaron 20 muestras correspondientes al ensayo Temporada de alta
enfermedad 2019, pertenecientes al cultivar 2387, cuyo resultado determinado por
ELISA, estuviera dentro del rango de linealidad de esta técnica (250 a 5000 ug/kg). Los

datos obtenidos para ambas técnicas se presentan en la Tabla 24.

DON (pg/ko

N° muestra HPLC/MS-MS ELISA
1 513 1800
2 601 670
3 758 1180
4 920 1930
5 1099 1100
6 1458 1620
7 1615 3550
8 1652 1210
9 1695 4670
10 1700 980
11 1956 1310
12 2018 2140
13 2154 3600
14 2175 3410
15 2327 2270
16 2356 2900
17 2403 5450
18 2553 5270
19 2972 4390
20 3687 5460

Tabla 24 - Resultados de concentraciones de DON obtenidos para 20 muestras de
cultivar 2387 obtenidos mediante HPLC-MS/MS y ELISA.
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En las Figuras 29 y 30 se presentan los resultados obtenidos para ambas técnicas, en
niveles de concentracion creciente segun el valor obtenido por HPLC-MS/MS utilizado
como valor de referencia. De ella se desprende una variacion notable entre los resultados
de ambas técnicas, con una sobreestimacion de las concentraciones de DON en la

mayoria de las muestras mediante el método de ELISA.

Teniendo en cuenta que la técnica de ELISA es empleada como una técnica de
screening, se mantiene su utilidad en este contexto, siempre que posteriormente los
valores elevados de concentracion sean confirmados mediante una técnica de mayor

exactitud.

Comparativa cuantificacion de DON:
ELISA vs HPLC-MS/MS

BHPLC/MS-MS WELISA
6000

5000
4000
3000 -

2000 t

Concentracion de DON (ug/kg)

1000 r I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
N° de muestra

Figura 29 - Comparacién de las concentraciones de DON obtenidas mediante ELISA
AgraQuant y HPLC-MS/MS (n= 20).

112



Comparativa cuantificacion de DON:

ELISA vs HPLC-MS/MS
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5000 e
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Concentracion de DON (ug/kg) HPLC-MS/MS

Figura 30 - Comparacion de resultados de la cuantificacion de DON mediante ELISA vs
HPLC-MS/MS.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se desarroll6 y validé una metodologia analitica (método 2) para la determinacion de
las micotoxinas DON, 3ADON, 15ADON, NIV y ZEA. Dicha metodologia es de facil
implementacion en un laboratorio que cuente con el equipamiento adecuado. Es un
método relativamente econdémico, con bajo consumo de solventes y reactivos. Ademas,
dado que no se realiza una etapa de clean-up, es una metodologia rapida para el analisis

de rutina.

El método cumple con los requerimientos establecidos por las guias de validaciéon de
métodos analiticos de la DG SANTE, demostrando su robustez a lo largo de los distintos
controles de calidad establecidos, asi como con sus especificaciones para la
identificacion y confirmacién de micotoxinas. Considerando lo previamente expuesto, el
método puede ser empleado en muestras reales, logrando capturar la diversidad de

perfiles de micotoxinas de las mismas.

A partir de la evaluacion de las muestras de trigo de la zafra 2018 con el método
desarrollado, se pudo obtener un relevamiento del perfil de micotoxinas y relacionarlo
con la identificacion de los hongos presentes en las mismas, asi como con el quimiotipo

detectado.

El método desarrollado se empleo en la evaluacion de muestras de ensayos dirigidos
gue permitieron evaluar tres variables de estrategias de manejo de la FE en cuanto al
contenido de micotoxinas. Los resultados obtenidos permitieron valorar qué
combinaciones de dichas estrategias producen los mejores resultados en cuanto al

manejo de la enfermedad, con una menor produccion de micotoxinas.

La informacién obtenida a partir de los resultados de esta tesis nos permite conocer
el perfil micotoxigénico asociado a las especies de hongo causales de la FE en nuestro
pais y como afectan las distintas estrategias de manejo de la enfermedad al contenido
de micotoxinas. Esto permite apoyar la planificacion de futuros cultivos, con el fin de
disminuir el impacto de esta enfermedad y por ende la contaminacion de estos por

micotoxinas.

Como perspectivas para el trabajo en el tema, se puede mencionar la mejora y
ampliacion del alcance del método analitico. En primer lugar, la separacién
cromatografica de los isbmeros 3ADON y 15ADON es un requerimiento para la
confirmacion de la presencia y cuantificacion de estos isdmeros. Para ello, la estrategia

actual es utilizar un método cromatografico de UPLC con columnas mas eficientes. En
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segundo lugar, las micotoxinas modificadas y las micotoxinas emergentes son analitos
de interés que posiblemente se incorporaran a los programas de monitoreo rutinarios con
el tiempo. Para ello, es necesario contar con estandares analiticos (no disponibles en
este momento) y con el desarrollo de métodos multianalito ampliados que permitan su

deteccion.

Otra perspectiva que surge de este trabajo de tesis es la necesidad de incorporar el
perfil micotoxigénico de las muestras de alimentos en los controles habituales. A medida
qgue van cambiando las cepas circulantes en las regiones productivas del pais, existe
mayor riesgo de aparicion de otras micotoxinas que no estan incorporadas en el

reglamento bromatoldgico nacional, como el NIV.
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6. ANEXO

Anexo | - Ejemplo de calculos de concentracion de micotoxinas

Calculos para muestras concentradas
Ecuacion de la recta de la curva de calibracion en matriz:y = ax + b
y = Area a = pendiente x = concentracion en vial (—L) b = témino independiente
m

— twiall 24 = (Area —
x—[vlal]mL—(Area b)/a

n
[vial] — X c= [extracto] m_gL
n 8mL ng
[extracto] — X —— = [muestra] —
mL  2g

n n
Resumiendo: [vial] 9 X 1,6 = [muestra] g
mL g

Calculo para muestras diluidas

Ecuacion de la recta de la curva de calibracién en matriz:y = ax + b

. n
y = Area a = pendiente x = concentracion en vial (m—‘i) b = témino independiente
—) "
= l[| — = (Area—0»b
X [Zla]mL (Area )/;L
[vial] g X 20 = [extracto] g
mL amL mL
n m n
[extracto] 9 X —— = [muestra] "9
mL  2g g
ng

n
Resumiendo: [vial] g X 80 = [muestra] —
mL g
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Anexo Il - Resultados de los parametros evaluados en el control de

calidad de los distintos ensayos realizados.

Se reportan %Rec, %RSD, IR, tR, linealidad en solvente y matriz expresado como
R%y %EM.

Muestras de Temporada 1 2019 (1 a 28)
tR

Micotoxina %Rec %RSD IR min RZ2 MM R? ste %EM
100 98 941 83 99981 (9997 5
DON
81* 8,0* 0,27* 8,1* 0,9984* 0,9952* 12*
3ADON 92 7,9 0,29 9,79 0,9985 0,9999 -1
NIV 86 2,1 0,54 7,27 0,9995 0,9999 21
ZEA 97 10,4 0,88 11,8 0,9990 0,9947 39
15ADON 91 0,6 0,79 9,58 0,9998 0,9993 18

Valores marcados con asterisco (*) corresponden al ensayo de dilucién para DON.

Muestras de Temporada 1 2019 (29 a 56) y Temporada 2 2019 (100 a 127)

Micotoxina %Rec %RSD IR r:]an R2 MM RZ? ste %EM
DON 91 10 0,40 8,15 0,9999 0,9995 7
3ADON 79 3 0,25 9,57 0,9999 0,9997 -6
NIV 79 8 0,50 7,09 0,9949 0,9995 -20
ZEA 79 9 0,85 11,7 0,9962 0,9996 -11
15ADON 70 2 0,91 9,5 0,9993 0,9999 11
Muestras de zafra 2018
Micotoxina %Rec %RSD IR r:]I?n RZ2 MM RZ? ste %EM
DON!? 78 15 0,46 816 0,9991 0,9991 -23
DON?Z 76 5 0,41 ! 0,9976 0,9993 -12
3ADON!? 73 8 0,41 966 0,9997 - -
3ADON? 96 4 0,41 ’ 0,9988 0,9999 -10
NIVvL 64 4 0,56 714 0,9926 - -
NIV2 84 4 0,72 ’ 0,9982 0,9993 -6
ZEA! 97 5 0,72 116 0,9992 - -
ZEA? 79 11 0,66 ! 0,9992 0,9996 -22
15ADON!? 74 21 0,27 956 0,9991 - -
15ADON? 88 5 0,42 ! 0,9994 0,9999 -5

Valores marcados con 1 corresponden a la primera ronda de muestras, valores

marcados con 2 a la segunda.
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Anexo Il - Resultados relevamiento de micotoxinas de la zafra de trigo 2018, especificando departamento,

cultivar, identificacion de los hongos aislados, quimiotipo y concentracion de las micotoxinas (ug/kg).

En coloracion verde se identifican No Detectado (ND), coloracion naranja, menor al LOQ (<LOQ), en rosa las muestras de concentracion

superior al limite maximo establecido (1000 ug/kg para DON, 200 pg/kg para ZEA)

Concentracion (ug/kg)

Muestra Cultivar Departamento Identificacién hongo Quimiotipo

DON 3ADON NIV ZEA 15ADON

1 G 2375 Soriano F.graminearum, F.poae 15ADON 532 ND ND ND ND
2 G 2433 Soriano F.graminearum, F.poae 15ADON ND ND ND ND ND
3 G 2375 Soriano F.avenaceum ND ND ND ND ND
4 Curupay Soriano F.poae 738 ND ND ND ND
5  Algarrobo Soriano F.cf.incamatum MLSTs 21-ay 21-F. 15apoN NIV 1305 ND 37 ND ND
graminearum, F.poae
7 Algarrobo Soriano No FGSC 4062 ND ND 1809 ND
8 Algarrobo Soriano F.graminearum, F.poae 15ADON 714 ND ND ND ND
9 Algarrobo Rio Negro F.graminearum 15ADON 459 ND ND ND ND
10 Algarrobo Rio Negro F.graminearum, F.poae 15ADON 179 ND ND ND ND
11 Algarrobo Flores F.graminearum, F.poae, F.venenatum 15ADON 604 ND ND ND ND
12 Algarrobo Paysandu F.graminearum, F.cortaderiae, 15ADON, NIV 350 ND 48 ND ND
F.tricinctum, F.avenaceum
13 Algarrobo Paysandu F.graminearum 15ADON 783 ND <LOQ ND ND
14 Algarrobo Soriano F.graminearum, F.tricinctum, 15ADON 1894 ND  <LOQ <LOQ  ND
F.avenaceum
15 Algarrobo Soriano F.graminearum, F.poae 15ADON 10507 ND ND 5193 ND
16 Algarrobo Soriano F.graminearum, F.poae 15ADON 1720 ND ND ND ND
17 Algarrobo Soriano F.poae 881 ND 39 ND ND
18 Algarrobo Soriano F.poae 5298 67 ND 1852 ND
19 Algarrobo Soriano F.graminearum, F.poae 15ADON 3289 ND ND 726 ND
20 Algarrobo Soriano F.graminearum, F.poae 15ADON 1873 ND ND ND ND
21 Algarrobo Rio Negro F.graminearum 15ADON, NIV 525 ND ND ND ND
22 Algarrobo Flores F.graminearum 15ADON 1827 ND <LOQ ND ND




23
25
26
28

29

30
31

32

34
35
36
37
38
40

41

42

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

Curupay
Curupay
Curupay
Curupay

Curupay

Curupay
Curupay

Curupay

SYN 200
SYN 200
SYN 211
SYN 300
SYN 200
Bag 11

K. Nutria

Bag 11

Algarrobo
K. Nutria
G 6.28
G 6.81
Bag 11
Bag 11
G 6.28
G 6.28
Nogal
G 6.28
G 6.28
G 6.38
G 6.38

Rio Negro

Paysandu

Paysandu
Colonia

Soriano

Soriano
Colonia

Colonia

Rio Negro
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano

Rio Negro

Colonia

Colonia

Soriano
Soriano
Flores
Flores
Flores
Flores
Flores

San José
Flores
Flores
Flores
Flores
Flores

F.graminearum
F.austroamericanum
F.graminearum, F.proliferatum
F.pseudograminearum, F.poae
F.graminearum, F.tricinctum,
F.avenaceum, F.sp cf. poae
NRRL13714
F.graminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae,
F.heterosporum
F.graminearum, F.poae
F.pseudograminearum, F.poae
F.graminearum, F.pesudograminearum
F.poae
F.graminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae, F.avenaceum
F.graminearum, F.cortaderiae,
F.avenaceum, F.sp cf. poae
NRRL13714
F.graminearum, F.poae, F.sp cf. poae
NRRL13714
F.graminearum
No FGSC
F.graminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae
F.graminearum
F.graminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae, F.avenaceum
F.graminearum, F.avenaceum
F.graminearum
F.graminearum, F.pseudograminearum
F.graminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae
F.graminearum

15ADON
15ADON
15ADON

15ADON

15ADON
15ADON

15ADON

15ADON

15ADON
15ADON

15ADON, NIV

15ADON
15ADON

15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON, NIV
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON

283
208
ND
850

649

345
461

102

<LOQ
261
352

<LOQ

<LOQ
ND

ND

ND

409
419
ND
<LOQ
1153
<LOQ
662
<LOQ
1423
320
ND
176
ND

ND
ND
ND

<LOQ

ND

ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
49

ND

ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
66
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND

ND
104

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND




56
57

58

60

61
62

63
64
65
66
67
69

70

71
72
73
74
77
78
80
81

G 6.28
G 6.28

G 6.28

G 2375

G 6.28
Algarrobo

G 2375
G 6.28
G 2375
G 2375
G 2375
G 2375

Algarrobo

G 2375
G 6.28
G 2366
G 2375
G 2375
G 6.87
G 6.88
G 2366

Flores
Flores

Flores

San José

San José
San José

San José
San José
San José
San José
San José
Florida

Florida

Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Rio Negro
Rio Negro

F.graminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae
F.graminearum,
F.pseudograminearum, F.poae
F.graminearum, F.tricinctum,
F.guilinense NRRL 32865,
F.graminearum/boothii/asiaticum
F.graminearum, F.praegraminearum
F.graminearum,
F.pseudograminearum, F.poae
F.graminearum, F.poae, F.avenaceum
F.avenaceum
F.graminearum, F.poae
F.graminearum
F.graminearum
F.graminearum, F.poae, F.avenaceum
F.graminearum, F.tricinctum,
F.avenaceum
F.graminearum
F.graminearum
F.graminearum
F.graminearum
F.graminearum
F.graminearum
F.graminearum, F.scirpi
F.graminearum, F.pseudograminearum

15ADON
15ADON

15ADON

15ADON

15ADON
15ADON
15ADON

15ADON
15ADON
15ADON, NIV

15ADON

15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON

103
213

ND

ND

264
944

ND
ND
1384
ND
141
<LOQ

ND

ND
797
798
1123
130
ND
ND
8711

ND
ND

ND

ND

ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND

ND

ND

ND
44

ND
ND
55
ND
ND
ND

ND

ND
31
ND
ND
ND
ND
ND
61

ND
ND

ND

ND

ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
3399

ND
ND

ND

ND

ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND




Anexo IV — Analisis de varianza de un factor entre cultivar de trigo y

concentracion de DON (ug/kg)

Andlisis ANOVA comparativo de la concentracion de DON con respecto a la

localidad y al cultivar de trigo. Fueron realizados en Excel Office® como andlisis de

varianza de un factor.

Analisis de varianza de un factor Cultivar vs DON

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Algarrobo 20 37622,94289 1881,147144 6003322,23
Curupay 9 3635,652763  403,9614181  85631,534
G 2375 11 3310,725355 300,9750323  250052,76
G 6.28 11 2358,610149 214,4191044 79547,044
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los . Valor critico
A : F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 30564137,21 3 10188045,74  4,05643192 0,012088709 2,802355176
Dentro delos 118044172 7 47 2511578,142
grupos
Total 148608309,9 50

Anexo V - Analisis de varianza de un factor entre el Departamento y la

concentracion de DON (ug/kg)

Andlisis de varianza de un factor Departamento vs DON

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Soriano 28 36223,283 1293,688676 4922365,8
Flores 15 6480,9095 432,0606336 348880,3
San José 9 2733,151 303,6834469 258271,16
Rio Negro 8 9631,7456 1203,968198 9229990
Colonia 5 1413,3005 282,6600983 136585,58
Paysandu 4 1340,5773 335,1443335 109859,93
Florida 2 0 0 0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 15845409,58 6 2640901,597 0,8231105 0,55623192 2,244024016
Dentro de los
grupos 205340221,7 64 3208440,964
Total 221185631,3 70
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