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Resumen

El sorgo es un cereal ampliamente utilizado tanto a nivel mundial como en nuestro pais,
donde se usa principalmente para alimentacién animal y generacion de bioetanol. Si bien es
un cultivo que se caracteriza por su robustez, se ve expuesto a la colonizacion por una gran
variedad de hongos, que pueden aparecer en el campo, en el almacenamiento o en el
procesamiento posterior. Dentro de estos hongos, el género Fusarium es uno de los
principales contaminantes flngicos del sorgo en el campo. Esto puede traer problemas tales
como la pérdida de valor nutritivo de los granos o la contaminacion con micotoxinas
producidas por algunas especies de Fusarium, generando perjuicios sanitarios como dafios
a la salud humana y animal, y econdmicos, afectando la cantidad y la calidad industrial de

las cosechas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la presencia de especies de hongos toxicogénicos
del género Fusarium en granos de sorgo de Uruguay. Para eso se analizaron muestras de
granos de sorgo de dos afios consecutivos de los departamentos del litoral oeste del pais.
De cada muestra se aislaron e identificaron las especies de Fusarium presentes y se
determinaron los niveles de las micotoxinas deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA),
nivalenol (NIV) y fumonisinas B1y B2 (FB1y FB2).

Se analizaron un total de 108 muestras y la prevalencia de Fusarium fue del 99,7%. Se
analizaron micotoxinas en 61 muestras, de las cuales 52 presentaron contaminacién con
DON (hasta 5600 ug/kg) y se detectd ZEA en 57 (hasta 8600 ug/kg). Ninguna muestra
presentd contaminacién por NIV y 5 mostraron contaminacion por FBs. Se encontraron
diferencias significativas tanto en la infeccién por £ graminearum como en los niveles de
DON, entre los dos afos de estudio, siendo mayores los niveles en 2016 que en 2017. La
precipitacién acumulada en las zonas de los cultivos fue sustancialmente diferente entre los

anos estudiados, siendo 2016 afo de inundaciones.



1. Introduccion

1.1 Sorgo

Los sorgos (Sorghum spp.) son un género botanico de unas 20 especies de gramineas
oriundas de las regiones tropicales y subtropicales de Africa oriental (Carrién Sbardelotto,
2013) (Figura 1). Su domesticacién se remonta probablemente antes del 3000 a.C. Se cree

que la semilla de sorgo ingres6 a Ameérica con la llegada de los esclavos africanos a

Estados Unidos, pais que es ahora el mayor productor en el mundo (Acheampong et al.,
1984).

Figura 1. Cultivo de sorgo. Fotos tomadas de la galeria de imagenes de Alcoholes del Uruguay
(ALUR).

Las especies de sorgo cultivadas son diversas, muchas de ellas con varios subgrupos, lo
que refleja la presién de seleccién aplicada a lo largo de miles de afios de adaptacion a
distintas condiciones de produccién (ICRISAT, 2021).

El grano de sorgo es un grano robusto, que puede crecer en un amplio rango de
temperaturas y alturas, se adapta a diferentes tipos de suelos (desde porosos y arenosos a
muy arcillosos) y a variados rangos de acidez, ademas de tener una alta resistencia a
sequias (ICRISAT, 2021; Olij Passanante, 2014). Es una buena fuente de proteina y fibra, y

tiene altos niveles de hierro y zinc, por lo que ha llegado a ser el principal elemento en la
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dieta de mas de 500 millones de personas y su cultivo ocupa 40 millones de hectareas en
105 paises (ICRISAT, 2021; USDA, 2019).

A nivel mundial, el grano se usa principalmente como alimento humano en Asia y Africa, y
como pienso para ganado en América. El sorgo también se usa para una variedad de fines
industriales que incluyen la produccién de jarabes, almidén para la fermentacion y la
produccion de biocombustible. Los tallos de la planta son usados en algunas poblaciones

rurales como material de construccion y como combustible para cocinar (ICRISAT, 2021).

Actualmente existe en el mercado una gran diversidad de hibridos comerciales de sorgo
que se utilizan con objetivos productivos diferentes. Dentro de la alimentacion ganadera, la
eleccion de sorgos y la forma de utilizacion de los mismos (en pie verde, diferido, ensilado o
grano) depende del tipo de sistemas de produccion al que se esté apuntando (cria, recria,
engorde) (Carrasco et al.,, 2011). Entre los distintos tipos se distinguen sorgo granifero,
silero y forrajero, que varian en su calidad nutricional, tipo de panoja, produccién de forraje,

calidad de rebrote, composicion de taninos y largo de ciclo.

En Uruguay, el sorgo es un cultivo que deja un alto volumen de rastrojo y es de lenta
descomposicién, logrando incorporar materia organica al suelo (Irigoyen & Perrachon,
2007). El silo de grano humedo juega un rol protagénico como reserva forrajera, por ser una
alternativa tecnoldgica simple, de bajo costo y bajo riesgo de inversion. Varios productores
utilizan el sorgo como suplementacién invernal del ganado, algunos incluso lo guardan de
un afio a otro para usarlo en destete precoz, complementandolo con algun nucleo proteico
(Barbat Rodriguez, 2019). En el afo 2015, el sorgo granifero comenzé a ser utilizado por la
empresa uruguaya Alcoholes del Uruguay (ALUR), para la produccion de bioetanol. Ademas
de etanol anhidro, se genera como subproducto el alimento animal “granos secos de
destileria con solubles” (DDGS, su sigla en inglés), que presenta un alto valor energético y
elevado contenido de proteinas, fésforo y fibra digestible. EI 100% del DDGS se
comercializa como alimento animal, tanto para ganado carnico como para ganado lechero
(ANII, 2016).

1.2 Género Fusarium

Asi como otros cereales, los granos de sorgo estan expuestos a la colonizacién fungica
desde su formacion en la planta hasta su utilizaciéon o consumo final, lo que genera pérdida

de masa, densidad, nivel nutricional y viabilidad (Balota, 2012). Uno de los principales
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géneros fungicos presentes en el campo es Fusarium. Es un género ubicuo y
extremadamente versatil, usualmente saprofito del suelo, asociado a materia organica en

descomposicion e insectos (Burgess et al., 1994).

Fusarium es un género fungico perteneciente al phylum Ascomycota. Por este motivo
muchas especies forman como resultado de su reproduccién sexual, ascos conteniendo
ascosporas (esporas sexuales) dentro de peritecios. Fusarium puede producir ademas, dos
tipos de esporas asexuales; microconidios y macroconidios, estos ultimos reconocidos por
presentar un mayor tamafo y forma curvada. Presenta también esporas de resistencia

llamadas clamidosporas (Leslie & Summerell, 2006).

Los principales caracteres micromorfoldgicos utilizados para su identificacion son la forma
de los macroconidios, tipo de células conididgenas (monofidlides o polifidlides),
organizacién en la formacion de los microconidios (cadenas o cabezuelas), y presencia o
ausencia de clamidosporas. Otras caracteristicas que también se observan son el aspecto
de la colonia, los pigmentos producidos y la tasa de crecimiento, en medio papa dextrosa
agar (PDA) (Figura 2) (Burgess et al., 1994; Leslie & Summerell, 2013).

g

Figura 2. a. Vista al microscopio de Fusarium sp. Se observan hifas, macroconidios, microconidios y
clamidosporas. b y c. Colonias de distintas especies de Fusarium en medio PDA: F. oxysporum, F.
equiseti, F. verticillioides, F. graminearum, F, semitectum y F. proliferatum.
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Muchas especies de Fusarium son importantes especies fitopatdbgenas que generan
importantes pérdidas en los cultivos y un gran impacto econémico a nivel mundial (Leslie &
Summerell, 2013; Ma et al., 2013).

Fusarium spp. utilizan multiples rutas de entrada a la planta colonizando distintos tejidos y
causando diversas enfermedades (marchitamientos vasculares, pudriciones del tallo, raiz y
semilla, cancros y enfermedades en las hojas) (Figura 3) (Leslie & Summerell, 2013).
Durante su fase saprofitica, el hongo se desarrolla sobre tejidos muertos, y se liberan
esporas (asexuales y sexuales). Las esporas sexuales de Fusarium graminearum pueden
persistir en el suelo sobre los rastrojos por un periodo de aproximadamente 2 afos (Diaz de
Ackerman & Pereyra, 2010). Asi Fusarium spp. pueden infectar la plantula, penetrando por
la raiz, desde la germinacion de la semilla. Ademas, las esporas o parte del micelio pueden
ser transportados por el viento, la lluvia e insectos a las partes aéreas de la planta, donde el

hongo penetra a través de la flor, estomas o tejido vegetal dafiado (Mills, 1989).

El grado de la infeccion esta determinado por el tamafo del indculo, las condiciones
climaticas, dafios mecanicos, resistencia y estado nutricional de la planta, dafio por otros
hongos e infeccién por invertebrados (Mills, 1989). La temperatura, humedad relativa y
precipitaciones son factores climaticos que afectan la presencia y el desarrollo de las

especies de Fusarium (Diaz de Ackerman & Pereyra, 2010).

Figura 3. Lesiones en tallo y hojas ocasionadas por Fusarium en una planta de sorgo.
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En Uruguay, los primeros registros de enfermedad por Fusarium datan del afio 1928, donde
se menciona su aparicion como agente causal de espigas blancas en cultivos de trigo.
Desde ese entonces se han registrado pérdidas causadas por infecciones de Fusarium,
principalmente por F. graminearum en los cultivos de trigo y cebada, llegando a
comprometer la comercializacion del trigo en las zafras 2001/2002 y 2002/2003 debido a
una gran epidemia (Diaz de Ackerman & Pereyra, 2010). La infeccién por esta especie
fungica fue asociada a condiciones ambientales de abundantes precipitaciones vy altas
temperaturas durante la fase de floracion del cultivo (Souto, 2003). En los ultimos afos el
problema se ha trasladado a los cultivos de verano como maiz, soja y sorgo, sin embargo
en estos cultivos poco se conoce sobre la presencia de especies de Fusarium en nuestro

pais (Barrios Burzaco et al., 2014; Gelezoglo et al., 2019).

1.3 Micotoxinas

Los hongos producen naturalmente una variedad de metabolitos secundarios, llamados asi
porque no son compuestos esenciales para su crecimiento o reproduccion. Algunos de
estos metabolitos son altamente téxicos para humanos y animales (producen efectos a muy

bajas concentraciones), por lo que son referidos como micotoxinas (Nishiuchi, 2013).

La contaminacion de los cereales por especies fungicas toxicogénicas frecuentemente
implica la contaminacién con micotoxinas de los granos y sus derivados, ya que son
compuestos estables que prevalecen luego de la muerte del hongo y no se destruyen
durante la mayor parte de las operaciones de procesamiento de los alimentos. Incluso
pueden llegar a concentrarse en los subproductos obtenidos de la elaboraciéon de alcohol,
como los DDGS, luego de la fermentacion. Debido a la cria de animales a base de dichos
alimentos, también pueden encontrarse micotoxinas en leche, huevos, carne y derivados
(Cabella & Eguren, 2012; Martinez-Larrafiaga & Anadon, 2012).

El consumo de micotoxinas puede causar serios problemas de salud en humanos,
especialmente nifios e inmunodeprimidos, y animales. Dado el amplio rango de estructuras
quimicas de las micotoxinas, sus efectos bioquimicos a nivel celular son variados:
interacciones con membranas celulares, interferencia con el metabolismo energético,
interacciones con el ADN o proteinas, inhibicién de la replicacion del ADN, inhibicion de la
transcripcion, interaccion con receptores hormonales, etc. Los sintomas, entonces, pueden

ser muy diferentes y afectar distintos 6rganos o sistemas. Las intoxicaciones pueden ser


https://www.zotero.org/google-docs/?kuHmpC
https://www.zotero.org/google-docs/?wumCC5
https://www.zotero.org/google-docs/?QoO6jL
https://www.zotero.org/google-docs/?41noVH
https://www.zotero.org/google-docs/?DOAlIp

agudas o cronicas, siendo muchas de las micotoxinas carcindgenas (Martinez-Larranaga &
Anadoén, 2012; Ruiz & Font, 2007).

La produccién de micotoxinas esta condicionada tanto por el sustrato y ambiente en el que
se desarrolla el hongo productor como por su genotipo, lo que implica que los metabolitos
secundarios puedan ser especificos no solo de especies sino también de cepas. Ademas,
una misma cepa puede tener la capacidad de producir varias micotoxinas. Los principales
factores ambientales que afectan la produccion de toxinas son la temperatura y la actividad
hidrica. Las condiciones para la produccion de micotoxinas suelen ser mas restringidas que

las que permiten el crecimiento del hongo (Basilico, 1995).

1.4 Micotoxinas de Fusarium

Entre las principales micotoxinas producidas por Fusarium se encuentran los tricotecenos,

la zearalenona (ZEA) y las fumonisinas (FBs) (Cabafies Saenz et al., 2007).

Los tricotecenos son moléculas pequefias y anfipaticas por lo que pueden atravesar las
membranas celulares. Se destacan el deoxinivalenol (DON), sus derivados acetilados
(3-acetildeoxinivalenol y 15-acetildeoxinivalenol), Toxina T2 vy nivalenol (NIV). Son
producidos principalmente por F. graminearum, F. culmorum, F. poae, F. sporotrichioides,
entre otros, y causan gran variedad de efectos toxicos a nivel gastrointestinal produciendo
vomitos o rechazo al alimento, asi como lesiones hemorragicas y problemas inmunologicos
(Cabafies Saenz et al., 2007; McCormick et al., 2011).

Zearalenona es una micotoxina estrogénica que es producida también por F. graminearum y
F. culmorum, y en menor medida por especies del complejo Fusarium equiseti-incarnatum
(Hestbjerg et al., 2002; Kuiper-Goodman et al., 1987). Actia como disruptor enddcrino en
machos y hembras de diferentes especies ocasionando sintomas como feminizacion, atrofia
testicular, disminucion de la espermatogénesis, prolapso cérvico-vaginal y abortos (Hueza
et al., 2014). Los metabolitos derivados de la zearalenona pueden estar presentes en la

carne de animales que se alimentan de granos contaminados (Cabella & Eguren, 2012).

Las fumonisinas B1 (FB1) y B2 (FB2), son producidas principalmente por especies del
complejo Fusarium fujikuroi siendo las principales especies productoras F. verticillioides,
F. proliferatum y F. fujikuroi. Causan diversos efectos téxicos en animales siendo los

caballos y cerdos las especies mas susceptibles. Los caballos intoxicados pueden
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desarrollar una enfermedad fatal llamada leucoencefalomalacia equina, mientras que en los
cerdos se producen edemas pulmonares entre otros efectos. En humanos, el consumo de
alimentos contaminados con fumonisinas estd asociado a tasas mas altas de cancer
esofagico y nacimientos con defectos en el tubo neural (Schmale Il & Munkvold, 2009). Por
este motivo, las fumonisinas FB1 y FB2 estan clasificadas por la International Agency for
Research on Cancer (IARC) como posibles carcinbgenos humanos (grado 2B) (IARC, 1993,
2002).

Existen reglamentaciones que establecen valores maximos permitidos de diferentes
micotoxinas en distintos alimentos, sobre todo para la alimentacion humana y para las
micotoxinas mas estudiadas. Una buena recopilacién sobre reglamentos a nivel mundial
sobre las micotoxinas en los alimentos y en las raciones puede verse en FAO, Nutrition
Division, 2004.

En Uruguay existe el Reglamento Bromatolégico Nacional (RBN) que establece un nivel
maximo de ZEA de 200 ug/kg para maiz y cebada para consumo humano (Decreto N°
315/994, 1994), y una recomendacion del Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca
(MGAP) de un nivel maximo de 250 pg/kg en granos (comunicacién personal). Existen
también niveles maximos permitidos para DON en subproductos de trigo para consumo
humano (1000 pg/kg) (MSP, 2001), y limites maximos de DON en productos y materias
primas destinadas a la alimentacion animal (MGAP, 2001). La Tabla 1 muestra estos
valores, asi como los permitidos en otros paises del mundo para alimentos destinados a

animales, para algunas micotoxinas producidas por Fusarium.
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Tabla 1. Contenidos maximos permitidos y recomendados de DON, ZEA y fumonisinas segun MGAP
en Uruguay, Unién Europea (UE) y Food and Drug Administration (FDA), EEUU.

Producto | Contenido maximo permitido

Normativa MGAP Uruguay

DON (ug/kg)

Alimentos para bovinos de carne, ovinos y aves 5000
Alimentos para bovinos lecheros 2000
Alimentos para equinos y porcinos 1000
Alimentos para otros animales 2000
Materias primas (granos y subproductos) destinadas a la 10000
elaboracion de alimentos para animales

Recomendacién MGAP Uruguay

ZEA (ug/kg)

Granos | 250

Recomendacion Comision UE

DON (ug/kg)

Materias primas para piensos: cereales y producto a base de 8000
cereales con excepcion de subproductos del maiz

Piensos complementarios y complementos para terneros 2000
menores de 4 meses, corderos y cabritos
Piensos complementarios y complementos para cerdos 900
Piensos complementarios y complementos para el resto de 5000
los animales

ZEA (ug/kg)
Materias primas para piensos: cereales y producto a base de 2000
cereales con excepcion de subproductos del maiz
Piensos complementarios y complementos para lechones y 100
cerdas nuliparas
Piensos complementarios y complementos para cerdas y 250

cerdos de engorde

Piensos complementarios y complementos para terneros, 500
ganado lechero, ovejas y cabras

FB1 + FB2 (ug/kg)

Piensos complementarios y complementos para cerdos y

caballos 5000
Piensos complementarios y complementos para aves de 20000
corral, terneros, corderos y cabritos

Piensos complementarios y complementos para rumiantes 50000

Recomendacion FDA EEUU

DON (ug/kg)

10000 en granos y subproductos
y 30000 en granos de destileria, con
recomendacion de que la racion total no
supere los 10000

Para rumiantes de carne de mas de 4 meses de edad

10000 en granos y subproductos
y 30000 en granos de destileria, con
recomendacion de que la racion total no
supere los 5000

Para ganado lechero de mas de 4 meses de edad

Granos y subproductos de granos para pollos 10000 (no mas del 50% de la dieta)
Granos y subproductos de granos para porcinos 5000 (no mas del 20% de la dieta)
Sr:?#glseg subproductos de granos para todos los otros 5000 (no mas del 40% de la dieta)

Fuentes: Resolucion del MGAP, en vigencia desde 2001 (MGAP, 2001); (Diario Oficial de la Union
Europea, 2006); Documento Guia de la Food and Drug Administration (FDA) (Center for Food Safety and
Applied Nutrition, 2010).

11


https://www.zotero.org/google-docs/?w6xc2A
https://www.zotero.org/google-docs/?5TYxq3
https://www.zotero.org/google-docs/?5TYxq3
https://www.zotero.org/google-docs/?Ew1HIv
https://www.zotero.org/google-docs/?Ew1HIv

1.5 Hipotesis

Los cultivos de sorgo de nuestro pais presentan infeccién por especies de Fusarium y

contaminacién con micotoxinas que afectan su rendimiento e inocuidad.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Identificar las especies de Fusarium y micotoxinas presentes en granos de sorgo de

diferentes zonas del pais.

1.6.2 Objetivos especificos

- Aislar e identificar las distintas especies de Fusarium presentes en granos de sorgo
provenientes de diferentes zonas del pais.

- Determinar los niveles de micotoxinas presentes en las muestras de sorgo.

- Evaluar el efecto de las condiciones climaticas (precipitaciones) en el grado de

infeccién por Fusarium spp. y los niveles de micotoxinas.
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2. Materiales y métodos

2.1 Muestreo

Muestras de granos de sorgo provenientes de diferentes departamentos del litoral oeste del
pais correspondientes a las cosechas 2016 y 2017 fueron proporcionadas por ALUR
(Figura 4). Cada muestra consistio en 0,5 kg de granos de sorgo. Se analizaron 108
muestras en total, 56 correspondientes a la cosecha 2016 y 52 correspondientes a la
cosecha 2017, pertenecientes a los departamentos de Paysandu, Rio Negro, Soriano,

Colonia, Flores y San José.
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Figura 4. Distribucidn geografica de las muestras de sorgo analizadas durante las cosechas 2016 y
2017.
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2.2 Aislamiento de especies de Fusarium

Se tomaron al azar 100 granos de cada muestra, se desinfectaron superficialmente con
hipoclorito de sodio al 0,4% durante dos minutos y se enjuagaron dos veces con agua
destilada estéril. Los granos se secaron con papel absorbente estéril y fueron sembrados en
placas de Petri (10 granos por placa) conteniendo medio de cultivo PDA (papas 250 g,
dextrosa 20 g, agar 20 g, 1000 mL agua destilada). Se incubaron a 25 °C durante 5 dias
bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno. Las colonias de hongos emergentes
pertenecientes al género Fusarium fueron contadas y aisladas en placas de Petri
conteniendo PDA y agar de hoja de clavel (CLA, por sus siglas en inglés: agar 20 g, 1000
mL agua destilada, 3 hojas de clavel esterilizadas). Luego fueron incubadas nuevamente a
25°C durante 7 dias bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, para su posterior

identificacion.

2.3 Cultivos monospdricos

Para obtener cultivos monospoéricos de las especies aisladas se suspendieron las esporas
del cultivo en un tubo conteniendo 10 mL de agua destilada estéril. Esta suspension se
homogeneizé y transfirio a cajas de Petri conteniendo medio Agar-Agua al 2%, donde se
diseminaron por rotacién, se dejé reposar un minuto para la adhesién de los conidios y se
descarté el liquido sobrante. Las placas fueron incubadas en camara oscura, a 25 °C
durante 24 horas para permitir la germinacion de las esporas. Luego, bajo lupa
estereoscopica y con ayuda de una aguja histologica estéril, las esporas germinadas fueron
transferidas individualmente a cajas de Petri conteniendo medio de cultivo PDA, e
incubadas a 25 °C durante 7 dias bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno. Los
cultivos monospdricos de las distintas especies de Fusarium aisladas fueron conservados
en glicerol al 10% a -80 °C e incorporados a la Coleccion de la Seccién Micologia de la

Facultad de Ciencias-Facultad de Ingenieria.
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2.4 Identificacion

2.4.1 Morfolégica

A partir de los cultivos monospdricos se llevo a cabo la identificacion a nivel de complejo de
especie en base a las caracteristicas macro y micro morfoldégicas segun Leslie &
Summerell, 2006; Nelson et al., 1983.

2.4.2 Molecular

Se realizé ademas la identificacion molecular de cada especie. Para ello, los aislamientos
monosporicos se cultivaron en Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio liquido
YEPD (extracto de levadura 10 g, peptona 20 g, dextrosa 20 g agua destilada 1000 mL) y se
incubaron 48 horas a 25 °C en agitacion a 150 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacion
los micelios crecidos se filtraron a través de papel Whatman N° 1, y se molieron con
nitrogeno liquido. Se realizd la extraccion de ADN genomico siguiendo el protocolo
propuesto por Astolfi et al., 2012. A tubos Eppendorfs contenido aproximadamente 0,3 mL
del micelio molido se les agregé 750 uL de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) al 2% vy
15 uL de 2-mercaptoetanol, luego se llevaron a vortex por 2 minutos y a bafio seco a 65 °C
por 15 minutos. Posteriormente se agregaron 520 uL de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1), se llevaron a vortex por 1 minuto y se centrifugaron a 12000 rpm por 10 minutos. Los
sobrenadantes conteniendo el ADN fueron transferidos a un nuevo tubo, se agregaron
500 uL de isopropanol y 250 uL de acetato de sodio 7,5 M y nuevamente se centrifugaron a
12000 rpm por 10 minutos. Se descartaron los sobrenadantes, se agregaron 100 uL de
etanol al 70% y se centrifugaron a 12000 rpm por 5 minutos. Se volvieron a descartar los
sobrenadantes, y los pellets se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas. Luego
fueron resuspendidos en 50 pL de agua MiliQ e incubados con 1 yL de RNasa a 37 °C

durante 1 hora.

Se amplific6 mediante PCR la regién parcial del factor de elongacién 1 alfa (EF-1a),
mediante el uso de los cebadores especificos EF1 (5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3) y
EF2 (5- GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’), siguiendo la metodologia propuesta por
O’Donnell et al., 1998. Se utilizaron 4 pl de ADN fungico, 5 pyL de Buffer 10x, 3 yL MgCI2 (25
mM), 2,5 yL de cada cebador (10 uM), 5 uL de dNTPs (2,5 uM) y 0,5 pL de Taq polimerasa

Thermo Scientific® (5 U/uL) en un volumen final de 50 uL. La amplificacién consistié en un
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paso de desnaturalizacion a 95°C durante 2 minutos seguida por 39 ciclos de 95°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto con 30 segundos, y una extension final de 10
minutos a 72°C. La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador MultiGene
Optimax, Labnet international Inc., EEUU. Los productos de amplificacion se visualizaron
bajo luz UV luego de una electroforesis en gel de agarosa (1,5%), conteniendo el colorante
GoodView TM. El tamafo de los amplicones se estimd por comparacion con un marcador

de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific, Invitrogen C.O., EE.UU).

Los productos de PCR obtenidos fueron luego enviados para su secuenciacion a
MACROGEN Inc. (Seul, Korea). Las secuencias consenso fueron obtenidas mediante el
programa Segman (Lasergene, Madison, WI) y comparadas con las secuencias
almacenadas en la base de datos del GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html) usando la herramienta Nucleotide Blast
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) y con las secuencias almacenadas en
la base de datos del CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre’s Fusarium MLST website

(https://fusarium.mycobank.org).

2.5 Micotoxinas

La determinacién de las micotoxinas DON, NIV, ZEA, FB1 y FB2 en las muestras de sorgo
fue realizada mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) segun la
metodologia propuesta por AOAC INTERNATIONAL, 2016; por el Laboratorio de Analisis de

Productos Agropecuarios del Laboratorio Tecnologico del Uruguay (LATU).

La seleccion de muestras para analisis de toxinas se hizo por juicio, con el objetivo de

analizar muestras de todos los departamentos y de todas las variedades de grano.

2.6 Precipitaciones

Los datos de precipitacion acumulada, fueron obtenidos del Banco de Datos Agroclimatico
de la Unidad de Agro-clima y Sistemas de informacién (GRAS), del Instituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria (INIA).

Se determiné una precipitacion acumulada para cada muestra, teniendo en cuenta la fecha

de siembra y cosecha del cultivo y el departamento de procedencia.
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2.7 Analisis de datos

Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete RStudio (RStudio Team, 2020). Se
analizé la normalidad de los grupos de datos con el test Shapiro Wilk y la existencia de
diferencias significativas entre grupos mediante el Test-T. El nivel de significancia estadistica
se establecid en p < 0,05. Las correlaciones entre variables se analizaron mediante el

coeficiente de correlacién de Spearman.
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3. Resultados

3.1 Presencia de Fusarium en sorgo

Se analizaron 108 muestras de granos de sorgo, 56 correspondientes a la cosecha 2016 y
52 muestras correspondientes a la cosecha 2017, pertenecientes a los departamentos de
Paysandu, Rio Negro, Soriano, Colonia, Flores y San José. La prevalencia de Fusarium

spp. en el total de las muestras fue del 99,7%.

Figura 5. Granos de sorgo en medio PDA. a. Granos esterilizados superficialmente previo a la
incubacion. b. Desarrollo de colonias fungicas presentes en los granos de sorgo luego de 5 dias de
incubacion a 25 °C.

En la Figura 6 se observa la incidencia de Fusarium spp. en las muestras de sorgo

analizadas.
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Figura 6. Incidencia de Fusarium spp. en las muestras de sorgo provenientes de las cosechas 2016
y 2017.

La incidencia promedio de Fusarium spp. fue 19,5% en 2016 y 16,1% en 2017, sin
observarse diferencias significativas (p > 0.05). Se observaron diferencias entre ambos afos
en cuanto a la incidencia de los distintos complejos de especies. En la cosecha 2016 el
complejo de especies (CE) F. graminearum fue el mas frecuente (14,7%), seguido por el CE
F. fujikuroi (3,4%) y el CE F. incarnatum-equiseti (1,2%). En 2017, los CE F. graminearum
(8,5%) y F fujikuroi (5,0%) fueron también los mas frecuentes, pero se observé una
disminucion estadisticamente significativa sélo para el CE F. graminearum (p < 0,05) (Figura
7). Aunque no se observaron diferencias significativas para los CE F fujikuroi y
F. incarnatum-equiseti entre un afio y el siguiente, ambos presentaron una mayor incidencia
en el 2017 (Figura 7).
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Figura 7. Incidencia promedio de los distintos CE de Fusarium en 2016 y 2017. *Presenta diferencias
significativas entre afios.

Otras especies aisladas en menor frecuencia fueron F. armeniacum, F. chlamydosporum,

F. heterosporum, F. oxysporum, F. tricinctum'y F. pseudograminearum.

En la Figura 8 se muestra la incidencia promedio en los distintos departamentos en 2016 y

2017. No se observaron diferencias significativas en la incidencia de Fusarium segun el
origen de las muestras (p > 0.05).
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Figura 8. Incidencia de las diferentes especies de Fusarium en las muestras de sorgo provenientes
de las cosechas 2016 y 2017, segun el departamento. n: nimero de muestras.
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Con respecto a la identificacién de especies, dentro del CE F. graminearum, el 98,4% fueron
identificadas como F. graminearum sensu stricto (F. graminearum s.s.), 0,8% como
F. cortaderiae y 0,8% como F. boothii. En cuanto al CE F. fujikuroi, se determiné la presencia
de F proliferatum, F. thapsinum, F. andiyazi, F. fujikuroi, F. verticillioides y F. subglutinans
(Figura 9).

CE E graminearum CE F. fujikuroi

m . proliferatum
B graminearum sensu skricto F. thapsinum
. B~ andiyazi
B F. corfaderiae W F. fujiluroi
F boothii m . verficllicides
F. subglutinans

Figura 9. Distribucion de las especies de los CE F graminearum y F. fujikuroi identificadas
molecularmente.

3.2 Micotoxinas presentes en sorgo

Se analizaron los niveles de las micotoxinas DON, ZEA, FB1, FB2 y NIV presentes en 32
muestras de la cosecha de 2016 y 29 muestras de la cosecha 2017 (Tabla 2). Si bien los
valores promedio presentan un panorama general de la contaminacion por micotoxinas en
los afios estudiados, es necesario tener en cuenta los valores maximos alcanzados en cada

muestra.
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Tabla 2. Niveles de micotoxinas presentes en las cosechas de sorgo 2016 (n=32) y 2017 (n=29).

Contaminacién Muestras Contaminacién promedio de las

promedio total (ug/kg) | positivas muestras positivas (ug/kg)

2016 2017 2016 2017 2016 Rango 2017 Rango
DON | 1454 395 87,5% 83% 1662* 153-6071 | 477* 90-2133
ZEA | 1337 743 94% 93% 1426 35-8607 | 797 76-6560
FB1 | - 61 0% 17% - - 351 128-753
FB2 |- 26 0% 3,5% - - 742 80-742

*Presentan diferencias significativas.

El porcentaje de muestras positivas para DON fue alto durante los dos afos de estudio
(87,5% y 83%), mientras que el contenido promedio de DON fue bajo, variando de
1454 ug/kg a 395 pg/kg, respectivamente. Se observaron diferencias significativas (p <
0,05) en los niveles promedio entre ambos afos. En cuanto a los niveles de ZEA, tanto el
porcentaje de muestras positivas (94% y 93%) como el contenido promedio (1337 pg/kg y
743 pg/kg) fueron elevados en ambos anos de estudio. Ademas, se encontraron muestras
con niveles maximos de 8607 ug/kg en el 2016 y de 6560 ug/kg en el 2017. Solo cuatro
muestras del 2017 presentaron contaminacion por FB1 y FB2 (Tabla 2). No se encontraron

muestras contaminadas con NIV.

Cabe mencionar que algunas muestras presentaron contaminacién por mas de una toxina.
En las Tablas 3a y 3b se presenta la cantidad de muestras distribuidas segun su
contaminacion simultanea con DON y ZEA para cada afio de estudio. Los valores de los
limites de los rangos fueron seleccionados de acuerdo a la normativa del MGAP para DON
(MGAP, 2001), la recomendaciéon del MGAP para ZEA (comunicacion personal) y la
recomendaciéon de la UE para ZEA (Diario Oficial de la Unién Europea, 2006), que hacen

referencia a los limites maximos permitidos y recomendados en cuanto a consumo animal.
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Tabla 3a. Distribucion de las muestras segun limites permitidos de DON en Uruguay y limites

recomendados de ZEA en Uruguay y UE, para la cosecha 2016.

Cantidad de muestras
2016 (n total=32)
Contaminacién Contaminacion DON (pg/kg)
ZEA (nglkg) 0-1000 1001-2000 2001-5000 >5000
0-100 6 0 0 0
101-250 5 0 0 0
251-500 3 1 1 0
501-2000 2 2 3 1
>2000 3 3 1 1

Tabla 3b. Distribucion de las muestras segun limites permitidos de DON en Uruguay y limites

recomendados de ZEA en Uruguay y UE, para la cosecha 2017.

Cantidad de muestras
2017 (n total=29)
Contaminacion Contaminacion DON (pg/kg)
ZEA (nglkg) 0-1000 1001-2000 2001-5000 >5000
0-100 4 0 0 0
101-250 5 0 0 0
251-500 8 0 0 0
501-2000 8 1 1 0
>2000 1 1 0 0

Se observd una correlacion positiva entre la incidencia de F graminearum s.s. y la

contaminacién por DON (r = 0,498; p<0,01) y la contaminacién por ZEA (r = 0,446;

p <0,01).
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3.3 Efecto de las precipitaciones en el grado de infeccién por
Fusarium spp. y los niveles de micotoxinas

Se observaron diferencias significativas entre las precipitaciones acumuladas en 2016 y
2017 (p < 0,05). En 2016 el promedio de la precipitacion acumulada durante el periodo de

desarrollo de los cultivos fue de 1306 mm, mientras que en 2017 fue de 787 mm.

No se observé correlaciéon entre la incidencia de Fusarium spp., F. graminearum s.s. y las
precipitaciones acumuladas (p > 0,05). En cambio, se observo una correlacion positiva entre

las precipitaciones y la contaminacion por DON (r = 0,662; p < 0,01).

3.4 Discusion

Lo primero que cabe destacar es que casi la totalidad (99,7%) de las muestras de sorgo
analizadas estaban contaminadas por hongos del género Fusarium. Si bien hay algunos
estudios en el pais que analizaron las poblaciones fungicas en este grano, estos refieren a
sorgo ensilado (Basilio Santurio & Orihuela Barusso, 2012; del Palacio et al., 2016; Mionetto
Cabrera, 2017). No se han hecho estudios sobre especies de Fusarium en muestras de
sorgo granifero de Uruguay, por lo que este trabajo puede considerarse como el primer
aporte en el tema y ayudar a generar informacion nacional para comenzar a desarrollar

estrategias para el manejo en el cultivo.

Las principales especies encontradas fueron las del complejo F. graminearum, F. fujikuroi y
F. incarnatum-equiseti, a diferencia de lo reportado en la region en paises como Brasil y
Argentina (Alves dos Reis et al., 2010; Gonzalez et al., 1997; Pena et al., 2019), y en otras
partes del mundo como Australia, India y Tailandia (Divakara et al., 2014; Kelly et al., 2017;
Marikunte Yanjarappa etal.,, 2010; Mohamed Nor etal., 2019), donde el complejo
encontrado con mayor frecuencia fue el F fujikuroi. La alta presencia de especies del
complejo F. graminearum encontrada en nuestro pais puede deberse a que es comun la
rotacion del sorgo con cultivos de invierno como trigo o cebada, donde se ha reportado a F.
graminearum como el principal causante de la fusariosis de la espiga (Garmendia et al.,
2018; Umpiérrez-Failache et al., 2013).

Dentro de las especies del complejo F. graminearum encontradas, F. graminearum s.s. fue

la especie predominante. Esto concuerda con lo reportado en Uruguay por Calero (2016) en
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granos de sorgo, donde F. graminearum s.s. fue también la especie predominante dentro del
complejo. En otros granos como trigo y cebada F graminearum s.s. también ha sido la
especie predominante (Calero, 2016; Garmendia et al.,, 2018; Umpiérrez-Failache et al.,
2013). Otras especies del complejo encontradas en bajas frecuencias fueron F. cortaderiae
y F. boothii. En nuestro pais, F. cortaderiae ha sido encontrada en trigo y sorgo (Calero,
2016; Garmendia et al., 2018; Umpiérrez-Failache et al., 2013), mientras que F. boothii ha
sido encontrada en cebada (Garmendia et al., 2018) y es reportada por primera vez en este
trabajo en granos de sorgo. La presencia de especies del complejo F. graminearum en los
granos de sorgo representa un riesgo toxicolégico ya que son capaces de producir
diferentes micotoxinas como DON vy sus derivados acetilados, ZEA y NIV (Cabafes Saenz
et al., 2007).

Se encontré una gran diversidad de especies del complejo F fujikuroi siendo F. proliferatum
la mas frecuente, seguida por F. andiyazi, F. fujikuroi, F. thapsinum, F. verticillioides y
F. subglutinans. Excepto esta ultima, las especies mencionadas se reportan por primera vez
en Uruguay. Este resultado difiere de lo encontrado anteriormente en silos de sorgo de
Uruguay, donde la especie predominante fue F. nygamai (Basilio Santurio & Orihuela
Barusso, 2012; Calero, 2016; Mionetto Cabrera, 2017), y concuerda en gran medida con las
especies aisladas de cultivos de sorgo en Argentina, Brasil, Estados Unidos, Australia,
India, Tailandia (Alves dos Reis etal.,, 2010; Divakara etal.,, 2014; Funnell-Harris &
Pedersen, 2011; Kelly etal.,, 2017; Mohamed Nor etal., 2019; Pena etal., 2019). Sin
embargo, F. fujikuroi no ha sido hasta el momento encontrada como contaminante del
sorgo. Esta especie es conocida como causante de la fusariosis en arroz, y también se ha
encontrado en cebada, maiz y soja (Choi et al., 2018; Pedrozo et al., 2015). El reporte de
nuevas especies patdégenas y toxicogénicas en Uruguay es de gran importancia para

desarrollar estrategias de manejo a futuro.

Se pudo determinar ademas, la presencia de especies del complejo F. incarnatum-equiseti.
Estas especies han sido reportadas en granos de sorgo en Argentina, Australia, Corea,
India, siendo el complejo predominante en Egipto y Tunez (Choi et al., 2019; Divakara et al.,
2014; Gonzalez et al., 1997; Kelly et al., 2017; Lahouar et al., 2015; Marikunte Yanjarappa
et al., 2010; Pena et al., 2019). Poco se sabe de la diversidad de especies incluidas y su
capacidad toxicogénica, y muchas de ellas no pueden distinguirse mediante métodos
tradicionales de identificacion basados en la morfologia (O’Donnell et al., 2012). Un aporte

en este sentido puede verse en Avila et al., 2019; donde se hizo un analisis filogenético de

26


https://www.zotero.org/google-docs/?V6oLfg
https://www.zotero.org/google-docs/?V6oLfg
https://www.zotero.org/google-docs/?iQfdLe
https://www.zotero.org/google-docs/?iQfdLe
https://www.zotero.org/google-docs/?dtXd1D
https://www.zotero.org/google-docs/?tqvjKU
https://www.zotero.org/google-docs/?tqvjKU
https://www.zotero.org/google-docs/?3jbFrg
https://www.zotero.org/google-docs/?3jbFrg
https://www.zotero.org/google-docs/?NUk7DE
https://www.zotero.org/google-docs/?NUk7DE
https://www.zotero.org/google-docs/?wz3skK
https://www.zotero.org/google-docs/?E5AsPz
https://www.zotero.org/google-docs/?E5AsPz
https://www.zotero.org/google-docs/?E5AsPz
https://www.zotero.org/google-docs/?AragPA
https://www.zotero.org/google-docs/?juAhGz

cepas aisladas de granos de arroz en Brasil y se demostrd su capacidad de produccion de
DON y ZEA. Por este motivo seria relevante continuar con el monitoreo de este complejo de

especies en Uruguay.

Respecto a los niveles de DON encontrados en las muestras de sorgo analizadas, las
muestras presentaron un nivel promedio de contaminacién por debajo de los limites
permitidos para alimentacion animal, excepto en el 2016 donde el valor promedio
(1454 ug/kg) excedié el nivel maximo para equinos y bovinos (1000 ug/kg) (MGAP, 2001).
Ninguna muestra superd el nivel maximo permitido para materias primas destinadas a la
elaboracion de alimentos para animales (10000 pg/kg) (MGAP, 2001). A nivel mundial se ha
encontrado contaminacion de granos de sorgo con DON con un amplio rango de valores
(entre 30 y 2340 ug/kg), aunque con niveles maximos menores que lo reportado en este
trabajo (Ayalew et al., 2006; Chala et al., 2014; Hanvi et al., 2019; Huerta-Trevifio et al.,
2016; Mohammed et al., 2022).

En lo que respecta a ZEA, el valor promedio de todas las muestras analizadas supera
ampliamente el limite recomendado por el MGAP (250 pg/kg) y los limites recomendados
por la Unién Europea para piensos complementarios para animales (100, 250 y 500 pg/kg)
(Diario Oficial de la Union Europea, 2006), tanto en la cosecha 2016 (1337 ug/kg) como en
la 2017 (743 ug/kg), encontrandose muestras con valores maximos muy superiores (8607
Ma/kg en 2016 y 6560 pg/kg en 2017). A nivel internacional se han encontrado muestras de
sorgo contaminadas con ZEA con valores muy variables (entre 32 y 6900 ug/kg) (Ayalew
et al., 2006; Chala et al., 2014; Makun et al., 2009; McMillan et al., 1983; Njumbe Ediage
et al., 2015; Oueslati et al., 2014; Shotwell et al., 1980). Los altos valores de contaminacion
por DON y ZEA encontrados en las muestras analizadas pueden explicarse por la alta
incidencia de F. graminearum s.s. en las muestras, ya que se determin6 una correlacion
positiva entre F. graminearum s.s. y la contaminacion por DON (r = 0,498; p < 0,01) y ZEA
(r=0,446; p < 0,01).

Se detecté una baja contaminacién por fumonisinas en las muestras analizadas y ninguna
de las muestras superé el limite establecido por la Unién Europea para alimentacion animal
(Diario Oficial de la Union Europea, 2006). Esto podria deberse a la baja incidencia de
especies del complejo F. fujikuroi que se observé en las muestras de sorgo en ambos afos
de estudio (3,4% en 2016 y 5% en 2017). Cabe destacar que en nuestro pais no existe

hasta el momento reglamentacion para estas micotoxinas.
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Las precipitaciones acumuladas fueron diferentes en los dos afios evaluados y aunque se
observd una mayor incidencia de F. graminearum s.s. en 2016, afio de mayor precipitacion
acumulada (mas aun, hubo inundaciones que retrasaron algunas cosechas), no se encontré
una correlacion estadisticamente significativa entre ambas variables. Sin embargo, se pudo
determinar una correlacién positiva entre las precipitaciones y la contaminacion por DON
(r=0,662; p <0,01). Resultados similares se han observado antes para cultivos de cebada
de nuestro pais, donde niveles muy altos de contaminacion por DON se correlacionaron con

altas precipitaciones durante el desarrollo del cultivo (Pan et al., 2007).

Este trabajo demuestra que el cultivo de sorgo en Uruguay esta expuesto a la colonizacién
por una amplia variedad de especies toxicogénicas de Fusarium que pueden causar la
contaminacién del grano con diferentes micotoxinas, principalmente de ZEA y DON. Estos
resultados indican la necesidad de establecer programas de monitoreo de los niveles de
micotoxinas en el sorgo para garantizar la salud animal e implementar estrategias para

minimizar la infeccion fungica en el campo.

3.5 Conclusiones

La prevalencia de Fusarium spp. en el total de las muestras de sorgo analizadas fue de

99,7% y la incidencia promedio de 17,8%.

En ambas cosechas (2016 y 2017), F. graminearum s.s. fue la especie mas frecuente,

seguido por F. proliferatum.

Se encontraron micotoxinas en el 93% de las muestras analizadas. Las principales

micotoxinas encontradas fueron DON y ZEA.

Existidé una correlacion positiva entre los niveles de DON vy las precipitaciones bajo las

cuales se desarroll6 el cultivo.
Los altos niveles de contaminacion con ZEA encontrados constituyen un alto riesgo para la

salud animal y expresan la necesidad de realizar un monitoreo continuo e implementar

estrategias para minimizar la infeccién fungica en el campo.
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3.6 Perspectivas futuras

Una vez finalizado este trabajo me gustaria reflexionar acerca de posibles lineas de
investigacion a futuro. La primera seria realizar una evaluacion sistematica durante mas
afios. Los resultados presentados en esta tesina muestran la importancia de realizar un
monitoreo de rutina del sorgo durante la cosecha y el almacenamiento del mismo para
establecer medidas de control para la contaminacion por hongos y sus micotoxinas
asociadas. Hace varios afios se realiza la Evaluacién Nacional de Cultivares (ENC), bajo la
responsabilidad del Instituto Nacional de Semillas (INASE), en convenio con el INIA, con el
objetivo de proveer informacion sobre el comportamiento de algunos cultivares, incluido el
sorgo granifero (INASE, 2014). Entiendo que podria aprovecharse esta evaluacién para
realizar andlisis de hongos toxicogénicos y buscar relaciones con las variables estudiadas
en la ENC, como temperatura, precipitaciones y ciclo del cultivo. En segundo lugar, estudiar
la contaminacién de los granos durante toda la etapa del cultivo, y no solamente al
momento de la cosecha, permitiria obtener informacion sobre en qué etapa se producen las
infecciones por las diferentes especies de Fusarium y con qué factores se relacionan.
Asimismo, se podria realizar un estudio mas en profundidad de las variables agroclimaticas
y su influencia en el desarrollo de Fusarium y la produccién de micotoxinas en granos de
sorgo en Uruguay. Con respecto al género Fusarium, varias especies fueron reportadas por
primera vez en el pais, se podria profundizar en la caracterizacién de los complejos de

especies F. fujikuroi y F. incarnatum-equiseti.
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