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RESUMEN

Las especies de Fusarium se encuentran entre los patdégenos mas comunes que afectan a
cultivos agricolas en todo el mundo. En Sorghum bicolor L. Moench, ocasionan importantes
pérdidas econdmicas debido a que producen dafios a nivel de tallo y de granos generando una
disminucion en el rendimiento del cultivo y menor calidad de la semilla. Ademas, muchas
especies son capaces de producir en el grano metabolitos secundarios téxicos (micotoxinas) por
lo que generan un riesgo para la salud humana y animal. En Uruguay, se ha detectado la
presencia de Fusarium spp. y sus micotoxinas en sorgo, pero la informacion sigue siendo muy
escasa. El objetivo del trabajo fue caracterizar las especies de Fusarium presentes en granos de
sorgo de Uruguay en dos zafras consecutivas. Para ello, se analizaron 167 muestras de sorgo
correspondientes a las cosechas 2016 y 2017. Las especies de Fusarium aisladas se
identificaron por sus caracteristicas morfolégicas y analisis de la secuencia del factor de
elongacién (EF). Las principales especies identificadas fueron F. graminearum sensu stricto (F.
graminearum s.s), F. proliferatum, F. andiyazi, F. fujikuroi y F. thapsinum. A un total de 115
muestras se les realizé ademas la deteccion y cuantificacion, mediante HPLC, de las toxinas
deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), zearalenona (ZEA) y fumonisinas (FB1 y FB2). El 95% de
las muestras presentaron contaminacién con al menos una toxina, siendo las principales
detectadas DON y ZEA. La capacidad toxicogénica de los aislamientos de F. graminearum s.s.
y F. proliferatum, se determiné inoculando cada cepa en bolsas con arroz e incubando a 25°C
durante 28 dias. El 92% de los aislamientos de F. graminearum s.s fueron capaces de producir
ZEA, el 88% DON y el 6% NIV. El 76% y el 64% de los aislamientos de F. proliferatum fueron
capaces de producir FB1 y FB2, respectivamente. En base a estos resultados, se evalud
mediante qRT-PCR la expresiéon de los genes TRI5, TRI6 y TRI10 de F. graminearum s.s.
implicados en la biosintesis de DON y NIV, y de los genes PKS4, PKS13 involucrados en la
sintesis de ZEA, en medio de cultivo liquido en presencia y ausencia de sorgo. Se observaron
diferencias en la expresion de todos los genes evaluados a diferentes tiempos en presencia de
sorgo comparado con el control. Las cepas fueron caracterizadas ademas en base a sus
requerimientos ecofisiolégicos, para ello se seleccionaron 3 cepas de F. graminearum s.s. y 3 de
F. proliferatum y se evalud el efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la
velocidad de crecimiento micelial y la produccién de micotoxinas. Se observé que tanto la aw
como la temperatura afectaron el crecimiento y la produccién de toxinas de F. graminearum s.s
y de F. proliferatum. Las cepas fueron capaces de crecer en todas las condiciones ambientales
ensayadas, pero presentaron una menor velocidad de crecimiento a 15 °C. El efecto de la

temperatura, la aw y sus interacciones sobre la produccion de micotoxinas fue muy variable y
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dependié de cada micotoxina en particular, si bien en términos generales la aw fue el factor mas
influyente. Este es el primer trabajo que estudia las especies de Fusarium y las micotoxinas
asociadas a cultivos de sorgo en Uruguay. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y el
riesgo existente de contaminacién con micotoxinas, resulta necesario continuar con el monitoreo
de las especies fungicas toxicogénicas y establecer reglamentaciones para micotoxinas en
sorgo. A su vez, resulta importante desarrollar estrategias de manejo a campo que minimicen la
infeccién fangica y la contaminaciéon con micotoxinas en los cultivos de sorgo para mejorar la
inocuidad de los alimentos.



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Sorghum bicolor (L.) Moench

El sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) es un cultivo originario de Africa y Asia, pero actualmente
se encuentra distribuido por todo el mundo (Alves dos Reis et al., 2010). El sorgo pertenece a la
familia Poaceae, tribu Andropogoneae, subtribu Sorghinae y género Sorghum Moench. Este
género comprende aproximadamente 28 especies de las que sélo una, S. bicolor, es cultivada
para el consumo humano y animal (Astoreca, Emateguy y Alconada, 2019). A nivel mundial, es
el quinto cultivo de cereales méas importante después del trigo, arroz, maiz y cebada.
Actualmente, se estima que el area plantada de sorgo en el mundo ronda las 44 millones de
hectareas con una produccién de 62,5 millones de toneladas y una productividad de 1,6
toneladas/ha (Badigannavar et al., 2018). Los principales paises productores de sorgo son
Estados Unidos, India, México, Nigeria, Sudan, Etiopia y Australia, representando el 77% de la
produccion mundial (Figura 1). Aproximadamente el 48% de la produccion mundial de sorgo es
utilizada para alimentacion animal, mientras que su uso para alimentacion humana es de
aproximadamente un 35% y el porcentaje restante es utilizado con fines no alimentarios. En este
sentido, el uso de sorgo en la industria alimentaria ha crecido en los ultimos afios con el
descubrimiento de los beneficios para la salud asociados a su consumo y se incluye como
ingrediente en alimentos saludables o como sustituto de otros cereales, por ejemplo, en
alimentos aptos para celiacos. El sorgo presenta compuestos bioactivos, principalmente
compuestos fendlicos, que han mostrado producir cambios benéficos en pardametros
relacionados con enfermedades como obesidad, diabetes, dislipidemia, enfermedades

cardiovasculares, cancer e hipertension (de Morais Cardoso et al., 2017).

Ademas del grano, la planta de sorgo se utiliza para forraje verde, debido a su rapido crecimiento,

alto rendimiento y buena calidad de forraje (Astoreca, Emateguy y Alconada, 2019).

Por otro lado, el sorgo también es utilizado con fines no alimentarios como para produccion de
biocombustibles, bioenergia, biogas y bioetanol, asi como para materiales de construccion, lefia,
ceras, tintes y aceite vegetal (Coetzee, 2015; Whitfield, Chinn y Veal, 2012; Reddy et al., 2010).
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Figura 1. Principales paises productores de sorgo. Tomado y modificado de Astoreca, Emateguy
y Alconada (2019).

El sorgo presenta caracteristicas agronémicas favorables para su cultivo como el tiempo de
cosecha, la capacidad de crecer en regiones aridas, es fotosintéticamente eficiente y tolerante a
la sequia y al estrés por calor. Existen diferentes variedades de sorgo y éstas tienen distintos
requerimientos, en general la temperatura 6ptima de crecimiento es por encima de los 25 °C,
pero algunas variedades se adaptan a temperaturas mas bajas. Las variedades de ciclo corto
tardan entre 90 y 110 dias en madurar, mientras que las variedades de ciclo medio tardan entre
110 y 140 dias (Figura 2). Si las temperaturas diarias se encuentran cercanas a los 15 °C el
cultivo puede demorar de 250 a 300 dias en madurar o si las temperaturas son menores pueden
generarse problemas en la maduracion y la planta solo sera util con fines forrajeros. El cultivo se
desarrolla bien en la mayoria de los suelos, es moderadamente tolerante a la salinidad y a
periodos cortos de anegamiento (https://www.fao.org/land-water/databases-and-software/crop-

information/sorghum/en/).
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Figura 2. Ciclo de vida de Sorghum bicolor con sus diferentes etapas de crecimiento: etapa
vegetativa, etapa reproductiva y etapa de maduracion. Tomado y modificado de Badigannavar et
al. (2018)

Las variedades de sorgo presentan diferencias en la forma, tamafo y color del grano que varia
de blanco a tonos de rojo, negro y marrén. El peso de 1000 granos tiene un rango de valores
muy amplio, pero en la mayoria de las variedades se encuentra entre 25 y 30 g
(https:/lwww.fao.org/3/t0818e/TO818E0L.htm#Sorghum).

El grano de sorgo presenta tres estructuras anatdmicas distintas, el pericarpio, el endospermo y
el germen, dado que es del tipo cariépside, el pericarpio esta completamente fusionado con el
endospermo (Figura 3). Algunas variedades tienen ademas una testa, ubicada entre el pericarpio
y el endospermo. La proporcién y composicién quimica de estas estructuras dependen de la
variedad de sorgo y de las condiciones de cultivo (de Morais Cardoso et al., 2017). En términos
generales, los componentes del grano son almidén (55,6—75,2%), carbohidratos totales (57,0—
80,6%), proteinas (4,4-21,1%), lipidos (2,1-7,6%), fibra (1,0-3,4%) y minerales, vitaminas y
aminodacidos (Khalid et al., 2022). El pericarpio y la testa contienen polisacaridos, compuestos
fendlicos (3-desoxiantocianidinas, taninos y &cidos fendlicos) y carotenoides; el endospermo
contiene el almiddn, las proteinas, las vitaminas del complejo B y minerales y el germen contiene
lipidos, vitaminas liposolubles, vitaminas del complejo B y minerales (de Morais Cardoso et al.,
2017). Los sorgos blancos se caracterizan por no presentar taninos ni antocianinas detectables
y por tener bajos niveles de fenol, los sorgos rojos no presentan taninos y tienen un pericarpio
con niveles significativos de fenoles extraibles, los sorgos negros tienen niveles muy altos de

antocianinas y los sorgos marrones tienen diversos grados de pigmentacion (Khalid et al., 2022).
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Los pigmentos responsables del color del grano de sorgo tienen importantes implicancias
nutricionales y en particular los taninos son de considerable interés nutricional (Taylor y
Emmambux, 2008). Por un lado, los taninos tienen efectos benéficos para la salud debido a
acciones inmunomoduladoras, anticancerigenas, antioxidantes, antirradicales, antiinflamatorias,
vasodilatadoras, cardioprotectoras, antitrombdéticas y anti-UV. Sin embargo, se ha visto que
forman complejos con minerales, proteinas, y almidén del sorgo reduciendo su disponibilidad,
ademas pueden unirse a enzimas digestivas como proteasas y amilasas e inactivarlas. La
concentracion de taninos del sorgo varia de 0,2 a 48,0 mg/g, siendo el sorgo negro el que
presenta mayores niveles de taninos (Khalid et al., 2022; de Morais Cardoso et al., 2017; Taylor
y Emmambux, 2008). Estos metabolitos secundarios, ademas actGan en la planta como

mecanismo de defensa contra patdégenos y depredadores (Kaufman et al., 2013).
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Figura 3. Diagrama de un corte transversal de un grano de sorgo. Tomado y modificado de Taylor
y Emmambux (2008).



A pesar de la buena adaptacion del cultivo a diferentes ambientes y a su capacidad para resistir
condiciones adversas, como el estrés hidrico y las altas temperaturas, la produccion de sorgo se
encuentra limitada por factores biéticos, como el ataque por hongos, bacterias patégenas, virus,
parasitos y/o insectos. En particular, la contaminacién con hongos genera importantes pérdidas
economicas a nivel mundial. Los hongos patégenos afectan el crecimiento y la productividad del
sorgo, pudiendo estar presentes en el exterior o el interior de los tejidos de la planta (Astoreca,
Emateguy y Alconada, 2019). Dentro de las principales enfermedades fungicas que afectan al
sorgo se incluyen el cornezuelo, antracnosis, manchas y tizones foliares, royas, enfermedades
de plantulas causantes de “damping-off’ y mohos de los granos (Coetzee, 2015). Se conocen
mas de 40 géneros de hongos que ocasionan la contaminacion de los granos, donde se incluye
Alternaria spp., Aspergillus spp., Curvularia spp., Colletotrichum spp., Fusarium spp., Penicillium
spp., Phoma spp. (Sharma et al., 2011; Alves dos Reis et al., 2010). Dependiendo de la
comunidad flngica presente, de las condiciones ambientales y del estado y etapa del desarrollo

de la planta seré la gravedad de la enfermedad.

1.2. Fusarium spp.

Fusarium spp. (Sordariomycetes: Hypocreales: Nectriaceae) es un género muy diverso capaz de
colonizar distintos ambientes, desde areas tropicales y templadas hasta zonas con condiciones
climaticas extremas, como desiertos, regiones alpinas y articas. Fusarium spp. se encuentra
comunmente en plantas y suelo como parasitos, endofitos o saprétrofos (Rana et al., 2017). Las
especies de Fusarium fitopatdgenas se caracterizan por tener un amplio rango de hospederos,
involucrando a muchas de las familias de plantas de importancia econdémica (Voigt, 2002). En
particular, se encuentran entre los patégenos mas comunes que afectan a cultivos agricolas en
todo el mundo, generando importantes pérdidas econdmicas no solo por la disminucién en el
rendimiento del cultivo, sino que ademas son capaces de producir micotoxinas, metabolitos
secundarios, que son dafiinos tanto para humanos como para animales que consumen los
granos contaminados. En sorgo, Fusarium spp. ocasionan podredumbre de tallo y de granos,
generando una disminucién en el rendimiento, menor calidad de la semilla y menor vigor, y
granos contaminados con micotoxinas (Pena, Cavaglieri y Chulze, 2019). Las principales
especies de Fusarium asociadas a granos de sorgo a nivel mundial pertenecen al complejo
Fusarium fujikuroi (FFSC, en inglés: Fusarium fujikuroi species complex). Entre ellas se
encuentran F. andiyazi, F. proliferatum, F. thapsinum y F. verticillioides. Estas especies son

productoras de micotoxinas del tipo: fumonisinas, moniliformina, beauvericina y fusaproliferina.
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También son frecuentes especies del complejo Fusarium sambucinum (FSAMSC, en inglés:
Fusarium sambucinum species complex), principalmente F. graminearum sensu lato, capaces de
producir tricotecenos (Pena, Cavaglieri y Chulze, 2019, Divakara et al., 2014, Sharma et al.,
2011). Las diferentes especies de Fusarium difieren en su biologia y en el tipo de esporas que
originan, pudiendo producir ascosporas de origen sexual y/o conidios de origen asexual, y
algunas especies también son capaces de producir clamidosporas. Esto a su vez, puede
influenciar en como se distribuyen las especies dentro de los agroecosistemas, ya que las
esporas estan involucradas en la dispersion, sobrevivencia y colonizacién de la planta. Las
ascosporas son liberadas de los peritecios por mecanismos activos y pueden ser transportadas
largas distancias por el viento, los conidios se dispersan por mecanismos pasivos y dependen
del viento o la lluvia para su liberacién. Las esporas a su vez pueden ser dispersadas a mayores
distancias al ser transportadas por animales o como consecuencia de la actividad humana. La
infeccién de los granos puede ocurrir por colonizacién de los tejidos florales durante la antesis
(infeccién temprana) y posterior colonizacién del endospermo y pericarpio, o0 mas tardiamente
infectando al grano en desarrollo (Figura 4). También puede ocurrir la colonizacién del grano
después de alcanzada la madurez, pero en general la infeccion queda restringida al pericarpio
externo. La infecciébn temprana es responsable principalmente de granos de baja calidad,
incluyendo llenado del grano, textura del endospermo y pudricién de la semilla, granos pequefios
y malformados o abortados. Los granos infectados pueden presentar sintomas evidentes de
enfermedad o parecer asintoméaticos. El indculo de Fusarium spp. que origina la infeccion puede
encontrarse en residuos de cultivos contaminados, en el suelo, puede ser introducido en semillas
infectadas o por la misma dispersion de las esporas (Karlsson, Persson y Friberg, 2021; Van
Rooyen, 2019).
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Figura 4. Ciclo de enfermedades producidas por Fusarium spp. en cereales, ejemplificado segun
el ciclo de vida de Fusarium graminearum (¢) sobre trigo. Tomado de Karlsson, Persson y Friberg
(2021).

1.3 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidos por una
diversidad de hongos y se caracterizan por tener un efecto toxico en vertebrados y otros grupos
de animales, aun en bajas concentraciones. Muchas micotoxinas ademas de presentar toxicidad

en animales también son toxicas para plantas y microorganismos (Bennett, 1987).

Las micotoxinas generalmente se producen en el dltimo tramo de la fase exponencial o durante
la fase estacionaria de crecimiento del hongo (Zain, 2011; Sweeney y Dobson, 1998). Existen

varios factores que determinan la produccion de micotoxinas, como ser las caracteristicas
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intrinsecas de cada cepa, la disponibilidad de nutrientes, la disponibilidad de agua, la
temperatura, la interaccion con otros microorganismos, entre otros. Es asi que la presencia de
una especie fungica no implica necesariamente la presencia de la o las micotoxina/s que es
capaz de producir dicha especie. Por otro lado, si es posible detectar la toxina sin la presencia
del hongo, ya que éstas pueden persistir en el ambiente por largos periodos de tiempo, aun si el
hongo ha muerto (Velluti, 2002).

Se han identificado mas de 500 micotoxinas, con diversas estructuras quimicas y origenes
biosintéticos (policétidos, terpenos, derivados de aminoacidos). Sin embargo, no todas han sido
estudiadas en profundidad y la investigacion se ha centrado en las que presentan alta toxicidad
o han mostrado ser cancerigenas (Awuchi et al.,, 2021; Zain, 2011). Dada su diversidad
estructural, las micotoxinas actian de diversas formas sobre las células, algunas interfieren con
la sintesis de proteinas, inducen la muerte celular apoptética, inducen el estrés oxidativo, inducen
cambios en la expresion de genes como los involucrados en la desintoxicacion, la fosforilacion
oxidativa, la produccién de energia, la proliferacion celular, la respuesta inmune y el metabolismo.
Esto ocasiona modificaciones en el citoesqueleto, en la diferenciacion celular, en la sintesis de
macromoléculas y en los procesos bioenergéticos (Cimbalo et al., 2020). En consecuencia, las
micotoxinas pueden afectar el higado, los rifiones y el sistema nervioso e inmunoldgico y
provocar efectos mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos, embriotdxicos, hepatotoxicos,
nefrotdxicos, inmunotéxicos, estrogénicos, eméticos, alucinégenos o incluso la muerte (Cimbalo
et al., 2020; Sweeney y Dobson, 1998).

Las enfermedades en animales producidas por las micotoxinas se denominan micotoxicosis. Los
signos y sintomas de las micotoxicosis dependen de diversos factores como el tipo de
micotoxina, la dosis y el periodo de exposicion; la especie animal; la edad, sexo, estado

nutricional y genética del individuo, entre otros (Abd-Elsalam y Rai, 2020; Cimbalo et al., 2020).

Teniendo en cuenta la dosis y el periodo de exposicidn, estas se pueden clasificar en agudas o
cronicas. Las micotoxicosis agudas son producidas por el consumo de dosis relativamente altas
de micotoxinas. En general, los sintomas aparecen rapidamente y, si la exposicion continua,
puede ocasionar la muerte. Las micotoxicosis crénicas son producidas por el consumo
prolongado de dosis relativamente bajas de micotoxinas y producen, generalmente, una
sintomatologia inespecifica que aparecen tarde en el tiempo (Cimbalo et al.,, 2020; Tola y
Kebede, 2016).
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Las micotoxicosis pueden generarse por el consumo de alimentos contaminados, el contacto de
la piel con sustratos infectados y/o la inhalacion de toxinas secretadas por las esporas (Abd-
Elsalam y Rai, 2020).

Las micotoxinas generan pérdidas econémicas importantes a nivel mundial, tanto en la salud
humana y animal, como en productos agricolas contaminados. Se estima que el 25% de las
cosechas de cereales del mundo estdn contaminadas con micotoxinas (Alves dos Reis et al.,
2010). Las micotoxinas pueden formarse en diversas etapas que van desde la fase de
crecimiento de la planta y la cosecha, hasta el almacenamiento de los granos. Dentro de las
principales micotoxinas que afectan a los cultivos se encuentran los tricotecenos, zearalenona y
fumonisinas producidas por especies del género Fusarium, y aflatoxinas, ocratoxinas y patulina,
producidas por especies de los géneros Aspergillus y Penicillium (Cimbalo et al., 2020; Zain,
2011). El tipo de micotoxina presente y los niveles producidos dependen de factores bidticos y
abiéticos como las especies y cepas presentes en la planta, las condiciones ambientales y el

manejo del cultivo.

El conocimiento sobre las especies toxicogénicas y las toxinas presentes en los cultivos de sorgo
de Uruguay es escaso. Por esta razdn, resulta importante conocer cual es la situacién en nuestro

pais y determinar si existen riesgos por el consumo de granos de sorgo contaminados.
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2. HIPOTESIS

Existen especies pertenecientes al género Fusarium capaces de infectar y/o producir

micotoxinas en granos de sorgo de Uruguay.

Las cepas de Fusarium spp. tienen distintos requerimientos ambientales para su desarrollo y

produccién de micotoxinas.

3. OBJETIVO GENERAL

Identificar las especies de Fusarium presentes en los granos de sorgo de Uruguay, conocer
la produccion de micotoxinas por estas especies en sorgo y caracterizar a las principales

especies encontradas.
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4. CAPITULO 1.
Fusarium spp. PATOGENAS DE SORGO Y SUS TOXINAS ASOCIADAS
4.1. Introduccion

En Uruguay, el area cultivada y la produccién de sorgo ha ido disminuyendo a partir de
la zafra 2015/16, sin embargo, se ha mantenido estable en los uUltimos 5 afios. En la
zafra 2021/22 la superficie total sembrada, para grano seco y grano hiumedo se estimo
en 55 mil hectareas, de las cuales 19,4 mil se destinaron para cosecha de grano secoy
35,5 mil hectéreas para grano humedo, mientras que la produccion total de grano seco
y humedo fue de 216 mil toneladas (Figura 5). En esta zafra si bien la superficie
sembrada fue menor que la zafra anterior, se obtuvieron mejores rendimientos, lo que
compenso la produccion total. La productividad del sorgo se encuentra en el entorno de
4000 kg/ha y se ha mantenido aproximadamente constante en los ultimos 10 afios
(Methol y Pizzanelli, 2022).

Produccién (t) Produccion total Area (ha)
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Figura 5. Superficie sembrada de sorgo. Tomado de Methol y Pizzanelli (2022).

Por otro lado, los precios internacionales de granos forrajeros se mantienen altos y en
particular en el sorgo se estim6 un margen del orden de 300 US$/ha antes de renta, con
un aumento del 26% al comparar el precio durante el periodo de cosecha (marzo a julio)
con la zafra anterior (Figura 6). La guerra entre Rusia y Ucrania, importantes productores
mundiales de granos, favorece el alza de precios ya que se genera incertidumbre en la
produccion y comercializacion de los granos. Ademas, la produccion de etanol a nivel

mundial como energia renovable ha ido en aumento en los Ultimos afos. En particular,
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en Uruguay en el periodo 2019-2021 el procesamiento de granos para la elaboracion de
etanol fue de 123.000 toneladas, observandose un aumento del 48% respecto al periodo
anterior. Sumado a ésto, Uruguay firmé con China un protocolo para exportacion de
sorgo, lo que podria generar un aumento en la superficie sembrada de las proximas
zafras. En China el principal destino del grano de sorgo es para consumo animal y
humano (Methol y Pizzanelli, 2022). La exportacion de sorgo debe cumplir con las
normas y requisitos fitosanitarios de importacién a China, ademas de otras normas y
requisitos relativos a la inocuidad y calidad de alimentos y raciones que pueden
aplicarse para  Uruguay (https://www.gub.uy/ministerio-ganaderia-agricultura-
pesca/comunicacion/publicaciones/protocolo-requisitos-fitosanitarios-para-exportacion-

sorgo-uruguay-china).
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Figura 6. Precios de exportacion de maiz y sorgo (délares por tonelada). Tomado de
Methol y Pizzanelli (2022).

El género Fusarium esta formado por un gran nimero de especies, muchas de las
cuales son fitopatégenas y algunas ademas son toxicogénicas, lo que las coloca entre
los patégenos vegetales mas importantes a nivel mundial. Actualmente, se reconocen
més de 400 especies filogenéticas dentro de este género monofilético, distribuidas en
23 linajes monofiléticos denominados complejos de especies (Figura 7). Utilizando el
reconocimiento de especies filogenéticas basados en andlisis multilocus (Multilocus
Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition: GCPSR) se han
identificado 2/3 del total de especies dentro del género Fusarium, quedando el tercio
restante aun sin nombrar. La identificacion a nivel de especie basada Unicamente en
caracteristicas morfolégicas no es posible debido a la ausencia de caracteres

diagnostico que distingan especies estrechamente emparentadas, por lo que se utiliza
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en combinacion con herramientas moleculares. Los genes mas frecuentemente
utilizados en Fusarium spp. incluyen regiones del factor de elongacion de la traduccion
1-a (TEF1) y dos subunidades de una ARN polimerasa (RPB1 y RPB2) (O’'Donnell et
al., 2022).

Filogenia de Fusarium Complejo de especies

19 genes 18.3 Mya
M

sambucinum (74)

55.140 pb

26.5 Mya
. chlamydosporum (9)
Tricotecenos G MV<

° ﬂ incarnatum-equiseti (44)
I—: tricinctum (36)
heterosporum (4)
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fujikuroi (65)
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nisikadoi (5)

oxysporum (1)
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48.9 Mya concolor (3)

N\ - torreyae (3)

lateritium (4)
. buharicum (7)
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Figura 7. Filogenia de méaxima verosimilitud de Fusarium spp., inferida a partir de
secuencias exonicas de 19 genes codificadores de proteinas. Entre paréntesis se
muestra el nimero de especies filogenéticamente distintas conocidas en cada complejo
de especies. Se utilizaron secuencias de Neonectria para enraizar la filogenia. Mya:

millones de afios antes. Tomado y modificado de O’Donnell et al. (2022).
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El género Fusarium es capaz de producir un gran numero de micotoxinas quimicamente
diferentes y en consecuencia con diversos efectos toxicos sobre animales. La correcta
identificacion de las especies es necesaria para determinar el riesgo potencial existente.
Los tricotecenos son producidos por especies del complejo Fusarium sambucinum
(FSAMSC, en inglés: Fusarium sambucinum species complex), del complejo Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC, en inglés: Fusarium incarnatum-equiseti species complex)
y por Fusarium chlamydosporum. Estos son sesquiterpenos que se agrupan en cuatro
grupos A, B, C o D seguln su estructura quimica (Figura 8), siendo los tricotecenos de
los grupos A y B producidos por especies del género Fusarium. Todos ellos se
caracterizan por presentar una molécula de tres anillos conocida como 12,13-
epoxitricotec-9-eno (Kimura et al., 2007). Son compuestos muy estables que resisten
altas temperaturas, por lo que ademas de encontrarse en los granos también se detecta
su presencia en alimentos procesados (Gab-Allah, Choi, Kim, 2023). Su biosintesis
diverge del metabolismo isoprenoide, donde se forma el compuesto tricodieno que luego
mediante modificaciones consecutivas formaré las diferentes toxinas (Kimura et al.,
2007). Algunos tricotecenos han sido identificados como factores de virulencia en los
cultivos de cereales. Ademas de afectar a las plantas, causan una variedad de efectos
agudos y crénicas cuando son consumidos por animales, incluyendo a los humanos
(Wang et al., 2022). En animales, inhiben la sintesis de proteinas y ocasionan efectos
citotoxicos, inmunotoxicos (inmunosupresores o inmunoestimuladores), disturbios
gastrointestinales, vomitos, diarrea, rechazo al alimento y anemia y afectan al sistema
reproductivo en algunas especies animales (Astoreca, Emateguy y Alconada, 2019;
Proctor et al., 2002). Fusarium graminearum sensu stricto (F. graminearum s.s.) €s uno
de los principales productores de tricotecenos tipo B. Estos incluyen al deoxinivalenol
(DON o “vomitoxina”), o sus derivados monoacetilados (3-AcDON, 15-AcDON) y
diacetilados (3,15-AcDON), y nivalenol (NIV). Estos tienen la capacidad de ser
absorbidos por la via topica, ademas de la via oral o respiratoria. Son capaces de
generar afecciones en la piel, el tracto gastrointestinal, el higado, los rifilones, el sistema
inmunolégico y las células madre hematopoyéticas. La susceptibilidad a DON de
animales seria: cerdos > ratones > ratas > aves de corral = rumiantes. Por otro lado, la
micotoxina nivalenol (NIV) es mas téxica que DON, para humanos y animales
domeésticos (Gab-Allah, Choi y Kim, 2023). De acuerdo con la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC) los tricotecenos DON y NIV se clasifican como

grupo 3, no cancerigeno para humanos (IARC, 1993).

16



Type A Type C

o 3. ) o
1
L ] SCE
R : ¥R b NG A
Rg/

crotocin

(o]
T-2toxin -=OH “Soac AT )\/lko Type D

o} o]
HT-2 toxin -+ OH S on A" )\/lk ). ‘
@ [e) H E o
/: g
> (o]

4,15-DAS -<OH

o]
NEO “OH “NSoas (Ao~ HO" \R

Type B o
¥ OH
o 34 OH
sl L
o~ ;
A g satratoxin G
45 g
By H
R, R, Ry R, OA(
- :
NIV -20H  “Son HO oH ¢
; roridin E
4-ANIV “OH  “Soac Ho” OH

OH
DON 40 g (W7 (ow \/_A_/
¢ %

trichothecin —H 7 A H

verrucarin A

Figura 8. Estructura quimica de los distintos tipos de tricotecenos (A, B, C o D). Tomado
de Kimura et al. (2007).

La zearalenona (ZEA) es una micotoxina estrogénica no esteroidea producida por
especies del complejo FSAMSC, FIESC y por especies del complejo Fusarium
oxysporum (FOSC, en inglés: Fusarium oxysporum species complex). Es una lactona
del &cido resorcilico sintetizada a partir de la via de policétidos. Se conocen 5
metabolitos de ZEA, el a-zearalenol (a -ZEA), B-zearalenol (3 —ZEA), a -zearalanol (a-
ZAL), B-zearalanol (B-ZAL) y zearalenona (ZON) (Figura 9), de los cuales a -ZEA tiene
la mayor actividad estrogénica (Han et al., 2022; Rai, Dasa y Tripathia, 2019). La
zearalenona puede ocasionar severos problemas reproductivos y de infertilidad,
afectando a ambos sexos, ademas puede generar hepatotoxicidad (lesiones en el
higado y posterior desarrollo de cancer), inmunotoxicidad, nefrotoxicidad, genotoxicidad
(fragmentacion de ADN, formacion de micronucleos, formacion de aductos de ADN,
aberracion cromosémica y apoptosis) y posible carcinogenicidad. En dosis bajas ZEA

interfiere con el sistema fisiolégico, por su similitud al estrogeno y capacidad de unirse
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a varios receptores estrogénicos, lo que afecta las funciones vitales del cuerpo (Han et
al., 2022). ZEA es un carcindgeno potencial debido a sus efectos estrogénicos, sin
embargo, la IARC lo clasifica como sustancia del Grupo 3 (IARC, 1993). La zearalenona
y sus derivados han mostrado efectos en varios animales, siendo los cerdos y los
rumiantes los mas sensibles a los efectos téxicos y las aves de corral las mas
resistentes. La actividad y efecto de ZEA depende del estado inmunoldgico del

organismo y de su madurez reproductiva (Han et al., 2022; Ropejko, Twaruzek, 2021).
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Figura 9. Estructura quimica de la zearalenona y sus derivados. Tomado de Rai, Dasa

y Tripathia (2019).

Las fumonisinas son producidas por especies del complejo Fusarium fujikuroi (FFSC en
inglés: Fusarium fujikuroi species complex). Es un di éster del acido propano 1, 2, 3-
tricarboxilico (TCA) con su origen biosintético a partir de los policétidos. Se conocen 28
anélogos estructurales (FA1, FA2, FA3, PHFA3a, PHFA3b, HFA3, FAK1, FBK1, FB1,
Iso-FB1, PHFBla, PHFB1b, HFB1, FB2, FB3, FB4, FB5, FC1, N-acetil-FC1, Iso-FC1,
N-acetil-iso-FC1, OH-FC1, N-acetil-OH-FC1, FC3, FC4, FP1, FP2 y FP3) que se
agrupan en cuatro categorias A, B, C y P. Dentro de éstas, las fumonisinas del tipo B
(Figura 10) son las mas comunmente encontradas en alimentos y la FB1 la que genera
mayor toxicidad en animales y la mas estudiada hasta el momento (Qu et al., 2022;
Farhadi et al., 2021).
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Figura 10. Estructura quimica de las fumonisinas del tipo B. Tomado de Wangia-Dixon
y Nishimwe (2021).

La FB1 tienen una estructura similar a la de los esfingolipidos y presenta un grupo amino
en el segundo carbono que es el principal responsable de su toxicidad. Actdan alterando
el metabolismo de esfingolipidos, lo que afecta la integridad de la membrana celular,
vias de sefalizacién y comunicacién celular, el crecimiento celular, pudiendo incluso
desencadenar la induccion de la apoptosis (Wangia-Dixona y Nishimwe, 2021). Las
fumonisinas provocan cancer y defectos del tubo neural en roedores de laboratorio,
leucoencefalomalacia equina, edema pulmonar porcino, lesiones hepaticas y
pancreaticas en cerdos y mascotas, inmunosupresion y pérdida de peso en aves y en
otros animales de granja como ovejas, cabras y vacas provocan lesiones profundas en
el higado, el tracto gastrointestinal, el sistema nervioso y los pulmones. En humanos
provocan defectos del tubo neural y cancer de es6fago (Farhadi et al., 2021). La IARC
clasifico a las fumonisinas dentro del grupo 2B, como posible carcindgeno humano
(IARC, 2002). Los signos clinicos asociados con la toxicidad de las fumonisinas varian
entre las especies de animales dependiendo de su sensibilidad y el 6rgano objetivo,
mientras que la gravedad de la enfermedad depende de la cepa y especie fungica
(Farhadi et al., 2021; Wangia-Dixona y Nishimwe, 2021).

Dado la escasa informacién en Uruguay sobre las especies de Fusarium asociadas a
los cultivos de sorgo y las toxinas que pueden estar contaminando los granos, resulta
de importancia conocer cuél es la situacion en nuestro pais y evaluar el riesgo que

podria tener el consumo de este alimento.
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4.2. Objetivos

1) Aislar e identificar las especies de Fusarium presentes en granos de sorgo de
Uruguay en dos zafras.

2) Determinar las principales micotoxinas presentes en los granos.
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4.3. Metodologia

4.3.1. Obtencién de muestras de sorgo

Se tomaron muestras de 2 kg aproximadamente de granos de sorgo al momento de
cosecha segun la norma ISO 24333 en dos zafras consecutivas. Se obtuvieron 95
muestras de sorgo correspondientes a la cosecha 2016: 7 muestras de Colonia, 5 de
Flores, 47 de Paysandu, 27 de Rio Negro, 2 de San José, 4 de Soriano y 3 que se
desconoce su procedencia. A partir de la cosecha 2017 se obtuvieron 72 muestras: 3
muestra de Colonia, 1 de Flores, 13 de Paysandu, 27 de Rio Negro, 18 de Soriano y 10
que se desconoce su procedencia (Figura 11). Las muestras fueron transportadas al
Laboratorio de Micologia de la Facultad de Ingenieria (Udelar) para su procesamiento.
Cada muestra se fraccion6 en dos submuestras de 1kg. Las submuestras utilizadas para
la deteccion de micotoxinas se almacenaron a -20 °C y las utilizadas para aislamiento

fungico a 5 °C.

Sorgo zafra
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&
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Figura 11. Mapa de Uruguay mostrando las zonas de colecta de muestras en la zafra
2016: xy 2017: 0.

4.3.2. Aislamiento de las especies de Fusarium

A partir de cada muestra, se tomaron 100 granos y se desinfectaron superficialmente
colocéndolos en hipoclorito de sodio 0,4% durante 2 min, enjuague con agua destilada
estéril y secado en papel de filtro estéril. Se colocaron en placas de Petri con medio

papa dextrosa agar (PDA: extracto de papa 4 g/L, glucosa 20 g/L y agar 15 g/L)
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(Ox0id™) y se incubaron a 24+2 °C durante 5 dias (Figura 12). Las colonias se
identificaron morfolégicamente a nivel de género y/o complejo de especies de Fusarium
spp. (Leslie y Summerell, 2006) y se cuantificaron las colonias presentes en los granos
de sorgo. Se observaron las caracteristicas macro y micromorfoldgicas como ser: color,
forma y textura de la colonia, color del envés de la colonia, tipo de conidiogénesis y
disposicién de los conidios, color, tamafio y forma de los conidios y forma de la célula
conidiégena. Se obtuvieron cultivos puros de cada aislamiento mediante la realizacion
de cultivos monosporicos. Para ello, se resuspendieron las esporas del cultivo en un
tubo con agua destilada estéril y se volcé la suspension de esporas en una placa de
Petri conteniendo agar-agua 2%. Se dej0 reposar un minuto para que se adhieran los
conidios al medio y se descart6 el exceso de liquido. Las placas se incubaron a 24+2 °C
durante 24 hs en un plano inclinado y oscuridad. Luego en condiciones de esterilidad y
bajo microscopio estereoscaopico se transfirié una espora germinada a una placa de Petri
conteniendo PDA y se incub6 a 24+2 °C. El micelio con esporas de los distintos
aislamientos fue guardado en crioviales con agua destilada estéril a temperatura
ambiente y en crioviales con glicerol 10% (v/v) a -80 °C en la coleccion del Laboratorio
de Micologia.

La prevalencia de Fusarium spp. se calculé6 como: (nimero de muestras con Fusarium
spp. / total de muestras) x 100 y la incidencia como: (niumero de hongos de una especie
o complejo de especies en cada grano / total de granos) x 100.

Figura 12. Izquierda: placa de Petri con PDA y granos de sorgo (dia 0), derecha: placa

con desarrollo fungico sobre los granos (dia 5).

4.3.3. Identificacion molecular de las especies de Fusarium

Se selecciond un porcentaje representativo de cada morfotipo para la identificacion
molecular, 223 aislamientos de la zafra 2016 y 221 de la zafra 2017. Se realizé la

extraccion de ADN empleando bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) 2% (p/v) (Leslie

22



y Summerell, 2006). A partir de los cultivos monospdricos, se inocul6 un matraz
conteniendo extracto de levadura 0,3%, peptona 1% y dextrosa 2% (YEPD; en inglés:
yeast extract peptone dextrose) y se incub6 a 24+2 °C en agitacion a 150 rpm durante
3 dias. Se filtré el micelio utilizando una bomba de vacio y se dejo secar a temperatura
ambiente. Luego se machacé en mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo
fino. Se colocaron 200 mg en un eppendorf de 2 mL y se agregaron 750 uL de buffer
CTAB 2% y 15 pL de 2-mercaptoetanol. Los tubos se agitaron en vortex por 2 min y
luego se colocaron en bafio seco a 65 °C durante 15 min. Los tubos se retiraron del
bafo y se adicionaron 520 pL de coloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se aplicé vortex
1 miny se centrifug6 a 12.000 rpm por 10 min. Luego, se transfirié el sobrenadante a un
nuevo tubo eppendorf y se agreg6 igual volumen de isopropanol y 50% del volumen de
acetato de amonio 7,5 M. Se centrifugé a 12.000 rpm por 10 min. Se descarto el
sobrenadante y se agregaron 100 pL de etanol 70%. Se centrifugd a 12.000 rpm por 5
min, se descart6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet. El pellet se resuspendié en
50 a 100 pL de agua mili-Q y se incubd 24 hs en heladera. Luego se adicion6 1 pL de
ARNasay se incub6 1 h a 37 °C.

Los aislamientos se identificaron analizando la secuencia del factor de elongacion (TEF
1-a) utilizando los cebadores EF1 (5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3) y EF2 (5-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’) (O’ Donnell et al., 1998). La mezcla de la reaccion
contenia 2,5 pyL de Buffer 10X, 2,5 yL de dNTPs (2,5mM), 1,5 pL de MgCI2 (25 mM),
1,25 yL de cebador EF1 (10 uM), 1,25 yL de cebador EF2 (10 yM), 0,25 yL de Taq
polimerasa NZYTech, 13,75 pyL de agua MQ libre de RNAsa y 2 uL de la muestra de
ADN (25 pL de volumen final). El control negativo se realiz6 utilizando la misma mezcla,
pero sin agregado de ADN y el control positivo se realiz6 utilizando una muestra que dio
positiva en una reaccion de PCR previa. La PCR se llevé a cabo en un termociclador
GeneAmp PCR system 9700 (Perkin-Elmer, EE. UU.).

Los parametros de ciclado utilizados fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion (1 minuto a 95 °C), hibridacion (1
minuto a 55 °C) y extensién (1:30 minutos a 72 °C); seguidos de un ciclo de extension
final de 10 minutos a 72 °C y 5 minutos a 4 °C.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% (p/v) en buffer TBE
1X tefiidos con GreenSafe Premium (NZYTech) y bajo luz UV en un transiluminador.
Como marcador de peso molecular se utiliz6 DNA GenRuler™ 1Kb DNA ladder (Thermo
Scientific™).

A las especies del complejo Fusarium graminearum se les realiz6 una digestion con la

enzima BsaHI (BioLabs inc.) sobre el producto de amplificacion del factor de elongacion
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para determinar si correspondian a F. graminearum s.s (Garmendia et al., 2018a). La
mezcla de la reaccién incluyé 5 uL de buffer 10X, 1 uL de enzima BsaHl, 34 uL de agua
MQ libre de ARNasa y 10 pL del amplicon (TEF 1-a). Luego de 45 min a 37+1 °C, los
fragmentos de restriccion se separaron en un gel de agarosa al 1,5% (p/v) que contenia
GreenSafe Premium (NZYTech) en tampén TBE 1X y se visualizaron en un
transiluminador bajo luz ultravioleta. Como marcador de peso molecular, se utiliz6 DNA

mass ruler de 1 Kb (Thermo Scientific™).

Los productos de PCR de las especies de Fusarium fueron secuenciados en
MACROGEN Inc., Corea. Inicialmente las secuencias obtenidas fueron alineadas
mediante la herramienta BLASTn con secuencias registradas en la base de datos
GenBank (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y MYCOBANK Database, Fusarium

(https:/ffusarium.mycobank.org/page/Pairwise%?20alignment).
Con las secuencias de las especies del FFSC aisladas y secuencias de referencia
obtenidas de MYCOBANK Database, Fusarium

(https://fusarium.mycobank.org/page/Pairwise%20alignment) se construyé un arbol

filogenético por el método de maxima verosimilitud. Las secuencias se alinearon
mediante el algoritmo MUSCLE (Edgard, 2004), utilizando el programa Mega versionl11l
(Tamura, Stecher y Kumar, 2021). El analisis filogenético se realiz6 mediante el método
de Maxima verosimilitud utilizando el modelo de 2 parametros de Kimura (G+I) y la
robustez de los nodos fue evaluada mediante 1.000 réplicas de boostrap. Fusarium
oxysporum cepa CBS 144134 y Fusarium inflexum NRRL 20433 se utilizaron como

grupo externo.
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4.3.4. Deteccién y cuantificacion de las micotoxinas presentes en los granos de

sorgo

Se seleccionaron al azar 55 muestras de granos de sorgo de la zafra 2016 y 60 muestras
de la zafra 2017 para realizar la determinacion de micotoxinas. En el Laboratorio de
Analisis de Productos Agropecuarios del LATU se realizé la deteccion y cuantificacion,
mediante cromatografia liquida de alta resolucion HPLC, de deoxinivalenol (DON),
nivalenol (NIV), zearalenona (ZEA) y fumonisinas (FB1 y FB2) segun los métodos de la
AOAC (AOAC 2016). Las toxinas se seleccionaron teniendo en cuenta las especies
fangicas presentes en los granos. Se utilizé6 una columna analitica Gemini C18 (4,60
mm x 150 mm, 5 ym) de fase reversa (Phenomenex, EE. UU.). Para el analisis de las
fumonisinas y ZEA, se utilizd un detector de fluorescencia Waters 2475, mientras que
para DONy NIV se utilizé un detector de fotodiodos (PDA) Waters 2996. Para el analisis
de las fumonisinas, las longitudes de onda de excitacién y emision fueron de 335 y 440
nm, respectivamente. La fase mévil utilizada fue metanol: NaH2PO4 0,1M (77:23 v/v)
pH= 3,3, con un flujo de 1,0 mL/min a 25 °C. Para el analisis de ZEA, las longitudes de
onda de excitacién y emisién se establecieron en 270 y 465 nm, respectivamente. La
fase movil fue metanol:acido ortofosférico 0,01 M (58:42 v/v), el flujo fue de 1,0 mL/min
a 25 °C. Para el analisis de DON y NIV la fase movil fue agua: metanol (86:14 v/v), a un
flujo de 1,0 mL/min a 30 °C. Se utilizaron estdndares de DON, NIV, FB1 y FB2, ZEA
Trilogy (EE.UU.). El porcentaje de recuperacion del método fue del 93% para DON; 87%
para NIV; 76% para FB1; 77% para FB2 y 77% para ZEA.
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4.4. Resultados
4.4.1. Aislamiento e identificacién de las especies de Fusarium

Un total de 1567 Fusarium spp. de la cosecha 2016 y 1098 de la cosecha 2017 fueron
identificados en 95 y 72 muestras de granos de sorgo, respectivamente.

Las principales especies identificadas pertenecieron al Clado Graminearum (65%, n =
1744), seguido por las especies del grupo FFSC (23%, n = 609). Otras especies
identificadas pertenecieron a FIESC (11%), F. heterosporum (2%), F. armeniacum (1%),

F. tricinctum (1%), F. chlamydosporum (0,5%), F. pseudograminearum (0,5%) y F.
oxysporum (0,2%).

Dentro del Clado Graminearum la mayoria de las cepas analizadas fueron de F.
graminearum s.s (99%) y un pequefio porcentaje de F. boothii (1%, n = 2). Por otro lado,
dentro de FFSC el 28% fue identificado como F. proliferatum, el 23% como F. andiyazi,
el 21% como F. fujikuroi, el 18% como F. thapsinum, el 5% como F. verticillioides y el
5% como F. subglutinans (Figuras 13 y 14). Las secuencias del complejo de especies
de Fusarium fujikuroi fueron depositadas en la base de datos Genbank (Tabla 1).

2016
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F. andiyazi F. fujikuroi F. proliferatum  F. subglutinans  F. thapsinum  F. verticillioides
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Figura 13. Frecuencia relativa de especies del complejo Fusarium fujikuroi para cada
zafra, 2016 y 2017.
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Tabla 1. Numeros de acceso al GenBank del complejo de especies de Fusarium

fujikuroi utilizado en el andlisis filogenético

Especie Codigo de coleccion TEF 1-a Especie Coédigo de coleccion TEF 1-a

F. andiyazi NRRL 31727 MN193854 F. bulbicola NRRL 13618 KF466415
S104 0Q656380 F. fractiflexum NRRL 28852 AF160288
S133 0Q656381 F. fujikuroi MRC 2386 MH582339
S139 0Q656382 CBS 221.76 MN534010
S158 0Q656383 S201 0Q702134
S241 0Q656384 S403 0Q702135
S265 0Q656385 S408 0Q702136
S282 0Q656386 S472 0Q702137
S315 0Q656387 S498 0Q702138
S360 0Q656388 S620 0Q702139
S367 0Q656389 S624 0Q702140
S392 0Q656390 S648 0Q702141
S393 0Q656391 S650 0Q702142
S394 0Q656392 S664 0Q702143
S448 0Q656393 S151 0Q702144
S477 0Q656394 S226 0Q702145
S503 0Q656395 S258 0Q702146
S513 0Q656396 S325 0Q702147
S56 0Q656397 S476 0Q702148
S560 0Q656398 S480 0Q702149
S6 0Q656399 5486 0Q702150
S$643 0Q656400 S493 0Q702151
S656 0Q656401 S511 0Q702152
S703 0Q656402 S528 0Q702153
S724 0Q656403 S579 0Q702154
S78 0Q656404 S589 0Q702155
S793 0Q656405 S600 0Q702156
S9 0Q656406 S609 0Q702157
S90 0Q656407 S616 0Q702158
S98 0Q656408 S617 0Q702159
S264 0Q702130 S720 0Q702160
S316 0Q702131 S721 0Q702161
S389 0Q702132 S727 0Q702162
S390 0Q702133 S756 0Q702163
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Tabla 1 (cont.)

Especie Codigo de coleccion TEF 1-a Especie Coédigo de coleccion  TEF 1-a
F. proliferatum
F. globosum NRRL 26131 KF466417 (cont.) S637 0Q702232
F. lactis NRRL 25200 MN193862 S657 0Q702233
F. madaense CBS 146669 MW402098 S677 0Q702234
F. musae NRRL 25059 FN552086 S708 0Q702235
F. nygamai CBS 749.97 MW402151 S736 0Q702236
F. proliferatum MRC 2324 MH582344 S741 0Q702237
NRRL 22944 AF160280 S747 0Q702238
S131 0Q702205 S766 0Q702239
S148 0Q702206 S770 0Q702240
S150 0Q702207 S778 0Q702241
S156 0Q702208 S788 0Q702242
S165 0Q702209 S82 0Q702243
S166 0Q702210 S61 0Q702244
S195 0Q702211 S490 0Q702245
S219 0Q702212 S146 0Q702246
S220 0Q702213 S299 0Q702247
S223 0Q702214 S558 0Q702248
S234 0Q702215 S204 0Q702249
S256 0Q702216 S561 0Q702250
S260 0Q702217 F. pseudonygamai NRRL13592 AF160263
S271 0Q702218 F. siculi CPC 27188 LT746214
) MW40215
$276 00702219 F. subglutinans CBS 747.97 0

S297 0Q702220 S130 0Q702172
S307 0Q702221 S221 0Q702173
S321 0Q702222 S461 0Q702174
S322 0Q702223 S471 0Q702175
S377 0Q702224 S575 0Q702176
S407 0Q702225 S583 0Q702177
S478 0Q702226 S95 0Q702178
5485 0Q702227 F. thapsinum CBS 776.96 MN534044
S491 0Q702228 S10 0Q702179
S497 0Q702229 S140 0Q702180
S504 0Q702230 S155 0Q702181
S633 0Q702231 S187 0Q702182
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Tabla 1 (cont.)

Especie Codigo de coleccion TEF 1-a
F. thapsinum
(cont) S248 0Q702183
S261 0Q702184
S269 0Q702185
S285 0Q702186
S290 0Q702187
S331 0Q702188
S344 0Q702189
S383 0Q702190
S422 0Q702191
S427 0Q702192
S524 0Q702193
S582 0Q702194
S60 0Q702195
S$625 0Q702196
S214 0Q702197
S409 0Q702198
S428 0Q702199
S429 0Q702200
S706 0Q702201
S807 0Q702202
S829 0Q702203
S85 0Q702204
S192 0Q702251
S718 0Q702252
F. verticillioides CBS 218.76 MW402113
NRRL22172 AF160262
S86 0Q702164
S426 0Q702165
S66 0Q702166
S62 0Q702167
S574 0Q702168
S53 0Q702169
S259 0Q702170
S136 0Q702171
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Figura 14. Arbol filogenético consenso construido por
maxima verosimilitud a partir de secuencias de la regién del
factor de elongacion de los aislamientos de Fusarium spp. y
secuencias de la base de datos GenBank. Como grupo
externo se utilizé Fusarium oxysporum CBS 132475y
Fusarium inflexum NRRL 20433.
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Fusarium proliferatum NRRL22944
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S297 F. proliferatum

S407 F. proliferatum
Fusarium globosum T NRRL 26131
Fusarium siculi T CPC 27188
S579 F. fujikuroi

S620 F. fujikuroi

S720 F. fujikuroi

S498 F. fujikuroi

S226 F. fujikuroi

S151 F. fujikuroi

Fusarium fujikuroi MRC 2386
S727 F. fujikuroi

S325 F. fujikuroi

S408 F. fujikuroi

S650 F. fujikuroi

S664 F. fujikuroi

Fusarium fujikuroi T CBS 221.76
S624 F. fujikuroi

S528 F. fujikuroi

S609 F. fujikuroi

S648 F. fujikuroi

S721 F. fujikuroi
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S600 F. fujikuroi

S616 F. fujikuroi

S617 F. fujikuroi

S756 F. fujikuroi

Fusarium fractiflexum T NRRL 28852
Fusarium bulbicola T NRRL 13618
Fusarium anthophilum T CBS 222.76
Fusarium subglutinans T CBS 747.97
S221 F. subglutinans

S583 F. subglutinans

S699 F. subglutinans

S461 F. subglutinans

S575 F. subglutinans

S130 F. subglutinans

S471 F. subglutinans

S95 F. subglutinans
Fusarium lactis T NRRL 25200
S259 F. verticillioides

S86 F. verticilloides

S136 F. verticillioides
Fusarium verticillioides T CBS 218.76
S426 F. verticilloides
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Fusarium musae T NRRL 25059
Fusarium pseudonygamai T NRRL13592
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S513 F. andiyazi

S477 F. andiyazi

S367 F. andiyazi

S360 F. andiyazi

S265 F. andiyazi

S264 F. andiyazi

S158 F. andiyazi

S104 F. andiyazi

Fusarium andiyazi T NRRL 31727
S389 F. andiyazi

S560 F. andiyazi

S703 F. andiyazi

S643 F. andiyazi

S133 F. andiyazi

S139 F. andiyazi

S241 F. andiyazi

S282 F. andiyazi

S315 F. andiyazi

S390 F. andiyazi

S392 F. andiyazi

S393 F. andiyazi

S394 F. andiyazi

S448 F. andiyazi

S503 F. andiyazi

S724 F. andiyazi

S793 F. andiyazi

S9 F. andiyazi

Fusarium nygamai T CBS 749.97
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Figura 14. Árbol filogenético consenso construido por máxima verosimilitud a partir de secuencias de la región del factor de elongación de los aislamientos de Fusarium spp. y secuencias de la base de datos GenBank. Como grupo externo se utilizó Fusarium oxysporum CBS 132475 y Fusarium inflexum NRRL 20433.
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El 87% de las muestras del 2016 y el 79% de las muestras del 2017 presentaron al
menos una especie de Fusarium. La prevalencia de las distintas especies de Fusarium
en las muestras de 2016 fue menor a la observada en las muestras de 2017. FSAMSC
fueron las especies prevalentes en las muestras de 2016, mientras que en 2017 fue
FFSC (Figura 15).
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Figura 15. Prevalencia (%) de las especies de Fusarium que infectaron las muestras de
sorgo durante 2016 y 2017. FSAMSC: complejo de especies de Fusarium sambucinum;
FFSC: complejo de especies de Fusarium fujikuroi; FIESC: complejo de especies de

Fusarium incarnatum-equiseti.

La incidencia de Fusarium spp. en los granos de sorgo de la zafra 2016 y 2017 fue
similar (16,5% y 15,3%, respectivamente), con un valor maximo de 84% en las muestras
de 2016 y de 100% en las de 2017. En ambos afios, la incidencia de F. graminearum

s.s. fue superior a la de otras especies de Fusarium (Figura 16).
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Figura 16. Incidencia (%) de las especies de Fusarium que infectaron las muestras de
sorgo durante 2016 y 2017. FSAMSC: complejo de especies de Fusarium sambucinum;
FFSC: complejo de especies de Fusarium fujikuroi; FIESC: complejo de especies de
Fusarium incarnatum-equiseti.

La incidencia de las especies de Fusarium varié entre departamentos y entre los dos
afos de muestreo (Figura 17 a y b). La mayor incidencia de Fusarium spp. se encontr
en las muestras provenientes de San José y Rio Negro (21% y 20%, respectivamente),
seguido de Soriano (16%), Paysandu y Flores (15%) y Colonia (10%).
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Figura 17. Incidencia de Fusarium spp. en granos de sorgo segun los distintos
departamentos muestreados. FSAMSC: complejo de especies de Fusarium
sambucinum; FFSC: complejo de especies de Fusarium fujikuroi; FIESC: complejo de
especies de Fusarium incarnatum-equiseti. a: zafra 2016; b: zafra 2017
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4.4.2. Deteccion y cuantificacion de micotoxinas en granos de sorgo

El 95% de las muestras en ambos afios de cosecha presentaron al menos una toxina
(n=52, 2016 y n=54, 2017). El 92% de las muestras positivas del 2016 y el 91% de las
muestras positivas del 2017 (n=48, 2016 y n=49, 2017) presentaron co-ocurrencia de

toxinas (Figuras 18 y 19). Las muestras estaban contaminadas principalmente con DON

y ZEA. Las fumonisinas B1 y B2 y NIV se detectaron en un bajo porcentaje de muestras

(Tabla 2). Los niveles de contaminacion fueron en general superiores en las muestras

de 2016, con excepcidén de FB2 que fue superior en 2017 y NIV que solo se detecto6 en

las muestras de dicho afio.

Tabla 2. Niveles de micotoxinas presentes en muestras de sorgo de la cosecha

2016 (n=55) y 2017 (n=57) en Uruguay.

Concentracion total

Concentracion de las muestras positivas (ug/Kg)

) Muestras
Toxina promedio positivas (%) Promedio + Rango | Promedio+SD  Rango
(ng/Kg) £ SD SD
2016 2017 2016 2017 2016 2017
DON 1315+1597 565567 87 91 1507+1623 59-6071 619+564 59-2133
NIV 0 4419 0 5 - - 79+36 50-120
ZEA 1453+2194 752+1297 93 89 1567+£2239 30-9280 841+1344 30-6560
FB1 671244 58+148 16 23 4114493 80-1693 2554217 80-753
FB2 5+36 13+98 2 2 - 80-270 - 80-742
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Figura 18. Distribucidon de toxinas (%) presentes en las muestras positivas de la zafra
2016.
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Figura 19. Distribucion de toxinas (%) presentes en las muestras positivas de la zafra
2017.
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4.5. Discusion

En Uruguay existe poca informacion sobre la presencia de hongos y micotoxinas en los
cultivos de sorgo. La mayoria de los estudios que se han realizado se han centrado en
describir la aparicion e incidencia de especies de Fusarium en trigo y cebada
(Garmendia et al., 2018b; Pan et al., 2013; Umpiérrez-Failache et al., 2013). En sorgo
cultivado en Uruguay, solo se encontrd un estudio focalizado en granos ensilados (del
Palacio et al., 2016). Por consiguiente, el presente trabajo representaria el primer
estudio sobre la ocurrencia de especies de Fusarium a campo en granos de sorgo en
Uruguay. Un total de 2665 cepas de Fusarium fueron identificadas, de las cuales
Fusarium graminearum s.s. aparecio como la especie predominante, seguida de F.
proliferatum, F. andiyazi, F. fujikuroi y F. thapsinum. Si bien estas especies se han
descrito previamente en el sorgo en otras partes del mundo, en este trabajo F.
graminearum s.s. aparecio como el principal contaminante, lo cual difiere de lo reportado
en otros estudios donde FFSC son los principales contaminantes de granos de sorgo
(Mohamed Nor, Sallehy Leslie, 2019; Pena, Cavaglieriy Chulze, 2019; Kelly et al., 2017,
Lahouar et al., 2015; Divakara et al., 2014; Sharma et al., 2011; Alves dos Reis et al.,
2010). Esto podria explicarse en parte por las secuencias de cultivos en los sistemas
agricolas de Uruguay, donde el sorgo generalmente se siembra en secuencia con trigo
0 cebada, en los que F. graminearum s.s. es de los principales patégenos en estos
cultivos (Garmendia et al., 2018b; Umpiérrez-Failache et al., 2013). Se ha reportado que
trigo y cebada son los mayores contribuidores de inéculo de F. graminearum en
secuencias agricolas (Pereyra y Macky, 2008). En este trabajo se reportd por primera
vez a F. boothii en sorgo, si bien fue hallado en una muy baja frecuencia, similar a lo
reportado por Garmendia et al. (2018b) en cebada. La presencia de F. graminearum s.s
en granos de sorgo tiene un gran riesgo toxicoldgico ya que esta especie puede producir
DON, 15-AcDON, 3-AcDON, NIV y ZEA. Ademas, la infeccién del sorgo por especies
dentro del Clado Graminearum puede causar una reduccion de la germinacion, vigor y
calidad nutricional de los granos (Balota, 2012). Dentro de FFSC, F. proliferatum, F.
andiyazi y F. thapsinum fueron las especies mas frecuentes, siendo todas estas
especies reportadas por primera vez en Uruguay. Estas especies han sido aisladas de
sorgo en Argentina, Australia, Brasil, Etiopia, Nigeria, Sudafrica, Tunez y Estados
Unidos y estdn bien documentadas como patégenos del sorgo que causan las
enfermedades de moho en el grano y pudricién del tallo (Mohamed Nor, Salleh y Leslie,
2019; Kelly et al., 2017; Lahouar et al., 2015; Funnell-Harris y Pedersen, 2011; Sharma
et al., 2011; Petrovic et al., 2009). Sin embargo, las frecuencias de las especies de FFSC

obtenidas en este estudio difieren con las encontradas en otras areas, incluidas
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Argentina y Brasil, donde F. thapsinum y F. verticillioides son las especies mas
frecuentes (Mohamed Nor, Salleh y Leslie, 2019; Pena, Cavaglieri y Chulze, 2019; Alves
dos Reis et al., 2010). Dentro de FFSC, Fusarium fujikuroi también se recuperé con alta
frecuencia y, segln nuestro conocimiento, este seria el primer reporte de dicha especie
en sorgo. La misma, ha sido aislada a partir de arroz, donde causa la enfermedad
Bakanae, y de otros cultivos como la soja, el maiz, la cebada, el trigo y el mani. Estas
diferencias en la recuperacion y composicién de las especies dentro de FFSC pueden
estar asociadas con diferencias en las condiciones agroclimaticas y de rotacion de
cultivos asociados a nuestro pais (Petrovic et al., 2009). Ademas, poco se sabe sobre
las condiciones de crecimiento, el rango de huéspedes y la patogenicidad de las
especies de Fusarium asociadas con el sorgo en Uruguay. Este conocimiento es

esencial para desarrollar estrategias de manejo adecuadas.

Las micotoxinas en muestras de sorgo mostraron contaminacion con FB1 y FB2, pero
en niveles bajos, y ninguna de las muestras superé el limite establecido por la FDA para
alimentacién animal y la normativa vigente para otros granos (FDA, 2010). La incidencia
y los niveles de DON encontrados en el presente estudio fueron altos en comparacién
con otros reportes de esta toxina en sorgo (Hanvi et al., 2019; Chilaka et al., 2017). Sin
embargo, solo el 27% (n = 30) de las muestras tenian niveles de DON que excedian los
niveles recomendados en Uruguay para cerdos y equinos (1000 upg/kg); 10% (n = 11),
los niveles para el consumo de vacas lecheras (2000 pg/kg); y 3% (n = 3), los niveles
para bovinos de carne, ovinos y aves (5000 ug/kg) (Resolucién S/N/001, 2001). Ninguna
muestra superé los niveles recomendados en Uruguay para materias primas destinadas
a la produccion de racién para animales o los niveles de la FDA para cereales destinados
a rumiantes y pollos (10.000 pg/kg) (Resolucion S/N/001, 2001; FDA, 2010). La
zearalenona fue la micotoxina predominante y se presentd en niveles y tasas de
incidencia elevadas, con el 64% (n = 72) de las muestras excediendo los niveles
recomendados en Uruguay de 250 pg/kg (Resolucion S/N/001, 2001). Aungque son muy
pocos los trabajos publicados a nivel mundial sobre la contaminaciéon con ZEA en sorgo,
se ha reportado que esta es la micotoxina dominante lo que concuerda con los
resultados obtenidos en este trabajo (Chala et al., 2014; Aoyama et al., 2009; Ayalew et
al., 2006). Las altas concentraciones de DON y ZEA en nuestro pais podrian explicarse
por el hecho de que F. graminearum s.s. fue la principal especie contaminante del sorgo.
Los niveles de micotoxinas encontrados en Uruguay también podrian explicarse por las
condiciones climéticas y las practicas agricolas y las variedades de sorgo utilizadas.
Ademas, se observo una alta frecuencia en la co-ocurrencia de toxinas en las muestras

analizadas. Seria importante profundizar en el conocimiento sobre los efectos sinérgicos
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de estas micotoxinas, y el riesgo en el consumo de alimentos, ya que podria tener
mayores efectos nocivos para la salud humana y animal. También seria interesante
analizar otras toxinas que pueden estar contaminando los granos, como las
moniliforminas producidas por F. thapsinum, que han sido detectadas en granos de
sorgo en Argentina (Pena, Cavaglieri y Chulze, 2019). A su vez, es importante continuar
con el monitoreo de especies patdgenas y toxicogénicas en el sorgo y las toxinas
presentes en los granos, para poder disefiar modelos predictivos que permitan prevenir
la contaminacion de los cultivos. Por otro lado, no existen regulaciones o
recomendaciones sobre estas toxinas especificamente para el sorgo. Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde se observaron distintas
especies toxicogénicas y distintas toxinas y combinaciones de toxinas en los granos de

sorgo, es evidente la necesidad de establecer regulaciones en alimentos como el sorgo.
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5. CAPITULO 2. CARACTERIZACION TOXICOGENICA DE CEPAS DE F. graminearum s.s.

y F. proliferatum
5.1. Introduccién

Las principales especies de Fusarium asociadas a los cultivos de sorgo de Uruguay, en los afios
de estudio, fueron F. graminearum s.s. y F. proliferatum. Por esta razén, se seleccionaron dichas

especies para profundizar en el conocimiento de su capacidad toxicogénica.
5.1.1. Fusarium graminearum Schwabe

Fusarium graminearum sensu stricto (Clase: Sordariomycetes, Familia: Nectriaceae) es una
especie cosmopolita, capaz de colonizar diversos ambientes. Es patégeno principalmente de

gramineas como maiz, trigo y cebada, pero también es patégeno de otros cultivos.

En medio de cultivo CLA (de sus siglas en inglés: Carnation Leaf Agar) forma escasos
esporodoquios de color naranja palido. Los macroconidios (esporas asexuales) son delgados,
con forma de hoz a casi rectos, de pared gruesa y presentan de 5 a 6 septos (Figura 20 a 'y b).
Presentan una célula apical ahusada y una célula basal en forma de pie. No forman
microconidios, pero pueden presentar clamidosporas. En PDA las colonias presentan rapido
crecimiento, formando abundante micelio aéreo, denso y algodonoso de color que va desde
blanco a amarillo o naranja (Figura 20 c). Los cultivos, ademas, producen pigmentos rojos en el
agar (Leslie y Summerell, 2006). La fase sexual o telomorfo, se denomina Gibberella zeae, es
homotalica y autofértil, pero puede también entrecruzarse, y forma peritecios que contienen

ascos con ascosporas (esporas sexuales) (Desjardins, 2003).

Figura 20. a y b: macroconidios de Fusarium graminearum s.s., c: cultivo de F. graminearum s.s.

en medio de cultivo PDA

Los diferentes tipos de esporas presentan distintos mecanismos de dispersion. Las ascosporas

son expulsadas de los ascos, mediante mecanismos activos de liberacion, mientras que los
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macroconidios, dependen de la velocidad del viento para su liberacion. Una vez liberadas las
esporas, seran diseminadas por el viento y la lluvia para la colonizacion de nuevos sustratos y
hébitats. Ambos tipos de esporas presentan capacidad infectiva, pudiendo causar epidemias en
sus plantas hospederas. Los macroconidios se producen en condiciones de humedad a
temperaturas entre 16 y 36 °C, y las ascosporas se producen dentro de los peritecios entre 13 y
33 °C en condiciones de sequedad. Para la germinacion de las esporas, los macroconidios
requieren aprox. 80% de humedad relativa, mientras que las ascoporas requieren aprox 50%, lo
gue le ofrece una ventaja a estas Ultimas en la colonizacién de huéspedes susceptibles (Keller,
Bergstrom y Shields, 2014).

Fusarium graminearum s.s. pertenece al Clado Graminearum dentro de FSAMSC. Este complejo
de especies incluye seis clados fuertemente sustentados: Brachygibbosum, Graminearum,
Longipes, Novel, Sambucinum y Sporotrichoides. Muchas especies del FSAMSC son capaces
de producir micotoxinas. En particular las especies del Clado Graminearum, producen los
tricotecenos tipo B, deoxinivalenol (DON), 3-acetildeoxinivalenol (3-AcDON), 15-
acetildeoxinivalenol (15-AcDON) o nivalenol (NIV) y recientemente algunas cepas de F.
graminearum mostraron capacidad de producir el tricoteceno tipo A, NX-2 y sus derivados
(Laraba et al., 2021; Varga et al., 2015).

DON es la micotoxina mas comunmente detectada en los cereales a nivel mundial, con una tasa
de incidencia promedio del 59% y un nivel de contaminacién promedio en materias primas y
piensos de entre 794 y 1.304 mg/kg (Wang et al., 2022; Chen, Kistler y Ma, 2019). Ademas, F.
graminearum s.s. es capaz de producir la micotoxina estrogénica ZEA, muy frecuentemente
detectada en los cultivos de cereales infectados por este hongo. Tanto los tricotecenos como la
ZEA son principalmente contaminantes de campo, pero al ser toxinas muy estables, pueden
permanecer durante el almacenamiento de los granos e incluso durante el procesamiento de

alimentos y piensos (Wang et al., 2022).

Los tricotecenos ademas de causar problemas en la salud humana y animal pueden actuar como
factores de virulencia y contribuir a la patogenicidad facilitando la colonizaciéon de los tejidos de

las plantas hospederas (Laraba et al., 2021; Rauwane et al., 2020; Gardiner et al., 2010).

Los tricotecenos son sesquiterpenoides que se forman a partir de pirofosfato de farnesilo por
medio de una serie de oxigenaciones, ciclaciones, isomerizaciones y esterificaciones, que
terminan formando los compuestos bioactivos (Figura 21) (Proctor, et al. 2002). Las enzimas

implicadas en la biosintesis de tricotecenos estan codificadas por genes TRI ubicados en cuatro
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loci diferentes, en cromosomas diferentes: un locus TRI de 12 genes ubicados en el cromosoma
2, con siete genes que codifican enzimas (TRI3, TRI4, TRI5, TRI7, TRI8, TRI11, TRI13), un gen
gue codifica un transportador (TRI12), dos genes reguladores (TRI6 y TRI10) y dos genes (TRI9,
TRI14) de funcién desconocida; un locus con 2 genes que codifican enzimas TRI1-TRI16 en el
cromosoma 1; un locus con un gen TRI101 que codifica una enzima en el cromosoma 4 y un
locus con un gen TRI15 en el cromosoma 3. Los genes TRI6 y TRI10 codifican proteinas que
regulan positivamente la expresién de la mayoria de los genes TRI y de genes involucrados en
la sintesis de farnesilo difosfato. EI gen TRI5 codifica la enzima tricodieno sintasa implicada en
el ciclado de farnesilo difosfato para formar tricodieno, el primer paso en la biosintesis de
tricotecenos (Liew et al., 2023; Brown et al., 2020; Amarasinghe y Fernando, 2016.). En los pasos
siguientes el tricodieno es convertido a calonectrina. Estos pasos de la ruta biosintética son
compartidos por las especies de Fusarium que producen tricotecenos tipo A (toxina T-2 y NX-2)
y tricotecenos tipo B (NIV y DON). En los productores de DON la calonectrina es hidroxilada y
desacetilada para formar 3-AcDON o0 15-AcDON seguido de DON. El NIV puede formarse por
dos vias, o partir de calonectrina o a partir de 3,15-acetil DON como sustrato (Chen, Kistler y
Ma, 2019).
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Figura 21. Biosintesis de tricotecenos en Fusarium graminearum. Tomado de Chen, Kistler y Ma (2019).
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Zearalenona, una lactona del acido resorciclico, se forma a partir de la via de los policétidos
mediante la condensacion de unidades de acetato-malonato. Las reacciones son catalizadas por
policétido sintasas (PKs), que son enzimas grandes multidominio (Figura 22). En andlisis
gendmicos se identificaron 15 PKs, de las cuales solo 8 presentan funcién conocida hasta el
momento. Los genes se encuentran en grupos o “clusters” y codifican las enzimas metabdlicas,
factores de transcripcion y transportadores. Para la biosintesis de ZEA se requieren de los genes
PKS4, PKS13, ZEB1 y ZEB2. El gen PKS4 codifica una enzima policétido sintasa que cataliza la
condensacion de carbonos de un acetil-CoA y cinco moléculas de malonilCoA, paso inicial de la
biosintesis. Otra PKS, PKS13, cataliza las reacciones siguientes agregando tres moléculas de
malonil-CoA, para luego formar un anillo aromatico y una estructura de anillo macrélido que
contiene un enlace lactona. El gen ZEB1 codifica una enzima alcohol isoamilico oxidasa que
cataliza la reaccion de conversion de B-zearalenol en ZEA. El gen ZEB2 codifica un factor de
transcripcién que regula la actividad de otros genes implicados en la biosintesis de ZEA (Kim,
Sony Lee, 2018; Kim et al., 2005).

/ﬁ\s-CoA + 5 X Malonyl-CoA
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PKS biosynthesis
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o Oxidaticn of hydroxyl
HO group by ZEB1
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’ |
H
Zearalenol

I Closure of macrolide ring

Mixed reduced/unreduced nonaketide

l Folding of non-reduced ketide units
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Closure of
aromatic ring
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Figura 22. Modelo de biosintesis de ZEA. Tomado de Kim, Son y Lee (2018).
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5.1.2. Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg

Fusarium proliferatum (Clase: Sordariomycetes, Familia: Nectriaceae) es una especie con
distribuciéon mundial capaz de crecer sobre diversos sustratos (Leslie y Summerell, 2006). Es
patégeno en cultivos de gran importancia econémica como trigo, maiz, arroz, sorgo, mijo,
esparragos, palmera datilera, ajo, cebolla, entre otros. Ademas, esta especie es capaz de
producir una gran variedad de micotoxinas incluidas las fumonisinas, moniliformina,
beauvericina, fusaproliferina y acido fusérico, que representan un riesgo para la salud al ser
ingeridas por humanos u otros animales (Ferrara et al., 2019; Vismer et al., 2019). En medio de
cultivo CLA, F. proliferatum forma macronidios delgados, casi rectos, generalmente con 3 a 5
septos, la célula apical es curvada y la basal poco desarrollada. Puede formar esporodoquios de
color naranja palidos. Los microconidios son abundantes y se generan a partir de monofialides y
polifidlides, formando principalmente cadenas de largo moderado, o en menor medida formando
falsas cabezas (Figura 23 a 'y b). Los microconidios tienen forma de clava con la base aplanada
y no presentan septos (Figura 23 a). No forma clamidosporas. En PDA forma abundante micelio
de color violaceo, pudiendo formar pigmentos violetas en el agar (Figura 23 c) (Leslie y
Summerell, 2006). El teleomorfo, Gibberella intermedia, es heterotélico y forma peritecios
(Desjardins, 2003).

Figura 23. Fusarium proliferatum, a: fidlides y microconidios, b: microconidios en cabezuelas y
en cadenas, c: cultivo en medio PDA

Considerando que existen diferencias entre cepas de una misma especie en cuanto a la
capacidad de producir micotoxinas, resulta importante conocer como son las poblaciones de F.
graminearum s.s. y F. proliferatum aisladas de sorgo de Uruguay.
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5.2. Objetivos

1) Determinar la capacidad toxicogénica de cepas de F. graminearum s.s. aisladas de
los granos de sorgo estudiados.

2) Determinar la capacidad toxicogénica de cepas de F. proliferatum aisladas de los

granos de sorgo estudiados.

3) Evaluar la expresion de genes TRI y PKs de F. graminearum s.s. implicados en la
biosintesis de las micotoxinas DON, NIV y ZEA mediante gRT-PCR
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5.3. Metodologia
5.3.1. Evaluacién de la capacidad toxicogénica de F. graminearum s.s. y F. proliferatum

Se analiz6 la capacidad de producir micotoxinas de las especies mas frecuentemente
encontradas en los granos de sorgo estudiados. Se utilizaron 25 g de granos de arroz para la
determinacion de las toxinas DON, NIV y ZEA o 20 g de arroz para FB1 y FB2 en bolsas con 10
mL de agua destilada y se autoclavaron dos veces a 121 °C durante 30 min. Luego, las bolsas
esterilizadas se inocularon con 3 discos de micelio tomados de cultivos puros de cada aislamiento
y se incubaron a 25 °C en oscuridad durante 28 dias. Transcurrido este tiempo, el contenido de
las bolsas se sec6 a 50 °C, se moli6 finamente con una licuadora y se almacend a -20 °C hasta
Su procesamiento. Las toxinas se analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con una bomba Shimadzu LC-10ADvp. Se utilizé un detector SPD para las toxinas DON,
NIV y ZEA y un detector de fluorescencia RF-10Axl para las FBs (Shimadzu). Todas las
evaluaciones de toxinas se realizaron utilizando una columna C18 (150 mm x 4,6 mm de d.i.,
tamafo de particula de 5 um; Nucleodur®, Macherey-Nagel, Diren, Alemania) conectada a una
precolumna Security Guard (8 mm x 4 mm de d.i., 5 um de particulas tamafio; Nucleodur®,
Macherey-Nagel, Diren, Alemania). Los estandares de DON, NIV y ZEA y de fumonisinas Bl y
B2 fueron suministrados por Trilogy Analytical Laboratory Inc., Washington, MO.

La produccion de DON y NIV se detect6 utilizando el método descrito por Reynoso et al. (2011).
En matraces de 250 mL, se colaron 7,5 g de arroz molido, se agregaron 20 mL de acetonitrilo:
metanol (14:1 v/v) y los matraces se agitaron a 150 rpm durante 2 h. El extracto se filtr6 a través
de papel de filtro Whatman No. 1 y 2 mL de extracto se filtraron a través de una columna de
laboratorio con aluminio y C-activado (20:1, p/p). El eluido se evapor6 a sequedad y se
resuspendié en 500 pL de metanol:agua (5:95 v/v) y se inyect6 en el sistema de HPLC. Se utilizo
un detector UV (220 nm). La fase mavil fue metanol:agua (12:88 v/v), a un caudal de 1,5 mL/min.
El volumen de inyeccion fue de 50 uL. La produccion de DON y NIV se determiné por

comparacion con los estandares.

La produccion de ZEA se determiné segun la metodologia para HPLC de la AOAC: 985.18
(AOAC, 2016). Para la extraccion de la toxina se colocaron 5 g de arroz molido en matraces de
250 mL con 25 mL de metanol:agua (80:20 v/v) y se agit6 a 240 rpm durante 1 h. Luego, se
centrifugé a 2000 g por 10 min y se pasaron 5 mL del sobrenadante por una columna
MycoSep®226 (Romer Labs Inc., MO, USA). El eluido se evapor6 a sequedad y luego se disolvié

en 400 pL de metanol:agua (70:30 v/v), la misma solucién se utilizé6 como fase movil, el caudal
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fue de 1 mL/min a 40 °C y la inyeccion el volumen fue de 50 pL. Se utilizé un detector UV (236

nm). La presencia de ZEA se determind por comparacion con los estandares.

La extraccion de FBs se realizé segun el método AOAC: 995.15 (AOAC, 2016)., las toxinas se
extrajeron de 5 g de arroz molido con 15 mL de metanol:agua (3:1 v/v) a 150 rpm durante 30 min
en un agitador oscilatorio. El extracto se filtré a través de papel de filtro Whatman No. 1y 2 mL
de extracto se pasaron por una columna de intercambio anionico (SAX) (Strata® SAX, 55 um,
70A, Phenomenex) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante, y las
fumonisinas se eluyeron con 1 mL de acido acético:metanol (1:99 v/v). El eluido se evaporé hasta
sequedad y luego se disolvido en 1 mL de metanol. Se afiadié una solucién de reactivo de O-
ftaldialdehido (Sigma-Aldrich, Milan, Italia) para formar derivados de fumonisina fluorescentes.
Se utilizé un detector de fluorescencia con longitudes de onda de excitacion y emisién de 335
nm y 440 nm, respectivamente. La fase movil fue metanol: solucion NaH2PO4 0.1M (77:23 v/v)
pH 3.5, a un caudal de 1 mL/min, el volumen de inyeccién fue de 20 pL. La presencia de

fumonisinas se determiné por comparacién con estandares externos.
5.3.2. Determinacion de los genotipos de F. graminearum s.s. productores de tricotecenos

Se determinaron los genotipos de tricotecenos de 93 aislamientos de F. graminearum s.s.
utilizando tres ensayos de PCR diferentes. Primero, dos ensayos multiplex se dirigieron a una
region de los genes de biosintesis de tricoteceno TRI3 y TRI12 para determinar los genotipos
NIV, 15-AcDON y 3-AcDON (Ward et al., 2002), mientras que el tercer ensayo se centré en
regiones del gen TRI13 para determinar el genotipo DON (Chandler et al., 2003). La multiplex
TRI3 incluy6 un cebador comudn a todos los genotipos 3CON (5'-TGGCAAAGACTGGTTCAC-3)
y tres cebadores especificos: (5-GTGCACAGAATATACGAGC-3), 3D15A (5-
ACTGACCCAAGCTGCCATC-3") y 3D3A (5'-CGCATTGGCTAACACATG-3'). Esta reaccion
produce amplicones de aproximadamente 840, 610 y 243 pb para aislamientos que coinciden
con los genotipos NIV, 15-AcDON y 3-AcDON, respectivamente. La multiplex TRI12 también
incluia un cebador comun a todos los genotipos, 12CON (5-CATGAGCATGGTGATGTC-3), y
tres cebadores especificos: (5-TCTCCTCGTTGTATCTGG-3"), 12-15F (5'-
TACAGCGGTCGCAACTTC-3 ') y 12-3F (5'-CTTTGGCAAGCCCGTGCA-3'). Esta multiplex
genera amplicones de aproximadamente 840, 670 y 410 pb para aislamientos que coinciden con
los genotipos NIV, 15-AcDON y 3-AcDON, respectivamente. La amplificacion del gen TRI13 se
realiz6 utlizando los cebadores (5'-CATCATGAGACTTGTGTKCRAGTTTGGG-3") vy
Tril3_DON_R (5-GCTAGATCGATTGTTGCATTGAG-3'). La PCR amplifica un fragmento de 282

pb para las cepas que tienen los genes de biosintesis de DON.
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La mezcla de la reaccion de PCR en ambas multiplex se realizé en un volumen final de 25 pL
gue contenia: 50 ng de ADNg, buffer de PCR 1X (Nzytech), MgCl, 2 mM, 0,2 mM de cada dNTP,
Taq polimerasa 0,5U (Nzytech) y 0,2 mM de cada cebador. La PCR para TRI3 y TRI12 consistié
en una desnaturalizacion inicial de 2 min a 94 °C, seguida de 25 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 s a
52°Cylmina72°C.

La mezcla de reaccién de PCR para TRI13 se realizé en un volumen final de 25 uL que contenia:
50 ng de ADNg, buffer de PCR 1,5X (Nzytech), MgCl, 2 mM, 0,2 mM de cada dNTP, Taq
polimerasa 0,75 U (Nzytech) y 0,4 mM de cada cebador. La amplificacién por PCR de TRI13
consistié en una desnaturalizacion inicial de 2 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94 °C,
30sab65°Cy30sa72°C.

Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al 1,5 % (p/v) que contenian
GreenSafe Premium (NZYTech). Como marcador de peso molecular se utiliz6 DNA mass ruler

100pb (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA).

5.3.3. Evaluacién de la expresion de genes responsables de la biosintesis de micotoxinas

de F. graminearum s.s. in vitro

Se evaludé mediante gRT-PCR (QuantStudio 5 Real-Time PCR Systems, ThermoFisherCientific)
la expresion de los genes TRI5, TRI6 y TRI10 de F. graminearum s.s. implicados en la biosintesis
de DON y NIV, y la expresion de los genes PKS4, PKS13 involucrados en la sintesis de ZEA,
usando EF1 a A como gen de referencia endégeno (Kim et al., 2005; Kim y Yun, 2011; Lee et al.,
2014; Amarasinghe y Fernando, 2016).

Se realizé una prueba de amplificacion de los oligos (Tabla 3) mediante RT-PCR a tiempo final.
Para ello, se inocularon dos discos de micelio de F. graminearum s.s. en un matraz de 250 mL
con 100 mL de medio liquido adicionado con caldo de sorgo y se incub6 en agitacién a 25 °C
durante 4 dias. El caldo se preparé con 250g de semillas de sorgo hervidas en 500mL de agua
destilada durante 20min. Luego, se filtré el caldo y se afadieron 20 g de dextrosa, 10 g de
peptona, 3 g de extracto de levadura y se complet6 a un volumen final de 1000 mL y se esterilizo
durante 15 min en autoclave. El control se realizé inoculando dos discos de micelio de F.
graminearum s.s. en matraces con medio YEPD. Luego, se filtré el micelio a través de papel de
filtro Whatman No. 1 y se almacend a -80 °C hasta su analisis. Se realizo la extraccion de ARN

con RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el
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fabricante. La concentracion de ARN obtenido de las muestras se midi6 con un NanoDrop y la

integridad del mismo se evalué visualizando los productos en un gel de agarosa 1% (p/v).

Se realiz6 un tratamiento con ADNasal (New England BioLabsi) colocando en un tubo de PCR,
2 ug de ARN, 1 uL ADNasa y 1 uL de Buffer 10X y agua en un volumen final de 9 L. Los tubos
correspondientes a cada muestra se incubaron a 37 °C durante 30 min. La reaccion se finalizé
agregando 1 uL de EDTA 25 mM e incubando a 65 °C durante 10 min. Luego, se agregé 1 uL de
Oligo dT 50 uM y se incub6 a 65 °C durante 5 min. Al finalizar se colocé en hielo durante 10 min.

Se realizo la retrotranscripcion a ADNc colocando a cada tubo: 4 uL de Buffer 5X, 2 yL de dNTP
10 mM y 1 pL de enzima RT 200U/ uL (ProtoScript ® Il Reverse transcriptase, New England

BioLabs, Inc), e incubando a 42 °C durante 1 hora.

Se realizé una PCR a tiempo final colocando: 2 pL Buffer (NH4SO,), 2 uL de dNTP 10 mM, 1,6
uL MgCl; 25 mM, 0,4 uL de cada cebador 10 mM ,0,2 uL Taq polimerasa (TopTaqg®, Qiagen), 1
ML ADNc (25 ng) y 12,5 uL de agua. La amplificacion por PCR consistio en una desnaturalizaciéon
inicial de 3 min a 95 °C, seguida de 40 ciclos de 20sa 95 °C,20sa60°Cy20sa 72 °C;yuna

extension final de 5 min a 72 °C.

Tabla 3. Genes analizados y cebadores utilizados.

Cebador directo (5'—3')

Gen Funcion
Cebador reverso (5'—3')
CCAGGAAACCCTACACTCGTCTAAG
TRI5 Tricodieno sintasa
TGGCCGCCTGCTCAAAGAAC
) o GGCATTACCGGCAACACTTCAA
TRIi6 Factor de transcripcién
CATGTTATCCACCCTGCTAAAGACC
GTGGCCGGGACGCTTCAAT
TRI10 Gen regulador
ATCCGTCAAGTCTTCCCATCTCAT
o ) GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT
PKS4 Policétido sintasa
ATGCCCTGATGAAGAGTTTGAT
CCCCCAACTCGACGTCAAATCTAT
PKS13 Policétido sintasa
TTCTTCCCGCCGACTTCAAAACA
) GGCTTTCACCGACTACCCTCCTCT
EF1aA Factor de elongacion

ACTTCTCGACGGCCTTGATGACAC

La eficiencia de los oligos se determind realizando 5 diluciones consecutivas del producto de
amplificacién para construir una curva de calibracién. La mezcla de la reaccion contenia: 10 uL
SYBR®Green (QuantilNova ®, Qiagen) Mix 2x, 1,4 uL de cada cebador 10 mM, 5,2 yL agua y 2
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ML RT-ADNc, 0,1 uyL ROX. Las condiciones de qRT-PCR fueron: 3 min a 95 °C, seguida de 40
ciclos de 20 s a 95 °C y 30 s a 60 °C. En todas las reacciones se realiz6 un control sin ADNc

para confirmar la ausencia de contaminacién de ADN en las mezclas de reaccion.

Utilizando los valores umbrales de ciclo (Ct) y el logaritmo de la concentracién de ADNc, se
construyé una curva de calibracion para cada oligo. La eficiencia (E) de amplificacién se

determin6 como: E= 10 ‘Vpendiente 'y | porcentaje de eficiencia como: %E= (E-1) *100.

La evaluacion de la expresion de genes se realizo inoculando dos discos de micelio de F.
graminearum s.s. en matraces de 250 mL con 100 mL de medio liquido adicionado con caldo de
sorgo. Los matraces se incubaron en agitacion a 25 °C durante 24, 48, 72, 96 y 144 hs. Los
controles se realizaron utilizando YEPD como medio de cultivo. En cada tiempo, se filtr6 el micelio
a través de papel de filtro Whatman No. 1 y se almacené a -80 °C hasta su analisis. Se realiz6 la
extraccion de ARN con RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. Se realizaron 3 réplicas por tratamiento. Se realizaron las gRT-
PCR para cada tratamiento segun los distintos genes analizados de igual forma a la descrita

anteriormente.
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5.4. Resultados
5.4.1. Produccion de micotoxinas por F. graminearum s.s. y F. proliferatum

Se analiz6 la capacidad de producir micotoxinas de 93 aislamientos de F. graminearum s.s. y 50
aislamientos de F. proliferatum. La mayoria de las cepas de F. graminearum s.s. y F. proliferatum

fueron capaces de producir las micotoxinas estudiadas.

El 92% (n = 86) de los aislamientos de F. graminearum s.s. fueron capaces de producir ZEA, el
88% (n = 83) de producir DON y el 6% (n = 6) fueron productores de NIV. Cinco aislamientos
fueron capaces de producir todas las micotoxinas estudiadas, mientras que en 2 aislamientos no

se detecto6 produccion (Figura 24).

2%
5%

1%

76%

DON + NIV + ZEA DON + ZEA =DON + NIV DON =ZEA NP

Figura 24. Distribucién del perfil toxicogénico (%) de 93 cepas de Fusarium graminearum s.s.

obtenidas de granos de sorgo sobre granos de arroz.

Se detecto la produccion de FB1 y FB2 en 76% (n = 38) y 64% (n = 32) de los aislamientos de
F. proliferatum, respectivamente. Doce aislamientos de F. proliferatum (24%) no fueron capaces

de producir fumonisinas en las condiciones evaluadas (Figura 25).
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HMFB1+FB2 M FB1 NP

Figura 25. Distribucion del perfil toxicogénico (%) de 50 cepas de Fusarium proliferatum

obtenidas de granos de sorgo sobre granos de arroz.

5.4.2. Determinacion de los genotipos de F. graminearum s.s. en relacién a la produccion

de tricotecenos

Los ensayos de PCR indicaron que la mayoria de los aislamientos de F. graminearum s.s. tenian
genotipo 15-AcDON (98%), con solo dos aislamientos del genotipo NIV (1 aislamiento del 2016

y 1 aislamiento del 2017). No se observaron genotipos 3-AcDON en los afios estudiados.

5.4.3. Evaluacion de la expresiéon de genes responsables de la biosintesis de micotoxinas

de F. graminearum s.s. in vitro
La eficiencia de los cebadores fue cercana al 99%.

Se observaron diferencias en la expresion de los genes evaluados entre el tratamiento con sorgo
y el control. A las 48hs después de inoculado se observé acumulacién de transcriptos, mostrando
una induccion temprana en los genes TRI5 y TRI6 TRI10, PKs4 y PKs13. A los diferentes tiempos
la expresién de estos genes fue mayor en presencia del caldo de sorgo comparado con el control.
La expresion de los genes TRI5 y TRI6 aumento con el tiempo a partir de las 72hs después de
inoculado (Figuras 26 Ay B, respectivamente), mientras que la expresion del gen TRI10 mostro
un pico de expresion a las 96hs y luego una disminucion de la expresion a las 144hs (Figura 26
C). Respecto a la expresion de los genes PKs4 y PKs13, se observd una pequefia disminucion
en la expresion de ambos genes de las 48 a las 72hs, seguidas por un pico de expresion a las

96hs y luego una disminucion a las 144hs (Figuras 27 Ay B, respectivamente).
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Figura 26. Cambio relativo de los niveles de expresion en el tiempo de A: gen TRI5, B: gen TRI6
y C: gen TRI10. Los andlisis de RT-qPCR de los genes mencionados se realizaron a las 48, 72,
96 y 144 horas luego de la inoculacion con Fusarium graminearum s.s. en el medio con caldo de
sorgo. Los niveles de expresion de los genes en medio con sorgo son relativos a los
correspondientes niveles de expresion en medio control en los tiempos indicados. Como gen de
referencia se utilizé EF1 a A. Los resultados se muestran como promedios + desvio estandar de

3 réplicas biolégicas.
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Figura 27. Cambio relativo de los niveles de expresion en el tiempo de A: gen PKs4 y B: gen
PKs13. Los analisis de RT-gPCR de los genes mencionados se realizaron a las 48, 72, 96 y 144
horas luego de la inoculacion con Fusarium graminearum s.s. en el medio con caldo de sorgo.
Los niveles de expresion de los genes en medio con sorgo son relativos a los correspondientes
niveles de expresion en medio control en los tiempos indicados. Como gen de referencia se utilizd

EF1 a A. Los resultados se muestran como promedios + desvio estandar de 3 réplicas bioldgicas.
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5.5. Discusién

En este trabajo se determind la capacidad toxicogénica de diferentes cepas de F. graminearum
s.s. y F. proliferatum provenientes de granos de sorgo en Uruguay. La mayoria de las cepas, en
ambas especies, fueron productoras de al menos una de las toxinas analizadas, denotando el
riesgo potencial existente de contaminacién en los cultivos. En cuanto a las cepas de F.
proliferatum la mayoria fueron capaces de producir FBs (76%), aunque se obtuvo un pequefio
porcentaje de cepas no productoras (24%). Resultados similares fueron reportados para cepas
de F. proliferatum aisladas de sorgo de Nigeria e India, donde la mayoria eran capaces de
producir fumonisinas, mientras que otras cepas producian en niveles bajos o insignificantes
(Vismer, et al., 2019; Srinivas et al., 2013). Si bien no se considera que las fumonisinas cumplan
un rol en la patogénesis (Desjardins et al., 2002), se obtuvo una alta proporcion de cepas
productoras de fumonisinas lo que podria sugerir que estas toxinas desempefian algun papel
ecolégico para F. proliferatum durante la colonizacion de los granos de sorgo. En este sentido,
seria interesante evaluar la virulencia en plantas de sorgo de cepas productoras y no productoras
de fumonisinas; asi como estudiar en las cepas no productoras si esto se debe a las condiciones
del ensayo o a mutaciones o deleciones en genes de la ruta biosintética de fumonisinas. Por otro
lado, las cepas no productoras podrian utilizarse en estrategias de control biol6gico como las
cepas no toxicogénicas de Aspergillus flavus utilizadas para reducir la contaminacién por
aflatoxinas (Abbas et al., 2017; Ojiambo et al., 2018).

Respecto a las cepas de F. graminearum s.s. se obtuvo un alto nimero de cepas productoras de
ZEA (92%), seguidas por DON (88%) y pocas cepas capaces de producir NIV. Resultados
similares se encontraron en cepas de F. graminearum s.s. aisladas de granos de maiz en
Uruguay, sin embargo, la mayoria de las cepas fueron productoras de DON, y en menor medida
productoras de ZEA (del Palacio et al., 2023). Incluso en otros estudios realizados en Sudamérica
sobre la contaminacion de granos por F. graminearum encontraron a DON como la principal
toxina producida (Del Ponte et al., 2022). Esta diferencia en el perfil de toxinas producidas puede
deberse a variaciones en las poblaciones de F. graminearum s.s. asociadas a los distintos

hospederos.

En cuanto a la determinacion del genotipo, la mayoria de las cepas de F. graminearum s.s.
presentaron genotipo 15-AcDON, con solo dos cepas de genotipo NIV y ninguna del genotipo 3-
AcDON. Estos resultados son importantes ya que se ha observado que las cepas productoras
de DON son méas virulentas en trigo que las cepas productoras de NIV, pero estas ultimas

presentan mayor toxicidad (Desjardins y Proctor, 2011). Los datos aqui presentados representan
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el primer reporte para cepas de F. graminearum s.s. aisladas de sorgo en Uruguay. Este
resultado es consistente con lo reportado en trabajos previos sobre diferentes cultivos en
Uruguay (del Palacio et al., 2023; Garmendia et al., 2018b; Pan et al. 2013, 2016;
Umpiérrez-Failache et al., 2013), e incluso en otras regiones de América del Sur (Del Ponte et
al., 2022), donde 15-AcDON es el genotipo que prevalece para F. graminearum s. s., lo que
muestra la estabilidad de la composicion del genotipo entre cultivos y afios. El genotipo y el
quimiotipo NIV fue encontrado en una baja proporcién en coincidencia con los bajos niveles
detectados en las muestras de sorgo analizadas. Si bien la proporcién fue baja, estos resultados
indican que existe riesgo de contaminacién por esta toxina y debe ser monitoreada. Mas aun,
teniendo en cuenta que no existe reglamentacién en Uruguay para NIV y que puede ser mas
téxica que DON (Desjardins, 2006).

La expresion de los genes TRI5, TRI6, TRI10, PKs4 y PKs13 asociados con las rutas biosintéticas
de tricotecenos y ZEA, mostraron una induccién temprana y mayor en presencia de sorgo. Este
es el primer trabajo realizado en Uruguay sobre la expresion de genes relacionados con la
produccién de toxinas de F. graminearum s.s. Como se ha visto en trabajos anteriores, las
fuentes de carbono y nitrdgeno tienen un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de los hongos,
y son uno de los factores criticos para la biosintesis de metabolitos secundarios (Chen, Kistler y
Ma, 2019). Esto podria explicar en parte, las diferencias observadas en la expresion de genes
en presencia de sorgo y el control sin sorgo. En cuanto a la expresion de los genes durante los
diferentes tiempos de crecimiento, TRI5 y TRI6 aumentaron con el tiempo, mientras que la
expresion de los genes TRI10, PKs4 y PKs13 fue fuertemente inducida al inicio (96hs) y luego
los niveles de expresion disminuyeron. Resultados similares fueron obtenidos en trabajos
anteriores realizados con diferentes cepas de F. graminearum donde, si bien existieron
diferencias entre las cepas, la induccion de los genes TRI y PKs se observé tempranamente
(Amarasinghe y Fernando, 2016; Lee et al., 2014; Lysge, Bone y Klemsdal, 2009). Dado la alta
expresion de genes TRI y PKs encontrada en este trabajo, seria importante evaluar la expresion
de estos genes durante la infeccién de F. graminearum s.s. en plantas de sorgo de diferentes
variedades y correlacionarlo con la produccién de toxinas y la agresividad en cepas con
diferentes perfiles toxicogénicos. Esta informacion seria de utilidad para proponer mejores
estrategias para el manejo de enfermedades acorde con las caracteristicas de las poblaciones

flngicas presentes en nuestro territorio.
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6. CAPITULO 3. CARACTERIZACION ECOFISIOLOGICA DE F. graminearum s.s. y F.

proliferatum
6.1. Introduccion

El sorgo es susceptible a la infeccion por diferentes especies de hongos fitopatdogenos, quedando
expuesto, ademas, a la contaminacién por una diversidad de micotoxinas que algunas de estas
especies son capaces de producir. Las especies fungicas presentes, su abundancia relativa y su
capacidad infectiva depende de la interaccion de diversos factores como las caracteristicas
intrinsecas de cada cepa, la interaccion entre ellas, las condiciones ambientales y el estado y

etapa del desarrollo de la planta.

Los factores ecofisiolégicos como la humedad relativa y la temperatura influyen en el crecimiento
de los hongos, la colonizacion de los tejidos vegetales y la produccién de micotoxinas (Lahouar
et al., 2015). Las condiciones que favorecen el crecimiento fungico no siempre coinciden con la
produccion de micotoxinas. Si bien, en términos generales se considera que temperaturas entre
25 y 30 °C vy actividad hidrica (aw) superior a 0,78 son favorables para el crecimiento y la

produccion de micotoxinas (Daou et al., 2021).

La disponibilidad de agua incide en la germinacion de las esporas, determina la velocidad

metabdlica y de crecimiento de los hongos e influye en la esporulacién.

Los granos son sustratos higroscépicos y parte del agua que poseen no esta disponible para su
uso por los microorganismos, en este caso se utiliza la actividad hidrica (aw) como indicador de
la disponibilidad de agua. La aw se define como la relacién entre la presién de vapor de agua
sobre un sustrato y la presién de agua pura a la misma presion y temperatura (Velluti, 2002). Los
hongos presentan un limite de aw por debajo del cual no son capaces de crecer y producir
micotoxinas. En general, los valores de aw minimos para la produccion de toxinas son mayores
a los valores de aw minimos requeridos para el crecimiento fungico (Tapia, Alzamora y Chirife,
2020). Dependiendo de los requerimientos de aw los hongos pueden clasificarse en: xerdfilos, si
son capaces de crecer a aw menores de 0,95; mesofilos capaces de crecer entre 0,95y 1 de aw;
e higrofilos los que solo son capaces de crecer a 1 de aw (Pelhate, 1968). En términos generales,
se ha visto que los hongos requieren valores de aw mas altos para la formacién de esporas que
para la germinacion, e independientemente de la temperatura una disminucién de aw genera una

disminucion en la tasa de germinacion (Tapia, Alzamora y Chirife, 2020).
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Por otro lado, si bien la temperatura afecta el crecimiento fingico y la produccién de micotoxinas,
es menos restrictiva que la aw. La mayoria de los hongos son mesoéfilos y crecen en un rango de
temperatura de 5 — 35 °C, con un 6ptimo de crecimiento entre 25y 30 °C. Algunas especies son
termdfilas y crecen entre 20 - 60 °C con un éptimo de crecimiento entre 40 - 50°C, o psicrofilas
cuando crecen entre 0 - 20 °C con un 6ptimo de crecimiento a 10 °C. Las condiciones de
temperatura que favorecen el crecimiento estan relacionadas con el metabolismo flngico. Las
reacciones quimicas que ocurren dentro de la célula seran mas eficientes en los rangos 6ptimos
de temperatura, por lo tanto, un descenso o un aumento en la temperatura pueden ocasionar un
enlentecimiento o mal funcionamiento del metabolismo celular y en consecuencia disminuir o

detener el crecimiento del hongo (Daou et al., 2021).

A su vez, la interaccion entre los diferentes factores también puede tener un efecto sobre el
desarrollo fungico. Se ha observado que una mayor tolerancia a aw bajas suele ocurrir cuando
las temperaturas son cercanas al Optimo de crecimiento (Velluti, 2002). Por otro lado, en
sustratos con los nutrientes apropiados se amplia el rango de aw y de temperatura a la que las

esporas pueden germinar y el hongo crecer (Tapia, Alzamora y Chirife, 2020).

Las variaciones en las comunidades fungicas debido a diferencias en las condiciones climaticas
y los distintos requisitos para el crecimiento que presentan las especies, se ve reflejado en la
distribucién geografica de las mismas. Por esta razén, es importante conocer las poblaciones

locales de cada especie (Gab-Allah, Choi, Kim, 2023; Keller, Bergstrom y Shields, 2014).

Los hongos son capaces de contaminar los alimentos en diversas fases de la produccion, que
van desde el campo hasta la cosecha, transporte, almacenamiento y el procesamiento. En
general los hongos que infectan a las plantas en el campo requieren altos niveles de humedad
(220%), mientras que los que infectan durante el almacenamiento requieren un menor contenido
de humedad (13-18%). Dentro del primer grupo se incluyen especies del género Fusarium,
Cladosporium, Claviceps, Helminthosporium, Neoitphodium, Cladosporium y Alternaria y dentro
de las principales especies que afectan a los granos almacenados se encuentran Aspergillus
spp. y Penicillium spp. (Gab-Allah, Choi, Kim, 2023). En las plantas, la mayoria de los hongos
son capaces de crecer entre 0 — 30 °C, si bien las temperaturas optimas para Fusarium spp. se
encuentran entre 22 - 28 °C. A su vez, se ha observado que en épocas de lluvia existe mayor
riesgo de contaminacion por especies de Fusarium (Munkvold, 2014). En poscosecha, tanto la
temperatura como la aw juegan un rol importante en la determinacion de la aparicion de hongos

micotoxigénicos, el nivel de colonizacién y la acumulacion de micotoxinas, es asi que a
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temperaturas entre 5 - 10 °C y una aw de 0,90 - 0,91 se reduce el crecimiento de especies de
Fusarium (Gab-Allah, Choi, Kim, 2023).

En los cultivos de sorgo de nuestro pais al igual que en otras regiones del mundo, las principales
especies de Fusarium encontradas son las pertenecientes al complejo Fusarium fujikuroi y F.
graminearum (Pena, Cavaglieri y Chulze, 2019). Dentro de los factores abidticos de mayor
importancia para el crecimiento y produccion de toxinas de F. proliferatum y F. graminearum se
encuentran la temperatura y la actividad hidrica (Gab-Allah, Choi, Kim, 2023; Marin et al., 2004).
Fusarium proliferatum tiene una temperatura 6ptima de crecimiento a 30 °C y 0.99 de aw, siendo
el minimo de aw necesario para su crecimiento de 0,90 (Marin, 1998). Fusarium graminearum
tiene un 6ptimo de crecimiento entre 24 - 26 °C y 0,99 — 0,98 de aw, siendo el minimo de aw
necesaria de 0,89 (Lacey y Magan, 1991).

Para desarrollar estrategias de prevencién y control eficientes, resulta importante conocer el
rango de condiciones en las que cada especie es capaz de crecer y producir micotoxinas. A su
vez, cepas de una misma especie presentan una gran variabilidad en cuanto a la capacidad de
producir micotoxinas, pudiéndose encontrar cepas capaces de producir varias micotoxinas,
mientras que otras solo producen una Unica o ninguna micotoxina. Por esta razén, es necesario
estudiar la ecofisiologia de las principales especies de Fusarium aisladas en granos de sorgo de

Uruguay.
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6.2. Objetivos

1) Evaluar el efecto de la actividad hidrica y la temperatura sobre el crecimiento de F.
graminearum s.s. y la produccién de DON,15-AcDON, 3-AcDON, NIV y ZEA en

granos de sorgo

2) Evaluar el efecto de la actividad hidrica y la temperatura sobre el crecimiento de F.

proliferatum y la produccién de FB1 y FB2 en granos de sorgo
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6.3. Metodologia

6.3.1. Efecto de latemperaturay la actividad hidrica sobre la velocidad de crecimiento y la

produccién de micotoxinas

De las cepas estudiadas, se seleccionaron 3 cepas de F. graminearum s.s. y 3 cepas de F.
proliferatum, para evaluar el efecto de la temperatura (T) y la actividad hidrica (aw) sobre la
velocidad de crecimiento micelial y la produccion de micotoxinas (Fumero et al., 2016; Lahour et
al.,, 2017). Para ello, se utilizaron granos de sorgo libres de toxinas esterilizados con rayos
gamma a los que se les agreg6 agua destilada estéril para obtener las diferentes aw (Tabla 4).
El sorgo se equilibré a 4 °C durante 72 h y la aw final (0,950, 0,980 0 0,995) se confirmé utilizando

un Agualab CX-2 (Decagon Devices Inc).

Tabla 4. Cantidades de sorgo o glicerol y agua segun las actividades hidricas (aw) evaluadas.

aw 0.950 0.980 0.995
Sorgo (g) / agua (mL) 10/1,5 10/2,5 10/3,5
Glicerol (g) / agua (mL) 18,3/ 100 7,3/100 2,2/100

Se coloc6 un disco de micelio de cada cepa en el centro de cada placa de Petri con los granos
de sorgo a distintas aw. Las placas de cada aw inoculadas con las distintas cepas de Fusarium
spp., se colocaron en una caja cerrada conteniendo un frasco con glicerol / agua con la misma
aw (Tabla 4) para mantener el equilibrio atmosférico. Las placas se incubaron a 15 °C, 25 °Cy
30 °C durante 28 dias. Los ensayos se realizaron por triplicado. Se midi6é diariamente el diametro
de crecimiento de la colonia y se determindé la velocidad de crecimiento como la pendiente de la
recta del crecimiento vs tiempo, utilizando la fase exponencial del crecimiento del hongo. Al
finalizar, las placas se secaron a 50 °C y se molieron los granos para su posterior determinacién
del contenido de micotoxinas. A los granos inoculados con F. graminearum s.s. se les determind
la presencia de DON, 15-AcDON, 3-AcDON, NIV y ZEA, y a los granos inoculados con F.
proliferatum se les determiné la presencia de FB1 y FB2. Las muestras fueron enviadas al
laboratorio del Departamento de Quimica del CENUR, Litoral Norte, para la determinacion por
HPLC-MS. El limite de cuantificacion del método fue de 1 ug/g para DON, 0, 25 ug/g para 15-
AcDON, 0, 25 ug/g para 3-AcDON, 0, 25 pg/g para NIV y 0, 25 ug/g para ZEA. El efecto de cada
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factor, aw y T, y sus interacciones con la velocidad de crecimiento y produccién de micotoxinas
por F. graminearum s.s. y F. proliferatum se determiné mediante un andlisis de varianza de doble
entrada (Two Way - ANOVA). Los andlisis estadisticos se realizaron con SigmaStat® v4.0 (Systat
Software Inc., Hounslow, Londres, UK). Los andlisis fueron realizados por especie, considerando
un nivel de significancia de p<0,001. Se realizaron mapas de contorno y graficos tridimensionales

utilizando el software SigmaPlot® v.10.0 (Systat Software Inc., Hounslow, Londres, UK).
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Velocidad de crecimiento (mm/dia)

6.4. Resultados

Se observo que tanto F. graminearum s.s. como F. proliferatum pudieron crecer en todas las
condiciones ambientales ensayadas. Sin embargo, ambas especies fueron significativamente
afectadas por la aw y la temperatura (Figura 28 a y b, Tabla 5y 7). La menor velocidad de
crecimiento fue a la temperatura de 15 °C para ambas especies, independientemente de la aw.

La aw, por otro lado, afectdé en diferente forma la velocidad de crecimiento de ambas especies

fungicas (Figura 28 a 'y b).
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Figura 28. Efecto de diferentes actividades hidricas y temperaturas sobre la velocidad de

crecimiento de: a: Fusarium graminearum s.s. y b: F. proliferatum, en sorgo.

Teniendo en cuenta el crecimiento de F. graminearum s.s., se observo que la temperatura es el
factor que mas lo afecta, seguido de la aw (Tabla 5). La velocidad de crecimiento mostr6
diferencias significativas entre las temperaturas evaluadas para todas las aw, con excepcion del
crecimiento a 25 y 30 °C en las aw 0,980 y 0,950. El rango de crecimiento 6ptimo para F.
graminearum s.s. fue de 24 - 30 °C y aw de 0,950 - 0,995 (Figura 29 a y b).
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Figura 29 a y b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la velocidad de
crecimiento de Fusarium graminearum s.s. en granos de sorgo. Representado en una gréafica

tridimensional (a) y un mapa de contorno bidimensional donde los nimeros indican la velocidad
de crecimiento en milimetros/dia (b).

Tabla 5. Andlisis de varianza sobre el efecto de la temperatura (T°C), la actividad hidrica (aw) y
sus interacciones sobre el crecimiento de Fusarium graminearum s.s.

Fuente de variacion gl. MS. F P
aw 2 87 16 <0,001
T

2 1674 312 <0,001

T x aw 4 107 20 <0,001
g.l.: grados de libertad, M.S.: media cuadratica, F: Snedecor-F., P = p-valor a 0,001.

El efecto de la temperatura, la aw y sus interacciones sobre la produccion de micotoxinas en F.
graminearum s.s. fue muy variable y dependié de cada micotoxina en particular, si bien en
términos generales la aw fue el factor mas influyente (Tabla 6 y Figuras 30-34). La produccién
de DON fue afectada significativamente por la aw y la temperatura (Tabla 6). El rango de
produccion de esta toxina fue amplio, 22 - 26 °C, con un optimo a 24 °C y aw de 0,970 — 0,995
(Figura 30 ay b). La aw y la temperatura también afectaron la produccion de 15-AcDON de forma

significativa (Tabla 6). El rango de temperatura y aw para la produccion de 15-AcDON por F.
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graminearum s.s. fue mas restringido, siendo entre 20 — 26 °C y 0,995,

respectivamente (Figura
3layb).
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Figura 30 a y b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la produccién de DON
por Fusarium graminearum s.s. en granos de sorgo. Representado en una gréfica tridimensional

(a) y un mapa de contorno bidimensional donde los nimeros indican la concentracion de toxina
producida en pg/g (b).
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Figura 31 a y b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la produccion de 15-
AcDON por Fusarium graminearum s.s. en granos de sorgo. Representado en una grafica

tridimensional (a) y un mapa de contorno bidimensional donde los numeros indican la
concentracion de toxina producida en pg/g (b).
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La produccion de 3-AcDON por F. graminearum s.s. solo se vio afectada en forma significativa
por la aw (Tabla 6). El rango de temperatura para su produccion fue amplio, entre 20 — 26 °C,
mientras que la aw resultd mas acotada 0,970 — 0,995 (Figura 32 ay b). Ninguna de las variables
evaluadas afecté de forma significativa la produccién de NIV (Tabla 6). El rango éptimo para su
produccioén fue entre 16 — 30 °C y aw de 0, 995 (Figura 33 a 'y b).

b 3-AcDON (bg/g)

3. AcDON (Hg/9)
Temperatura (°C)

aw

Figura 32 a y b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la produccién de 3-
AcDON por Fusarium graminearum s.s. en granos de sorgo. Representado en una gréafica

tridimensional (a) y un mapa de contorno bidimensional donde los numeros indican la
concentracion de toxina producida en pg/g (b).

b NIV (g/g)

NIV (ug/9)
Temperatura (*C)

Figura 33 a 'y b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la produccion de NIV
por Fusarium graminearum s.s. en granos de sorgo. Representado en una gréfica tridimensional

(a) y un mapa de contorno bidimensional donde los numeros indican la concentracion de toxina
producida en pg/g (b).
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La produccion de ZEA se vio afectada significativamente por ambas variables (T y aw). El rango

de temperaturas y aw para su produccién fue amplio, entre 22 — 30 °C y 0,970 — 0,995,

respectivamente (Figura 34 ay b).

ZEA (4g/9)

Temperatura (°C)

ZEA (ug/g)

Figura 34 ay b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la produccion de ZEA

por Fusarium graminearum s.s. en granos de sorgo. Representado en una gréfica tridimensional

(a) y un mapa de contorno bidimensional donde los nimeros indican la concentracion de toxina

producida en pg/g (b).

Tabla 6. Andlisis de varianza sobre el efecto de la temperatura (T°C), la actividad hidrica (aw) y

sus interacciones sobre la produccion de DON, 15-AcDON, 3-AcDON, NIV y ZEA por Fusarium

graminearum s.s.

Toxina Fuente de variacién g.l. M.S. F P
aw 2 318724 17  <0,001
DON T 2 178455 10  <0,001
T x aw 4 45498 2 0,056
aw 2 318724 17 <0,001
15-AcDON T 2 178455 10 <0,001
T x aw 4 45498 2 0,056
aw 2 36 11 <0,001
3-AcDON T 2 13 4 0,022
T x aw 4 3 1 0,402
aw 2 5 3 0,045
NIV T 2 3 2 0,166
T x aw 4 1 1 0,553
aw 2 4567 28 <0,001
ZEA T 2 4666 29 <0,001
T x aw 4 614 4 0,007

g.l.: grados de libertad, M.S.: media cuadrética, F: Snedecor-F., P = p-valor a 0,001.
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En el caso de F. proliferatum, se determin6 que la temperatura es el factor més influyente en el

crecimiento, seguido de la aw (Tabla 7). Se obtuvo un éptimo de crecimiento a 30 °C y un rango
de aw de 0,970 - 0,995 (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de la temperatura y actividad hidrica (aw) sobre la velocidad de crecimiento de
Fusarium proliferatum en granos de sorgo. Representado en una grafica tridimensional (a) y un

mapa de contorno bidimensional donde los ndmeros indican la velocidad de crecimiento en
milimetros/dia (b).

Tabla 7. Andlisis de varianza sobre el efecto de la temperatura (T°C), la actividad hidrica (aw) y
sus interacciones sobre el crecimiento de Fusarium proliferatum.

Fuente de variacion gl. M.S. F P
aw 2 48 92 <0,001
T 2 251 484 <0,001
T x aw

4 18 35 <0,001
g.l.: grados de libertad, M.S.: media cuadratica, F: Snedecor-F., P = p-valor a 0,001.
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Se determiné que la aw es el factor més influyente en la produccion de FBs. En este sentido, se
obtuvo que la maxima produccion de FB1y FB2 fue a aw entre 0,970y 0,980, y a una temperatura
de 30 °C (Figuras 35y 36, ay b).
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Figura 36 a 'y b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la produccion de FB1
por Fusarium proliferatum en granos de sorgo. Representado en una grafica tridimensional (a) y
un mapa de contorno bidimensional donde los niumeros indican la concentracion de toxina
producida en ug/g (b).
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Figura 37 a'y b. Efecto de la temperatura y la actividad hidrica (aw) sobre la produccion de FB2

por Fusarium proliferatum en granos de sorgo. Representado en una grafica tridimensional (a) y

un mapa de contorno bidimensional donde los numeros indican la concentracion de toxina

producida en ug/g (b).

Tabla 8. Andlisis de varianza sobre el efecto de la temperatura (T°C), la actividad hidrica (aw) y

sus interacciones sobre la produccion de FB1 y FB2 por Fusarium proliferatum.

Toxina  Fuente de variacion g.l. M.S. F P
aw 2 9000730 4 0,025

FB1 T 2 7534325 3 0,045
T x aw 4 7176036 3 0,021
aw 2 1549302 4 0,023

FB2 T 2 1128097 3 0,062
T x aw 4 1126416 3 0,028

g.l.: grados de libertad, M.S.: media cuadratica, F: Snedecor-F., P = p-valor a 0.001.
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6.5. Discusién

En este trabajo se estudio por primera vez el impacto de la actividad hidrica y la temperatura
sobre el crecimiento y la produccion de micotoxinas por las principales especies de
Fusarium, F. graminearum s.s. y F. proliferatum, asociadas a granos de sorgo en Uruguay.
Las especies analizadas pudieron crecer en todas las condiciones ambientales evaluadas,
siendo estas afectadas significativamente por ambas variables (aw y T). La temperatura fue
el factor determinante para el crecimiento de ambas especies, siendo la temperatura

Optima entre 25 — 30 °C.

Fusarium graminearum s.s. mostré un rango de crecimiento mayor a aw y T bajas, respecto
a F. proliferatum. La capacidad de F. graminearum s.s. de tolerar un amplio rango de aw y
T, le podria dar una ventaja frente a otras especies de Fusarium presentes en el campo,
explicando en parte la alta incidencia de esta especie en los cultivos de sorgo en Uruguay.
En otro estudio, donde analizaron el crecimiento de F. graminearum s.s. en granos de maiz,
obtuvieron una temperatura Optima para el crecimiento de 25 °C y una actividad hidrica de
0,995 (Belizan et al., 2019), similar a lo reportado en el presente trabajo. Sin embargo, los
autores encontraron que la aw fue el factor determinante para el crecimiento de las cepas
de F. graminearum, mientras que en nuestro trabajo fue la temperatura, lo que podria estar
relacionado con una adaptacién de las cepas a estos sustratos diferentes. En otros trabajos
se ha observado que la fuente de nutrientes puede influir en los minimos requeridos para el
crecimiento, y que cepas de F. graminearum s.s. crecidas sobre diferentes sustratos
naturales presentan diferencias en los rangos 6ptimos de crecimiento (Belizan et al., 2019;

Ramirez, Chulze, Magan, 2006).

Por otro lado, el crecimiento 6ptimo de F. proliferatum fue a 30 °C y aw de 0,970 - 0,995 en
granos de sorgo. Estos resultados difieren de lo reportado previamente por otros autores,
donde el crecimiento Optimo en trigo y agar extracto de maiz fue de 25 °C y aw 0,995
(Cendoya et al., 2018; Marin et al., 2004). Estas diferencias en el 6ptimo de crecimiento,
pero no asi en los requerimientos de aw y T que se encuentran dentro de los rangos
establecidos para esta especie, pueden deberse a efectos del sustrato sobre el crecimiento
y/o a caracteristicas intrinsecas de las cepas utilizadas en cada estudio. También se ha visto
gue los sustratos artificiales pueden no reflejar lo que ocurre en sustratos naturales (Marin
et al.,1999; Magan y Lacey, 1984).
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Es importante conocer los rangos de T y aw éptimos y subdptimos para el crecimiento de
cada especie patdgena y toxicogénica, ya que estas pueden estar sobre el sustrato durante
largos periodos de tiempo e infectar la planta cuando las condiciones ambientales son las
adecuadas. En el campo, la temperatura y humedad fluctdan en el tiempo, pudiendo

favorecer el desarrollo de una u otra especie.

Teniendo en cuenta la produccién de toxinas la aw fue en general el factor méas influyente.
En términos generales los requerimientos para la produccion de toxinas no coincidieron con
los rangos 6ptimos para el crecimiento, siendo mas restrictivos en los primeros. Para F.
graminearum s.s. la maxima producciéon de DON fue a 24 °C y 0,980 - 0,995; de 15-AcDON
fue a 25 °C y 0,995; de 3-AcDON fue a 25 °C y 0,980; de ZEA a 26 °C y 0,980 - 0,995 y de
NIV a 25 °Cy 0,980. Para todas las toxinas la menor produccion se obtuvo a 0,950. Nuestros
resultados difieren de lo reportado en otros trabajos. En un estudio sobre F. graminearum
S.s. en maiz la mayor produccién de tricotecenos la obtuvieron a 30 °C y 0,995 aw (Belizan
et al., 2019), mientras que en otro estudio realizado en trigo se obtuvo una maxima
produccion de DON entre 25 - 30 °C y 0,950 -0,995; 3-AcDON fue a 30 °C y 0,995; 15-
AcDON a 10 °C y 0,950 (Ramirez Albuquerque, Patriarca, Fernandez Pinto, 2022). Sin
embargo, no hay reportes para la produccién de micotoxinas en diferentes aw y temperaturas
para F. graminearum s.s. en sorgo, por lo que podriamos asumir que estas diferencias
encontradas respecto a los otros estudios pueden deberse a efectos del sustrato y/o las
condiciones ambientales que ocurren durante el desarrollo del cultivo de sorgo en nuestro
pais. Por otro lado, el 6ptimo de produccion de ZEA obtenido en este trabajo fue levemente
superior a lo reportado en otros estudios, donde plantean que las condiciones favorables
para la produccién son temperaturas entre 20 - 25 °C y una humedad superior al 20%, pero
puede producirse bajo condiciones de estrés a temperaturas inferiores de 8 a 15 °C y no
puede formarse a temperaturas mayores de 37 °C (Ropejko y Twaruzek, 2021; Jiménez,

Mahez y Hernandez, 1996).

De acuerdo con estos resultados, seria interesante evaluar la produccion de tricotecenos y
ZEA de distintas cepas F. graminearum s.s. creciendo sobre diversos sustratos como maiz
y trigo, para determinar si es un efecto del sustrato o una caracteristica de las poblaciones

de F. graminearum s.s. de Uruguay.

En cuanto a la produccién de FBs por F. proliferatum, se obtuvo que el rango de temperatura

y aw necesario fue mas estrecho que el requerido para el crecimiento del hongo. Esto
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concuerda con los resultados obtenidos por Marin et al. (1999), quienes encontraron que el
rango de temperaturas sobre el cual FB1 puede ser producida es mas estrecho que el
necesario para germinar y crecer. En nuestro trabajo, el éptimo de temperatura y aw para la
produccion de FB1 y FB2 fue de 30 °C y 0,980, para ambas toxinas. La menor produccién
de FB1 se obtuvo a 15 °C para todas las aw, mientras que la menor produccién de FB2 se
obtuvo a 15 °C y 0,950. Estos resultados difieren de lo reportado en otros estudios. Cendoya
et al. (2018), analizaron el efecto de la temperatura y aw sobre la produccion de FBs en
cepas de F. proliferatum en granos de trigo y encontraron diferencias en cuanto a los 6ptimos
de produccion de FBs segun distintas cepas, siendo para una de ellas a 25 °C y 0,995 aw y
para las otras dos cepas a 15 °C y 0,995 aw. En otro trabajo encontraron que las cepas de
F. proliferatum estaban mejor adaptadas a temperaturas bajas y obtuvieron un éptimo de
produccién de FB1 a 15 °C y 0,980 (Marin et al., 2004). Estas diferencias podrian estar
indicando una adaptacion de las cepas de F. proliferatum, aisladas en nuestro trabajo, a las

condiciones de temperatura que ocurren durante el verano en el cultivo de sorgo en Uruguay.

En términos generales, el mayor crecimiento y produccién de toxinas de ambas especies de
Fusarium se obtuvo a aw altas y temperaturas entre 25-30 °C para F. graminearum s.s. y 30
°C para F. proliferatum, lo que refleja las condiciones climaticas de la region donde se
obtuvieron los aislamientos. En Uruguay la temperatura promedio durante el verano es de
24,4 °C con una maxima de 27,0 °C y una minima 22,0 °C, mientras que la media de las
precipitaciones es de 351.8 mm (INUMET, 2022/23). Los altos niveles de toxinas producidos
en estos rangos de temperatura y disponibilidad de agua muestran el riesgo de
contaminacion al que esta expuesto un cultivo de verano como el sorgo y explican en parte

los niveles de micotoxinas encontrados en las muestras analizadas.

Las condiciones ambientales durante el desarrollo de los cultivos juegan un rol importante
para la infeccion de los mismos con hongos y micotoxinas. Un estudio sobre el efecto de las
variables climaticas en la infeccién de trigo por F. graminearum s.s. ha demostrado que la
temperatura y aw durante la floracion explican en gran parte la variabilidad observada en
cuanto a la intensidad de la enfermedad y los niveles de micotoxinas encontrados (Hooker,
Schaafsma, Tamburic-llincic, 2007). Dado que en sorgo existe poca informacién sobre como
ocurre la infeccion por las especies de Fusarium, seria importante conocer como influyen
estas variables (T y aw) en la infeccion por F. graminearum s.s. y F. proliferatum y la

produccion de micotoxinas en plantas de sorgo durante la floracion y llenado de grano.

73



Actualmente, el cambio climatico es considerado un factor importante que afecta la
seguridad e inocuidad de los alimentos a nivel mundial. Esta asociado con un aumento en
las temperaturas y climas mas extremos, asi como periodos de lluvias y sequia. Las lluvias
durante la floracion pueden aumentar en algunos cultivos el riesgo de contaminacién por
micotoxinas. Ademas, se prevé un aumento de plagas que pueden facilitar la colonizacion
de los hongos en la planta al generar lesiones y aumentar la dispersion de los mismos (Han
et al., 2022; Fumero, Sulyok, Chulze, 2016). Comprender cédmo los posibles escenarios del
cambio climético podrian afectar la infeccién fangica y la produccion de micotoxinas por
especies de Fusarium, asi como profundizar el conocimiento sobre la ecofisiologia de las
especies y la epidemiologia de las enfermedades es sumamente importante para desarrollar
modelos predictivos de factores de riesgo durante el desarrollo del cultivo y el manejo

poscosecha de los granos.
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7. CONCLUSIONES

- Fusarium graminearum s.s. aparecio como la principal especie contaminante en granos
de sorgo en los afios de muestreo, seguido por especies del complejo Fusarium fujikuroi
(FFSC). Dentro de estas ultimas se identificaron las especies F. proliferatum, F. andiyazi
y F. thapsinum, siendo éste el primer reporte para Uruguay. Ademas, se reportd por
primera vez la presencia de las especies F. fujikuroi y F. boothii en sorgo.

- Se registr6 contaminaciébn con micotoxinas en las muestras de granos de sorgo
provenientes de las zafras 2016 y 2017. Se detect6 DON y ZEA en altas concentraciones,
e incluso algunas muestras superaron los niveles recomendados para estas toxinas. Por

otro lado, las FB1 y FB2 aparecieron en niveles bajos en los afios evaluados.

- La mayoria de las cepas de F. graminearum s.s. y F. proliferatum produjeron al menos
una de las toxinas analizadas. También se encontraron cepas que no fueron capaces de

producir ninguna de las toxinas en las condiciones del ensayo.

- La mayoria de las cepas de F. graminearum s.s. presentaron genotipo 15-AcDON.

- En F. graminearum s.s., la expresiéon de los genes Tri5, Tri6, Tril0, PKs4 y PKs13
asociados con las rutas biosintéticas de tricotecenos y ZEA, mostraron una induccién
temprana y una mayor expresion génica en presencia de sorgo comparado con el control

sin el agregado de sorgo.

- El crecimiento y la produccion de toxinas por F. graminearum s.s. y F. proliferatum
dependié de la temperatura y la actividad hidrica del grano. En términos generales, el
mayor crecimiento de ambas especies de Fusarium se obtuvo a 25 — 30 °C y aw 0,980 —
0995. A temperaturas y aw bajas, 15 °C y 0,950, las especies presentaron menor

crecimiento y menor produccion de toxinas.
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8. PERSEPECTIVAS

- Continuar con el monitoreo de especies patdgenas y toxicogénicas en el sorgo y las toxinas
presentes en los granos, para poder disefiar modelos predictivos que permitan prevenir la

contaminacion de los cultivos y productos finales.

- Continuar con el estudio de las especies de Fusarium encontradas, para comprender la

estructura y diversidad de las poblaciones presentes en Uruguay.
- Estudiar la patogenicidad y virulencia en sorgo de las principales especies encontradas.

- Profundizar en el conocimiento sobre los efectos sinérgicos de las micotoxinas encontradas en

sorgo (DON, NIV, ZEA, FB1 y FB2), ya que se observd coocurrencia de estas.

- Profundizar los estudios en las especies de hongos nuevas detectadas en el pais y las posibles

micotoxinas emergentes.

- Realizar ensayos a campo para evaluar distintas medidas de manejo del cultivo y desarrollar

formas de produccién que minimicen la infeccion fungica y contaminacion con micotoxinas.

- Realizar estudios sobre el comportamiento de estas especies en poscosecha y durante la

elaboracion de subproductos con destinos alimenticios.
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Abstract: Grain mold and stalk rot are among the fungal diseases that cause significant losses in
sorghum worldwide and are caused by different Fusarium spp. The presence of Fusarium species
in sorghum grains causes yield losses and mycotoxin contamination, which represents a risk to
consumers. In this study, Fusarium graminearum species complex (FGSC) had a high incidence,
followed by Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) and F. incarnatum-equiseti species complex.
Within FFSC, F. proliferatum, F. andiyazi, F. fujikuroi, F. thapsinum, F. verticillioides and F. subglutinans
were identified, and this was the first report of F. fujikuroi in sorghum. The most frequent toxins
found in sorghum samples were deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEN). The presence of
fumonisins and nivalenol (NIV) was detected at low levels. This study adds new knowledge about
the occurrence of Fusarium species and mycotoxins in sorghum grains. Furthermore, this is the first
report in Uruguay on fungicide sensitivity for Fusarium isolates from sorghum, which constitutes
an important starting point for defining management practices to minimize fungal infection and
mycotoxin contamination.

Keywords: Fusarium graminearum; Fusarium fujikuroi species complex; trichothecene; zearalenone;
fumonisin; fungicide sensitivity

Key Contribution: Fusarium graminearum and Fusarium fujikuroi species complexes were isolated
from sorghum in Uruguay. Fusarium fijukuroi was isolated for the first time from sorghum grains. The
most frequent toxins found in sorghum samples were DON and ZEN. Metconazole was the fungicide
that showed the best performance against F. proliferatum and F. graminearum.

1. Introduction

Sorghum (Sorghum bicolour L. Moench), with a world production of 62 x 10 t in 2021,
is one of the most important cereals [1,2].

With the discovery of sorghum’s associated health benefits, food-grade sorghum has
been produced and is becoming more popular in different regions of the world as a human
food [3]. These nutritional qualities, in addition to increasing the profitability of sorghum,
have increased the total cultivated area worldwide [4].

In Uruguay, sorghum is one of the three major grain fed summer crops, and it is
used for feeding cattle, dairy cattle, poultry, and swine. It ‘s is considered one of the main
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protagonists, both for its stability and for its low production cost, which contributes to
increasing the profitability of the livestock and dairy production system. Stems and leaves
are used for silage, and grains are destined for animal feeding or bioethanol production [5].
For this reason, the sorghum cultivated area has increased by 237% from 2000 to 2021, with
233 x 10 t harvested in the 20202021 season [6].

Although sorghum is considered to have habitual resistance to microbial infection,
fungal contamination is a major limitation for sorghum production [3]. Among the fungal
diseases that causes significant losses in the world are grain mold and stalk rot, which are
caused by different Fusarium spp. [7]. The presence of Fusarium species in sorghum grains
causes yield losses and represents a risk to the health of consumers due to the capacity to
produce mycotoxins, secondary toxic metabolites.

The Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) is usually associated with sorghum
in different countries [3,8-12]. In addition, some species of this complex can produce
fumonisins (FBs), a group of mycotoxins responsible for the contamination of sorghum
grains [13]. The presence of FBs in grains and feed has been associated with several diseases
such as leukoencephalomalacia equine and porcine pulmonary edema. Further, human
consumption has been epidemiologically associated with esophageal cancer and neural
tube defects [14]. Other major Fusarium spp. associated with sorghum are the members of
the Fusarium graminearum species complex (FGSC), which produce type B trichothecene
mycotoxins such as deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV) and zearalenone (ZEN). DON
is associated with feed refusal, vomiting, and suppressed immune functions, and ZEN can
cause changes in reproductive organs and fertility loss in animals and humans due to the
affinity for estrogen receptors [15,16].

Considering the above and the lack of information that exists in Uruguay, the aims of
the present study were (1) to identify the Fusarium species associated with sorghum grains
in the major sorghum-growing area in Uruguay, (2) to determine the presence of mycotoxins
in sorghum samples, (3) to assess the ability of Fusarium spp. to produce mycotoxins, and
(4) to evaluate the in vitro sensitivity of the main Fusarium species towards four fungicides
corresponding to triazoles and benzimidazoles, currently used on several crops.

2. Results
2.1. Species Identification

A total of 1567 Fusarium spp. from the 2016 harvest and 1098 from the 2017 harvest
were isolated in 95 and 72 sorghum grain samples, respectively.

In 2016, mean Fusarium spp. incidence in grain samples was 17%, with a maximum of
84%. During 2017, the incidence was lower (15%), although the maximum incidence was
100%. Among the Fusarium species isolated and based on morphological characteristics,
FGSC had the highest incidence (10%, n = 1744), followed by species belonging to FFSC
(4%, n = 609) and the F. incarnatum-equiseti species complex (FIESC) (2%, n = 282) (Figure 1).

Within FGSC, F. graminearum s.s was the predominant species, with only two isolates
identified as F. boothii. Meanwhile, within the FFSC, 28% were identified as F. proliferatum,
23% as F. andiyazi, 21% as F. fujikuroi, 18% as F. thapsinum, 5% as F. verticillioides and
5% as F. subglutinans (Figure S1 Supplemental Material). Other identified species were
F. heterosporum (2%), F. tricinctum (1%), F. armeniacum (1%), F. pseudograminearum (0.5%),
F. chlamydosporum (0.5%) and F. oxysporum (0.2%).

2.2. Trichothecene Genotype Determination

The multiplex PCR assays indicated that most F. graminearum s.s isolates were of the
15AcDON genotype (98%), with only two isolates indicating NIV genotypes. No 3-AcDON
genotypes were determined in the growing seasons studied.
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Figure 1. Incidence (%) of the different Fusarium species infecting the sorghum samples during
2016 and 2017 as assessed by visual observations. Incidence was calculated as the percentage of
grain infected out of the total analyzed grains per sorghum sample. Fusarium graminearum species
complex (FGSC); Fusarium fujikuroi species complex (FFSC); Fusarium incarnatum-equiseti species
complex (FIESC).

2.3. Fusarium Mycotoxin Production

The mycotoxin production ability of F. graminearum s.s and F. proliferatum isolates
was analyzed, as they were the most frequent species. Of the F. graminearum s.s studied,
ZEN was produced by 92% (n = 86) of the isolates, DON by 88% (n = 83) and NIV by
6% (n = 6). Production of FB1 and FB2 was detected in 75% (n = 41) and 64% (n = 35)
of the F. proliferatum isolates, respectively. Thirteen F. proliferatum isolates (24%) did not
produce fumonisins.

2.4. Determination of Mycotoxins in Sorghum

One hundred twelve sorghum samples harvested during 2016 and 2017 were analyzed
for the presence of mycotoxins (Table 1). The percentage of DON-positive samples was
high during the two years (88% and 93%), while mean DON content was low, varying from
1315 pg/kg to 565 pg/kg, respectively. Regarding ZEN, positive samples (97 and 90%) and
the mean content (1453 pg/kg and 752 ug/kg) were high in both years of study. Also, the
annual maximum levels ranged from 6560 pg/kg to 9280 pug/kg. Low levels of FB1 and
FB2 were also detected in the sorghum samples. Similarly, low levels of NIV were only
detected in three samples from 2017.

Table 1. Contamination by toxins in sorghum samples harvested during 2016 and 2017 in Uruguay.

Total Mean Positive Contamination in Positive Samples (ug/kg)
(ug/kg) £ SD Samples (%) Mean + SD Range Mean + SD Range
2016 2017 2016 2017 2016 2017
DON 1315 + 1597 565 £ 567 88 93 1507 + 1623 59-6071 619 £ 564 59-2133
NIV nd * 4+19 0 5 -- - 79 £ 36 50-120
ZEN 1453 +2194 752 + 1297 97 90 1567 + 2239 30-9280 841 £+ 1344 30-6560
FB1 67 £ 244 58 + 148 16 23 411 £ 493 80-1693 255 £ 217 80-753
FB2 5+ 36 13 £98 2 2 -- 80-270 - 80-742

nd *: not detected.
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2.5. Fungicide Sensitivity Assay

EC50 values of metconazole, tebuconazole, epoxiconazole and carbendazim were
calculated for 20 isolates of F. proliferatum and F. graminearum s.s. Both Fusarium species
showed different behaviors to the tested fungicides (Figures 2 and 3). The two Fusarium
species investigated showed the highest sensitivity levels for metconazole, with EC50
values below 0.50 mg/L and significantly different from those of the other fungicides tested
(p < 0.05). Only one isolate of F. proliferatum was shown to be less sensitive to metconazole,
with EC50 values of 2.18 mg/L. Besides metconazole, EC50 values lower than 0.75 mg/L
were recorded for carbendazim and tebuconazole for all isolates of F. proliferatum, with
mean EC50 values of 0.53 mg/L and 0.33 mg/L, respectively. In the case of epoxiconazole,
isolates S400 and S677 were observed to be the least sensitive, with EC50 values of 0.99 and
1.04 mg/L, respectively.
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Figure 2. Distribution of EC50 (mg/L) values of Fusarium proliferatum isolates for epoxiconazole,
tebuconazole, carbendazim and metconazole.

Generally, isolates of F. graminearum were shown to be less sensitive to the fungi-
cides evaluated. The EC50 values for triazole fungicide class ranged from 0.31 mg/L
to 15.29 mg/L with a mean of 1.97 mg/L for epoxiconazole, 0.05 mg/L to 0.97 mg/L
with a mean of 0.17 mg/L for metconazole and 0.14 mg/L to 3.54 mg/L with a mean of
1.06 mg/L for tebuconazole (Figure 3). Additionally, carbendazim EC50 values ranged
between 0.34 mg/L and 1.37 mg/L with a mean of 0.62 mg/L (Figure 3). In the case of
epoxiconazole, isolate S501 was observed to have high EC50 values of 15.29 mg/L. Also,
isolates S58, S68 and S501 showed low levels of sensitivity for tebuconazole, with values of
2.76,2.88 and 3.54 mg/L, respectively.
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Figure 3. Distribution of EC50 (mg/L) values of Fusarium graminearum s.s isolates for epoxiconazole,
tebuconazole, carbendazim and metconazole.

3. Discussion

In Uruguay; little is known about the presence of fungi and mycotoxins in sorghum.
Most of the studies that have been carried out have focused on describing the occurrence
and incidence of Fusarium species in wheat and barley [17-19]. Only one study was found
for this crop, and it was limited to silages [20]. Considering this, this work represents the
first extended study about the occurrence of Fusarium species in sorghum grain in Uruguay.
Fusarium graminearum s.s. appeared as the predominant species, followed by F. proliferatum,
F. andiyazi, F. fujikuroi and F. thapsinum. Although all of these species have previously been
present in sorghum in other parts of the world, our data indicate that F. graminearum s.s.
is the main contaminant of sorghum, which differs from that reported in other studies
where FFSC resulted in the most frequent contaminants [8-11,21,22]. This can be partially
explained by the crop rotation system in Uruguay, where sorghum is generally planted
after wheat or barley, so the prevalence of F. graminearum s.s could be due to inoculum
carryover from the previous crop. The presence of F. graminearum in sorghum grains has a
great toxicological risk since this species can produce DON, 15-ADON, 3-ADON, NIV and
ZEN. Also, infection of sorghum by species within FGSC can cause reduced germination
and nutritional quality of the grains [23].

Within FFSC, F. proliferatum, F. andiyazi and F. thapsinum were the most frequent species,
with all these species being reported for the first time in Uruguay. These species have been
isolated from sorghum in Argentina, Australia, Brazil, Ethiopia, Nigeria, South Africa,
Tunisia, and the USA and are well documented as pathogens of sorghum that cause grain
mold and stalk rot [10,11,21,22,24-26]. However, frequencies of FFSC in this study were
in contrast with species recovered from sorghum in other areas, including Argentina and
Brazil, where F. thapsinum and F. verticillioides are the most frequent [8,11,12].



Toxins 2023, 15, 484

6 of 12

Fusarium fujikuroi was also recovered with high frequency within FFSC and, to our
knowledge, this is the first report in sorghum. It has been isolated from rice, where it causes
Bakanae disease, and from other crops such as soybeans, corn, barley, wheat, and peanuts.

These differences in the recovery and composition of FFSC may be associated with
differences in agroclimatic and crop rotation systems associated with our country [26].
Moreover, little is known concerning the growth conditions, host range and pathogenicity
of the Fusarium species associated with sorghum in Uruguay. This knowledge is essential
for developing appropriate management strategies.

Fusarium graminearum s.s with the DON/15ADON genotype was the predominant
species and represents the first data of F. graminearum s.s strains isolated from sorghum in
Uruguay. Our results agree with previous reports from different crops in Uruguay and other
regions of South America, where the DON-15ADON genotype prevails for F. graminearum
s.s., showing the stability of genotype composition across crops and years [17,27,28].

Mycotoxins in sorghum samples showed contamination with FB1 and FB2, but in
low levels, and none of the samples exceeded the limit established by the FDA for animal
feed and the current regulations for other grains [29]. Incidence and DON levels found
in the present study were high when compared to other reports from sorghum [30,31].
However, only 27% (n = 30) of samples had DON levels that exceeded the recommended
levels in Uruguay for swine and equines (1000 ng/kg); 10% (n = 11), the levels for cattle
consumption (2000 nug/kg); and 3% (n = 3), the levels for ruminants, sheep and poultry
(5000 ng/kg) [32]. No sample exceeded the Uruguayan levels for raw materials destined
for the production of animal feed or the FDA levels for grains destined for ruminants
and chickens (10,000 pg/kg) [29,32]. Zearalenone was the most dominant mycotoxin and
occurred at high levels and incidence rates, with 64% (1 = 72) of the samples exceeding
the recommended levels in Uruguay of 250 ug/kg [32]. Although there are very few
published works on ZEN contamination in sorghum worldwide, our results are similar to
previous reports which positioned ZEN as the most frequent mycotoxin in sorghum [33-35].
High concentrations of DON and ZEN in our country could be explained by the fact that
F. graminearum s.s. was the main contaminant species for sorghum. In this sense, we found a
positive correlation between the incidence of F. graminearum and DON (r = 0.521, p < 0.001)
and ZEN (r = 0.406, p < 0.001). In addition, climatic conditions, agricultural practices and
the sorghum varieties used in Uruguay could also explain the levels of mycotoxins found.

In Uruguay, chemical protection for the control of Fusarium grain mold in sorghum
is still not widely used, and little is known about the activity of fungicides used on crops,
especially against FFSC. Therefore, this study provided information on fungicide sensitivity
to two of the main toxigenic Fusarium species associated with sorghum crops. Metconazole
was the fungicide that showed the best performance against F. proliferatum and F. gramin-
earum, while epoxiconazole showed a lower effect compared to the other fungicides. In
this sense, few studies have investigated the sensitivity of Fusarium spp. to epoxiconazole
and particularly have been carried out with F. graminearum isolated from wheat. The sensi-
tivity of F. proliferatum was similar to that reported by other authors in other geographical
regions [36-38]. A single isolate of F. proliferatum exhibited EC50 values of 2.18 mg/L for
metconazole, suggesting reduced sensitivity compared with the other isolates collected.
However, except for this isolate, the sensitivity to metconazole was higher than those
detected for the other fungicides. Regarding F. graminearum s.s. sensitivity, metconazole
was the most effective fungicide in inhibiting the growth of F. graminearum s.s. isolates
with EC50 values lower than 0.97 mg/L. However, the mean EC50 values found for epoxi-
conazole (1.97 mg/L) and tebuconazole (1.06 mg/L) were higher than those reported by
other authors. For epoxiconazole, reported sensitivities in wheat from China ranged from
0.019 to 0.93 mg/L for isolates of F. graminearum [39]. In our case, 55% of the isolates had
EC50 values higher than 0.93 mg/L, which was the highest value reported for Chinese
isolates; moreover, we found one isolate that had an EC50 value of 15.29 mg/L. In the case
of sensitivity to tebuconazole, our study showed a mean EC50 value (1.06 mg/L) higher
than 0.891 mg/L and 0.29 mg/L, which were the mean values reported in other studies
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for isolates of F. graminearum s.s. from barley and wheat in Uruguay, respectively [17,19].
Sensitivity surely increases as years go by in relation to numerous exposures, especially to
control Fusarium head blight. Moreover, our results agree with those obtained from wheat
isolates in Brazil, China, Croatia and the United States [40-43]. Additionally, our findings
were similar to previous reports that the EC50 values of isolates for metconazole were lower
than the EC50 values of the same isolates for tebuconazole and the other fungicides [44].
To our knowledge, this is the first fungicide sensitivity analysis of different classes of
fungicides for F. proliferatum and F. graminearum isolates from sorghum and constitutes
an important starting point for defining management practices to control Fusarium grain
mold in this crop. Further studies are needed to investigate the effectiveness of fungicide
applications in vivo and the genetic basis for the reduced sensitivity of Fusarium species to
epoxiconazole and tebuconazole.

4. Conclusions

Sorghum in Uruguay is exposed to colonization by a wide variety of toxigenic Fusarium
species that could cause grain contamination with different mycotoxins, mainly from ZEN.
These findings indicate the need to establish monitoring programs for mycotoxin levels in
sorghum to ensure animal health and implement strategies to minimize fungal infection in
the field. In addition to this, metconazole was found to be the most effective fungicide for
control of the main Fusarium species analyzed.

5. Materials and Methods
5.1. Sorghum Samples

A total of 167 sorghum samples were collected during two harvest seasons from fields
in the main sorghum cultivation area of Uruguay (Figure 4). Ninety-five sorghum samples
from the 2016 harvest season and 72 samples from the 2017 harvest season were analyzed.
Samples were collected according to the ISO 24333: cereals and cereal products - sampling.
Each 2 kg grain sample was divided into two subsamples (1 kg each), one for mycological
analysis and the other for mycotoxin analysis.
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Figure 4. Map depicting the location of departments in Uruguay where sorghum samples were
harvested in two sorghum growing seasons, 2016 and 2017.

5.2. Fusarium Isolation

From each sample, 100 grains were taken and surface disinfected by placing them in
0.4% hypochlorite for 2 min, rinsing with sterile distilled water and drying on sterile filter
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paper. Then, they were placed in Petri dishes, 10 grains per plate, with potato dextrose agar
(PDA) culture medium (Oxoid) and incubated at 25 & 2 °C for 5 days. Monosporic cultures
were obtained from colonies identified morphologically as Fusarium spp. according to Leslie
and Summerell [45]. A subset of representative isolates from different morphologically
identified Fusarium species was selected for molecular identification, 223 isolates from the
2016 harvest and 221 isolates from the 2017 harvest. The isolates were stored at —80 °C
in the fungal collection of the Seccién Micologia, Facultad de Ciencias, Universidad de
la Republica.

5.3. Molecular Identification

Genomic DNA was extracted using the cetyltrimethylammonium bromide (2% CTAB)
method [45].

Transcription elongation factor gene (TEF 1-x) RFLP analysis was performed to identify
Fusarium graminearum sensu stricto (F. graminearum s.s) from the remaining species within
FGSC with a protocol previously described [46]. A fragment of the TEF 1-a gene was
amplified by PCR with primers EF-1 and EF-2 [47]. The PCR cycling parameters used
for the amplification were as follows: an initial denaturation cycle at 95 °C for 3 min;
35 cycles of denaturation (1 min at 95 °C), hybridization (1 min at 55 °C) and extension
(1:30 min at 72 °C); a final extension cycle of 10 min at 72 °C and 5 min at 4 °C. TEF 1-«
amplicons were digested for 45 min at 37 °C with restriction enzyme BsaHI. RFPL patterns
were visualized in a 1.5% agarose gel containing GreenSafe Premium (NZYTech, Lisboa,
Portugal). Fragment sizes were estimated by comparison with a DNA standard marker
GeneRuler 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

For the other Fusarium species, the TEF 1-a gene was amplified in the same way
as previously described, and PCR products were purified and sequenced by Macrogen
Inc., Republic of Korea. Consensus sequences were obtained using the SeqMan soft-
ware (Lasergene, Madison, WI, USA) and compared to GenBank database sequences
using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) and to the Fusarium MLST web-
site (https://fusarium.mycobank.org) of CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre. The
generated sequences were deposited in the GenBank database (Supplementary Table S1).

The sequences of FFSC were aligned with reference strain sequences from FFSC using
the MUSCLE algorithm [48] with Mega version 11 [49]. A phylogenetic tree was inferred by
using the maximum likelihood method, using Kimura’s 2-parameter model (G + I) and the
Tree-Bisection-Regrafting (TBR) algorithm [50]. Fusarium oxysporum strain CBS 132475 and
Fusarium inflexum NRRL 20433 were used as an outgroup. The analyses were conducted
with 1000 bootstrap replicates.

5.4. Trichothecene Genotype Determination

Three different PCR assays were used to determine the trichothecene genotypes
of 93 isolates of F. graminearum s.s. First, two multiplex assays targeted a portion of
trichothecene biosynthesis genes Tri3 and Tri12 to determine NIV, 15-ADON and 3-ADON
genotypes, while the third assay targeted portions of the Tril13 gene to determine DON
genotypes [51,52]. PCR for Tri3 and Tri12 consisted of an initial denaturation of 2 min
at 94 °C, followed by 25 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 52 °C and 1 min at 72 °C. PCR
amplification of Tri13 consisted of an initial denaturation of 2 min at 94 °C, followed
by 35 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 65 °C and 30 s at 72 °C. The specific bands for
each amplification were resolved on 1.5% agarose gels containing GreenSafe Premium
(NZYTech) and scored by size in comparison to a 100 bp DNA size ladder (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

5.5. Fusarium Mycotoxin Production

The ability of 93 isolates of F. graminearum s.s and 55 isolates of F. proliferatum to
produce mycotoxin was analyzed, as they were the most frequent species. For mycotoxin
production assays, 25 g of rice grains was used for DON, NIV and ZEN or 20 g of rice
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was used for FB1 and FB2; rice grains were placed in bags with 10 mL of distilled water,
and then autoclaved twice at 121 °C for 30 min. Autoclaved rice bags were inoculated
with 3 mycelium plugs taken from pure cultures of each selected isolate and incubated for
28 days at 25 °C in the dark. After this time, the contents of the bags were dried at 50 °C,
finely ground with a laboratory blender and stored at —20 °C until toxin analysis. DON
and NIV were detected using a method described by Reynoso et al., and ZEN and FBs
were detected based on AOAC 985.18 and AOAC: 995.15 methods, respectively [53,54]. All
toxins were analyzed using a high-performance liquid chromatography (HPLC) instrument
connected to a reversed-phase C18 column (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 um particle size;
Nucleodur, Macherey-Nagel, Diiren, Germany) connected to a Security Guard pre-column
(8 mm x 4 mm i.d., 5 um particle size; Nucleodur, Macherey-Nagel, Diiren, Germany).
The HPLC system consisted of a Shimadzu LC-10ADvp pump. For DON and NIV, the
HPLC system was coupled with a Shimadzu SPD photodiode array detector, while for ZEN
and FBs, an RF-10Ax] fluorescence detector was used. Toxin production was determined
by comparison with external standards supplied by Trilogy Analytical Laboratory Inc.,
Washington, MO, USA.

5.6. Determination of Mycotoxins in Sorghum

Fifty-five representative samples of sorghum grain from the 2016 harvest and 57 sam-
ples from the 2017 harvest were selected for mycotoxin determination according to AOAC
methods [54]. All toxins were determined using an HPLC instrument connected to a
reversed-phase Gemini C18 (4.60 mm x 150 mm, 5 pm) analytical column (Phenomenex,
Torrance, CA, USA). The HPLC system consisted of a Waters 1525 pump, Waters 717 In-
jector and Waters TCM oven. For FBs and ZEN, the HPLC system was coupled with a
Waters 2475 Fluorescence detector, while for DON and NIV, a Waters 2996 photodiode array
detector was used. For FB analysis, the excitation and emission wavelengths were set at
335 and 440 nm, respectively. The mobile phase used was methanol-NaH;POy4 0.1 M (77:23
v/v) pH = 3.3, at a flow rate of 1.0 mL/min and at 25 °C. For ZEN analysis, the excitation
and emission wavelengths were set at 270 and 465 nm, respectively. The mobile phase
was methanol-orthophosphoric acid 0.01 M (58:42 v/v), the flow rate was 1.0 mL/min at
25 °C. For DON and NIV analysis, the mobile phase was water—-methanol (86:14 v/v), at a
flow of 1.0 mL/min and at 30 °C. Standards of DON, N1V, FB1, FB2 and ZEN from Trilogy
(Washington, MO, USA) were used. The accuracy of the method was evaluated through
studies of accuracy and precision by using sorghum grains fortified with each toxin (DON,
NIV, ZEN, FB1 or FB2 as appropriate). For the accuracy of the method, replicates of certified
samples were performed, and the relative standard deviation was calculated between them.
The percentage of recovery of the method was 93% for DON, 87% for NIV, 76% for FB1,
77% for FB2 and 77% for ZEN.

5.7. Fungicide Sensitivity Assay

The sensitivity of F. proliferatum and F. graminearum s.s. isolates were evaluated against
two different chemical classes of fungicides, triazoles and benzimidazoles. Fungicides
belonging to triazoles were metconazole, tebuconazole and epoxiconazole, while carben-
dazim belongs to the benzimidazole class. The assay was performed on a total of 20 isolates
per species, 10 isolates from each crop season (2016 and 2017). Fungicides were diluted
in dimethylsulfoxide (DMSO) and incorporated into PDA to achieve concentrations of
0.05, 0.25, 0.50, 0.75, 1.5, 3, 6 and 10 mg/L. Then, each PDA plate was inoculated with a
mycelial plug in the center. Fusarium proliferatum isolate plates were incubated for 7 days at
25 °C in darkness, and F. graminearum s.s. strains were incubated for 5 days under the same
conditions. Three replicates of each fungicide concentration per isolate were performed.

Evaluation was performed based on the radial growth on PDA containing different
concentrations of each fungicide, compared to control plates (PDA + DMSO) [55,56]. The
effective concentration of fungicides leading to a 50% inhibition (EC50) of mycelial growth
of each strain was determined. The EC50 was calculated based on Probit analysis [57].
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Analysis of variance (ANOVA) of the EC50 values was conducted to determine differences
in sensitivity for each fungicide. Means were compared using Fisher’s least significant
difference (LSD) (x = 0.05). Statistical analysis was performed using SigmaStat Version 3.5.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/toxins15080484 /51, Figure S1: Maximum likelihood tree inferred
from the transcription elongation factor gene (TEF 1-x) sequences of species belonging to the Fusar-
ium fujikuroi species complex (FFSC). Table S1: GenBank accession numbers of the FFSC used in
phylogenetic analysis.
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