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RESUMEN

El cultivo de trigo fideo (7riticum durum Desf.)) estd expuesto al ataque de
enfermedades que provocan la disminucion del rendimiento, la pérdida de calidad y la
contaminacion del grano con micotoxinas, un factor de riesgo muy importante que
compromete su utilizaciéon en la alimentacion, tanto humana como animal. La
“fusariosis de la espiga de trigo” (FET), ocasionada por Fusarium graminearum
Schwabe, es una de las enfermedades que afecta considerablemente a la produccion de
trigo fideo en la Argentina. Los metabolitos de mayor importancia por su patogenicidad
son los tricotecenos, principalmente el deoxinivalenol (DON). En el presente trabajo, se
determinaron las caracteristicas morfo-fisiologicas y moleculares de 169 aislamientos
obtenidos del género Fusarium y se identificaron 161 aislamientos: F. acuminatum (1),
F. cerealis (6), F. graminearum (68), F. oxysporum (8), F. poae (9), F. proliferatum (1),
F. pseudograminearum (16), F. semitectum (51) y F. subglutinans (1). Se encontr6 la
presencia mayoritaria de F. graminearum sensu stricto (68), considerado como el
principal agente causal de la FET en la Argentina, ademas de otras especies de interés,
como F. cerealis (6) y F. pseudograminearum (16). La predominancia de F.
graminearum (68) en las localidades del sudeste (Balcarce, La Dulce y Miramar); y, la
de F. semitectum (51) en la localidad del sudoeste (Cabildo) evidenciaria el efecto de las
distintas condiciones agroclimaticas existentes en las areas estudiadas sobre la
micobiota asociada a la FET. Las semillas procedentes de Cabildo mostraron el mejor
porcentaje de germinacion (93%), en relacion con las procedentes de las otras tres
localidades, en las cuales el porcentaje de germinacion fue menor al 80%. El quimiotipo
15-ADON fue obtenido con mayor frecuencia, resultado directamente relacionado con

la presencia de F. graminearum, especie predominante en el presente estudio.

Palabras claves: FET, trigo fideo (Triticum durum), Fusarium graminearum,

F. paseudograminearum, F. cerealis, condiciones agroclimaticas.
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ABSTRACT

The durum wheat (7riticum durum Dest.) cropping is exposed to the attack of diseases
that cause the decrease of yield, loss of quality and contamination of the grain with
mycotoxins, a very important risk factor that compromises its use in food, both human
and animal. The "Fusarium head blight" (FHB), caused by Fusarium graminearum
Schwabe, is one of the diseases that affects considerably the production of wheat in
Argentina. The most important pathogenic metabolites are trichothecenes, mainly
deoxynivalenol (DON). In the present work, the morpho-physiological and molecular
characteristics of 169 isolates obtained from the Fusarium were determined and 161
isolates were identified: F. acuminatum (1), F. cerealis (6), F. graminearum (68), F.
oxysporum (8), F. poae (9), F. proliferatum (1), F. pseudograminearum (16), F.
semitectum (51) and F. subglutinans (1). The majority presence of F. graminearum
sensu stricto (68) was found, considered the main causative agent of FHB in Argentina,
as well as other species of interest, such as F. cerealis (6) and F. pseudograminearum
(16). The predominance of F. graminearum (68) in the southeastern towns (Balcarce,
La Dulce and Miramar); and, that of F. semitectum (51) in the southwestern locality
(Cabildo) would show the effect of the different agroclimatic conditions existing in the
studied areas on the mycobiota associated with the FHB. The seeds from Cabildo
showed the best percentage of germination (93%), in relation to those from the other
three locations, in which the percentage of germination was less than 80%. The 15-
ADON chemotype was obtained more frequently, a result directly related to the

presence of F. graminearum, the predominant species in the present study.

Key words: FHB, durum wheat (7riticum durum), Fusarium graminearum,

F. paseudograminearum, F. cerealis, agroclimatic conditions.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Produccion de trigo en el mundo y en la Argentina

En la region comprendida entre los rios Tigris y Eufrates, alrededor de los afios
10.000-15.000 a.C., se comenz6 a domesticar el trigo. Dicha accion dio lugar a los
primeros asentamientos de grupos humanos y determiné una etapa de la evolucion del
Homo sapiens, que paso asi de la fase de cazador-recolector a la de agricultor (Bozzini,
1988). Las evidencias mas antiguas sobre el cultivo del trigo provienen de Siria, Iraq,

Turquia y Jordania (Juarez et al., 2014).

La primera clasificacion de las especies de trigo (7riticum spp.), que fue propuesta
por Carl von Linneo en 1753, se basé en diferencias biométricas y morfologicas que le
permitieron establecer cinco especies: T. aestivum, T. hybernum, T. turgidum, T. spelta
y T. monococcum (Gowayed, 2009). Una clasificacion posterior, que surgio a partir de
los trabajos citogenéticos de Sakamura, hizo referencia al nimero cromosémico de cada
tipo morfologico. Segin esto, las especies de trigo pueden clasificarse en 3 grupos
basicos: diploides (14 cromosomas), tetraploides (28 cromosomas) y hexaploides (42
cromosomas) (Rubianes, 2007). En la actualidad, la clasificacion més aceptada es la
propuesta por Mac Key, que respeta las reglas de la nomenclatura botanica, asi como la
importancia que tienen los criterios morfoldgicos, fisioldgicos, citologicos, genéticos,

bioquimicos y evolutivos (Rubianes, 2007).

El trigo fideo (7. turgidum L. (Thell) durum), identificado tradicionalmente como
T. durum Desf., también conocido como trigo candeal, fideo, moruno, siciliano,
semolero o fanfarron, es una especie botanica autégama y tetraploide AABB (Bennici,
1986). Se caracteriza por poseer granos "desnudos", en comparacion con otras especies
en las cuales las glumas son duras, dificiles de eliminar y permanecen unidas al grano
(Bennici, 1986; Rubianes, 2007). Su grano es normalmente grande, dorado, translicido
y posee el endosperma mas duro entre los trigos (Molfese y Seghezzo, 2012). Tiene un
elevado valor nutritivo, ya que el indice de gluten es alto y el contenido de proteina es

de 12 a 14% (Aguilar, 2013).

El producto final de trigo fideo mas difundido, particularmente en Europa y paises

norteamericanos, es la pasta en sus diferentes formas (vermicelli, spaghetti, noodles y



macaroni) (Molfese y Seghezzo, 2012; Judrez et al., 2014); mientras que, en otras areas,
como Oriente Medio y el norte de Africa, también es empleado en la elaboracion de

couscous y de pan (Palumbo et al., 2000; Rubianes, 2007; Lionetti ef al., 2015).

La historia, tradicion y requerimientos de calidad industrial hacen de esta especie el
trigo mas adecuado para la fabricacion de fideos. Las pastas elaboradas con este trigo
son superiores tanto en apariencia como en calidad de coccidén, en comparacion con
aquellas hechas con trigo pan. Esto se debe a un mejor comportamiento en la molienda,
a la calidad del gluten (elasticidad y adhesion), al rendimiento en fideo, al color de la
sémola (contenido de pigmento amarillo) y a la granulometria (Irvine, 1978; Seghezzo y

Molfese, 1999).

De la produccion mundial de trigo, apenas entre el 5% y el 8% corresponde a la
produccion de trigo fideo (Aguilar, 2013). En 2011, por ejemplo, la produccion mundial
de este cereal fue de 36,7 Mt por debajo de la demanda que se estimo6 en 37,3 Mt (Jara,
2011). En 2014 se produjeron entre 35 y 40 Mt de trigo fideo (Seghezzo, 2014),
mientras que en afos anteriores se observd una tendencia oscilante. Segin datos
proporcionados por el Consejo Internacional de Cereales, ya en el 2006 se observo una
reduccion de 6,5% en la produccion del trigo fideo (34,8 Mt) con respecto a la del afio
2005. Uno de los factores que contribuyod fue la drastica disminucion del 4rea de cultivo
en 8%, en comparacion con la disminucidon ocurrida entre el 2002 y el 2005, que en

promedio fue de 6,1% (Sgroi y Fazio, 2007).

En 2017, la produccion mundial de trigo fue de 757 Mt. El incremento con respecto
a 2016 se debid principalmente a la mayor produccion del cereal en la Federacion Rusa,
que compenso la baja en la produccion de Canadd y de Estados Unidos, donde la sequia

afect6 negativamente al rendimiento. (FAO, 2017).

Para 2018, la FAO estima que la produccion mundial alcance las 750 Mt de trigo.
Para EE. UU, espera que la superficie sembrada aumente; en la Federacion Rusa se
pronostica la ocurrencia de condiciones atmosféricas favorables. En la UE se prevé que
la produccion de invierno disminuya por la reduccion de la superficie sembrada,
mientras que en Asia la produccion de China e India, los mayores paises productores de

trigo, se espera que se reduzca ligeramente respecto de los niveles sin precedentes de



2017. Sin embargo, la producciéon mundial podria quedar por debajo de los niveles

alcanzados en 2017 (FAO, 2018).

Dentro de la UE, Italia es el pais que registra el mayor consumo de pastas per capita
(26 kg hab! afo!) (Lezcano, 2009; Jara, 2011; Seghezzo, 2014). En Estados Unidos,
por su parte, el incremento del consumo de este trigo durante la primera década del siglo
XXI fue notable (2,3%), siendo las razones que han motivado este cambio la facil
preparacion de las pastas, el cambio de estilo de vida hacia una alimentacion saludable y

la popularidad de los restaurantes italianos (Jara, 2011).

En la Argentina, de acuerdo con cifras de la Union Industrial de la Pasta Italiana
(UNIPI), el consumo anual de pastas per cépita fue de 7,2 kg en 2008 (Lezcano, 2009) y
en 2012 se incremento hasta alcanzar los 7,9 kg (Lezcano, 2013; 2014). Se prevé que en
los proximos anos el consumo de pastas en el pais podria duplicarse, ya que la
poblacién esta en la busqueda de alternativas alimenticias saludables y nutritivas, de
facil coccidn y de precio accesible (Seghezzo, 2014). Desde 2010, de manera

permanente se muelen mas de 200 kt de este cereal (Lezcano, 2013; 2014).

La primera siembra de trigo fideo en la Argentina data de 1914 cuando el agricultor
Emilio Vassolo, con la finalidad de mejorar la calidad de sus cultivos, utilizé 2 kg de
excelente trigo (Ilamado "Sarabola") que provenian de Campobasso, Italia, su lugar de
origen. Después de varios afios de siembras, al obtener una cantidad suficiente de
granos, se realizo la primera siembra de trigo fideo a gran escala en la localidad de Tres
Arroyos (Ruiz Moreno, s.f.). Sin embargo, fue en la campana 1963/64 cuando se

registraron, de manera oficial, las primeras cifras de produccion (Seghezzo, 2014).

En la campafia 1969/70, la produccion fue de 760 kt (419.700 ha sembradas), con
lo que la Argentina alcanz6 el 3° lugar como pais exportador. El promedio de la
superficie sembrada entre las campanas 2009 y 2014 fue de 57.000 ha y la produccion
aproximada fue de 144.000 t afio™! (Seghezzo, 2014).

En la Argentina, la produccion de trigo fideo se localiza principalmente en el
Sudeste y Sudoeste de la Provincia de Buenos Aires (subregion triguera IV y parte de la

V Sud) (Figura 1).
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Figura 1. Localizacion de la produccion de trigo fideo en la Argentina. Tomado de Seghezzo, 2014.

En la campafia 2012/13 se cultivaron 41.456 ha, de las cuales se cosecharon
40.196 ha con un rendimiento promedio de 2.670 kg ha™!, que resulté en un volumen de
produccion de 107.314 t (Informe Institucional sobre la Calidad del Trigo Argentino,
2013).

La mayor parte de trigo fideo producido en la Argentina es cultivado a través de
contratos entre el productor y la industria, que es muy exigente en los requerimientos de
calidad del grano, los cuales son empleados para la fijacion del grado y el precio en la
comercializacion (Molfese y Seghezzo, 2012). En este sentido, resulta de fundamental
importancia el efecto que las enfermedades, que afectan al cultivo, puedan tener sobre el

rendimiento y la calidad del grano producido.

En Ecuador, el trigo, el arroz, la cebada y el maiz han sido tradicionalmente los
cereales de mayor consumo (Holguin y Alvarado, 2017). La producciéon nacional de
trigo (mayoritariamente 7. aestivum) decayo de 78.770 t en 1961 a 8.533 t en 2010,
como consecuencia de la importacion de trigo subsidiado desde EE. UU. Las directrices
sobre la comercializacion de este cereal se modificaron y perjudicaron a la produccion
nacional, que dejé de ser competitiva y provoco pérdidas al sector campesino (INEC,

2014).



En la ultima década el consumo per capita de trigo en Ecuador ha sido superior a
30 kg afio”! (Garéfalo et al., 2011; Pullas, 2017). La produccion en 2016 llegd a 6.746 t
(4.619 ha sembradas, 4.423 ha cosechadas), que equivalen al 0,5% de la demanda
nacional, por lo que se importaron alrededor de 936 kt de trigo en grano, procedentes de
Canada (54%), Estados Unidos (30%), Argentina, Brasil, Ucrania y Rusia. En ese afio
Ecuador exportd 177 t de harina, 769 t de pastas alimenticias y 2.703 t de pan y galletas;
principalmente a Pert (52%) y a Estados Unidos (28%). Las pérdidas sufridas en la
produccion estuvieron relacionadas con sequias (59%), ataques de plagas y

enfermedades (33%), heladas (4%) y con otros factores (4%) (Gaethe, 2017).

Actualmente, el Instituto de Investigacion Agropecuaria del Ecuador (INIAP) y el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (MAGAP) promueven el incremento de
las areas sembradas con trigo en las provincias de la Sierra por lo que se prevé que el
area sembrada aumente hasta al menos 69.000 ha para el 2023 (Holguin y Alvarado,

2017).

En las provincias de Chimborazo, Bolivar, Pichincha ¢ Imbabura se encuentra la
mayor area de cultivos de trigo. De acuerdo con el nivel de precipitaciones, la siembra
inicia en diciembre en las provincias de la Sierra norte o en enero hasta marzo en las
provincias de la Sierra centro. El ciclo de los cultivares utilizados tiene una duracién
entre 170-190 d hasta llegar a su madurez fisioldgica. La cosecha empieza en julio y se

puede extender hasta septiembre (Gaethe, 2017).

1.2. Fusariosis de la espiga de trigo (FET)

La Fusariosis de la espiga de trigo (FET) es una enfermedad fingica importante que
afecta a varias gramineas, entre ellas al trigo fideo. Los primeros sintomas se presentan
después de la floracion, en las espigas enfermas se aprecia un desecamiento prematuro

de alguna de las espiguillas o de la espiga completa (Schmale y Bergstrom, 2003).

La FET o golpe blanco (de Galich, 1997) fue descrita por primera vez en Inglaterra
en 1884. En el siglo XIX, fue considerada como un problema serio en Europa y, a partir
de 1890, fue ampliamente reportada en los Estados Unidos. En el inicio del siglo XX,
fue considerada un grave peligro para los cultivos de trigo y cebada (Kohli et al., 1995;
Stack, 2000).



A partir de 1995 se considero6 a la FET como una enfermedad de importancia en las
regiones calido-humedas del mundo, asi como en el norte-centro de Europa, Asia,
principalmente en China y Japon, donde la enfermedad es endémica. Esta patologia
también se encuentra presente en la zona costera del norte de Africa, norte de Estados
Unidos, sur de Canada, altiplanos de México y en América del Sur, principalmente en
Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay (Saari y Wilcoxon, 1974; Kohli, 1989; Ireta y
Gilchrist, 1994; Kohli et al., 1995).

La FET es responsable de pérdidas econdmicas directas, pues ocasiona la reduccion
del rendimiento y calidad (granos abortados o arrugados, decolorados y pérdida de
peso). Provoca a su vez pérdidas indirectas debido a la contaminacién de los granos con
micotoxinas, lo que frecuentemente genera su rechazo o descalificacion durante el
proceso de comercializacion (Sutton, 1982; Snijders, 1990; Gilbert y Tekauz, 2000;
Osborne y Stein, 2007; McMullen et al., 2012).

De acuerdo con Stack (2003), el desarrollo del estudio de la FET se produjo en
cuatro etapas claramente identificadas. La primera etapa (desde 1880 hasta la primera
década del siglo XX) se caracterizd por los reportes iniciales de la enfermedad y la
identificacion de los agentes causales. En la segunda etapa (desde 1908), se logrd
reproducir la enfermedad mediante su inoculacion artificial y se caracterizd por los
estudios experimentales sobre la etiologia, patogenicidad y susceptibilidad de los
hospedantes a la FET. En la tercera etapa, también conocida como “era oscura” (desde
1950 hasta 1970), Snyder y Hansen (1940; 1941; 1945; 1954) impulsaron Ia
reconfiguracion de la taxonomia del género Fusarium al agrupar un nimero importante
de especies, incluida F. graminearum, en una Unica especie F. roseum. Esto dificult6 la
investigacion de la FET debido a que los resultados que se obtuvieron durante ese

periodo fueron dificiles de evaluar e interpretar con posterioridad.

Finalmente, alrededor de 1980 se inicio6 la cuarta etapa o “era moderna”, en la que
se lograron mayores niveles de detalle en la identificacion taxondmica de las especies
involucradas (Nelson et al., 1983); en la comprension de la acciéon de los agentes
fingicos, asociada a la produccion de micotoxinas; y en el empleo de métodos

analiticos para su deteccion.



En los casi 130 afios transcurridos desde los primeros reportes de la enfermedad, en
la mayor parte de las regiones productoras de trigo al menos 17 especies dentro del
género Fusarium han sido asociadas con la ocurrencia de ataques de FET (Parry et al.,
1995). En una investigacion realizada en 21 provincias y ciudades chinas, desde 1976 a
1980, se aislaron e identificaron a partir de muestras de granos enfermos 18 especies del
género Fusarium. Al evaluar la capacidad patogena de las distintas especies sobre
cultivos de trigo, los aislamientos se clasificaron segliin sus niveles de agresividad (en

alta, moderada y baja) (Liu, 1985; Kohli et al., 1995).

Como los principales agentes causales de la enfermedad se mencionan a
F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum y F. poae (Miller et al., 1988, citado por
Kohli et al., 1995; Mihuta-Grimm y Foster, 1989; Kikot, 2012; Wegulo et al., 2013).
Hasta hace algunos afios, F culmorum era considerado como el agente causal mas
comun en las regiones templadas y frias de Europa (Snijders, 1989; Gilchrist y Dubin,
2002); mientras que en Asia, América del Norte, América del Sur y parte de Europa
predominaba F. graminearum (Kohli et al., 1995; Kikot, 2012).

En la Argentina, F. graminearum sensu stricto (Schwabe), es la especie mas
frecuentemente relacionada con la enfermedad (Kikot et al., 2011; Kikot, 2012). Sin
embargo, a partir de granos infectados se han aislado otras especies menos patogénicas
de Fusarium, entre las que se pueden citar F. equiseti, F. poae, F.semitectum,
F. cerealis y F. acuminatum. Estas normalmente estan presentes en las campanas en las
que las condiciones climaticas no favorecen la aparicion del principal agente causal (de

Galich 1997; Malbran, 2013).

La frecuencia de epidemias de la FET se incremento en los ultimos afios del Siglo
XX y los primeros del XXI, especialmente en la Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay,
Estados Unidos, Canada, paises del centro-este de Europa, China y Japén (Ireta y

Gilchrist, 1994; de Galich, 2002).

En la Argentina, en el afio 1927, se observd por primera vez la presencia de
F. graminearum sobre trigo. En la década siguiente se observaron sintomas tipicos de la
fusariosis; y recién 15 afios después, esta llegd a ser una enfermedad ampliamente

distribuida. Fue en 1963 cuando el patogeno se consider6 como una limitante grave para



la produccion de trigos harineros en el area centro-norte y para los trigos fideo en el

sureste de la region triguera argentina (Kohli et al., 1995).

1.2.1. Ciclo de la enfermedad

El proceso infectivo de la FET se inicia cuando las ascosporas de F. graminearum
(indculo primario) son liberadas en presencia de alta humedad relativa y depositadas por
el viento en las anteras expuestas de la espiga del trigo (Figura 2). La fuente de in6culo
primario para la enfermedad la constituyen los residuos de cosecha, en los que el
patogeno sobrevive saprofiticamente en estado sexual. En la primavera, el clima
templado-céalido y humedo favorece el desarrollo y maduracién de los peritecios, que
contienen las ascas con las ascosporas, en forma concurrente con el momento de la
floracion de los cereales (Goswami y Kistler, 2004). Las ascosporas son liberadas en
forma activa desde los peritecios maduros formados en la superficie del rastrojo y son
dispersadas por el viento, la lluvia o los insectos, hacia los hospedantes (Gordon 1959;

Parry et al., 1995).
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Figura 2. Ciclo de la Fusariosis de la Espiga de Trigo ocasionada por Fusarium graminearum

Schwabe. Adaptado de Trail (2009).

El patégeno no ingresa en forma directa a través de la epidermis si no que utiliza las

anteras expuestas de la flor, por lo que la susceptibilidad a la FET es mayor durante la



antesis (Schroeder y Christensen, 1963). También se cita a los estomas en las glumas,
las grietas entre la lemma y la palea y las bases de las glumas como sitios de ingreso
(Bushnell et al., 2003: Goswami y Kistler, 2004). Las anteras, estigmas y lodiculas son
los organos de la flor mas facilmente colonizables por el patdogeno (Bushnell ef al.,
2003). La presencia de las ascosporas de F. graminearum durante la etapa de floracion
del trigo asegura la infeccion, siempre que haya condiciones climaticas predisponentes

(Lori et al., 2009; Miller et al., 1998).

Al inicio de la infeccion, el crecimiento del hongo es intercelular y asintomatico;
después, para dispersarse radialmente en forma intracelular, utiliza los espacios
intercelulares y asi coloniza los tejidos de manera répida. En la espiga el patogeno se
expande a partir de los conductos vasculares que conectan las espiguillas, mientras que
dentro de estas la via de expansion la constituyen los conductos vasculares que conectan
las flores. La colonizacion se ve favorecida cuando hay periodos prolongados de
humedad lo que podria causar el crecimiento de F. graminearum incluso en la superficie
de las glumas y glumelas (Sutton, 1982). La zona infectada se deseca tempranamente lo
que ocasiona el sintoma de tizon tipico de la FET y puede afectar a varias espiguillas

(Bushnell et al., 2003).

En condiciones ambientales favorables, el patéogeno también puede producir
esporas asexuales (conidios) en la superficie de los tejidos infectados. Estos se agrupan
en esporodoquios, también denominados pionnotes, masas de consistencia pegajosa y

de coloraciones anaranjadas (Trail, 2009).

En el caso de F. graminearum, cumple la mayor parte de su ciclo como un
organismo haploide. Su desarrollo sexual ocurre usualmente en los restos de cosecha,
donde se forman los peritecios (Malbran, 2013), que son estructuras ostioladas de
coloracion azul a negra (Parry et al., 1995), desde las cuales las ascosporas son
liberadas en forma activa al aire. Estas esporas constituiran el indculo primario para el

desarrollo de la enfermedad durante la estacion de cultivo siguiente (Malbréan, 2013).

1.2.2. Sintomatologia v dafos

Generalmente, en el centro de la espiga se ubican las primeras flores que alcanzan
la antesis y en ellas se pueden visualizar los primeros sintomas de la infeccion. Entre la

base y la mitad de las glumas o en el raquis se observa la sintomatologia inicial, que se
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muestra como pequefias manchas acuosas de color marrén (Bushnell et al., 2003).
Segun la enfermedad avanza, la coloracion desaparece, pero el ataque continta hacia

toda la espiga (Figura 3).

La porcion apical de la espiga, localizada sobre una espiguilla infectada, puede
secarse y adquirir el color de las espigas maduras. En casos extremos, pueden apreciarse
hifas del patégeno, que presentan manchas de color salmén a rosado, en los bordes de
las glumas o en la base de las espiguillas infectadas; es frecuente la necrosis del raquis

de las espigas (Parry et al., 1995).

En la superficie de las espigas infectadas, en condiciones de alta humedad relativa,
pueden observarse masas mucilaginosas de coloraciones anaranjadas a salmoén que
contienen las esporas asexuales (macroconidios), estos son los esporodoquios (Trail,
2009). Andersen (citado por Sutton, 1982) encontr6 que los macroconidios son
producidos entre temperaturas de 16 y 36°C, con un valor 6ptimo de 32°C. Bajo
condiciones calido-himedas, Tschanz et al. (1976) observaron que los peritecios se
producian en un rango de 16 a 31°C; sin embargo, establecieron que a 29°C la
produccion se incrementaba, por lo que se considera que esa es la temperatura Optima.
Mientras que la produccion de ascosporas ocurre entre 13 y 33°C, con temperaturas

optimas de entre 25 y 28°C (Sutton, 1982).

ra
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Figura 3. Espiga de trigo con sintomas de la enfermedad.
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El factor ambiental es el principal condicionante para el desarrollo de la FET. Para
que la infeccidén resulte exitosa es necesaria la ocurrencia de periodos de tiempo
templado-célido y himedo alrededor de la antesis del cultivo. En la Argentina, mediante
el desarrollo de modelos predictivos de la enfermedad, se encontr6 que la variable
ambiental con mayor influencia en la ocurrencia de epifitias de FET es la duracién de
periodos de humedad relativa mayor a 90% (Moschini y Fortugno, 1996; Moschini et
al., 2001). Cuando esta condicion se da en simultdneo con temperaturas de entre 15 y
30°C la germinacion de las ascosporas se veria favorecida. Esto se demostr6 en un
estudio realizado en China, en el que se logrd un porcentaje de germinacion de 97,5%,

luego de 8 h a 25°C y 100% de humedad relativa (Lu et al., 2001).

En un ambiente de humedad relativa elevada y de temperatura templada, el
patogeno, al ingresar al grano en formacion, ocasiona abortos en las flores (McMullen
et al., 1997). Bushnell et al. (2003) indicaron que en los granos en desarrollo la
infeccion produce manchas color marrén oscuro, que se diseminan por la superficie del

grano maduro, dando la impresion de un grano decolorado (Figura 4).

Los granos infectados pueden mostrarse parcial o completamente cubiertos por
micelio de coloracion rosada o blanca, lo cual reduce el rendimiento y la calidad del
cultivo (Trigo-Stockli et al., 1998), debido al descenso del peso hectolitrico (PH) y del
contenido proteico del grano. Paralelamente, baja la calidad de las harinas y de los

subproductos, lo que disminuye su valor comercial (Goswami y Kistler, 2004).
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Otro efecto negativo sobre los granos es la contaminacion con micotoxinas
producidas por el patogeno, como el deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) y
zearalenona (ZEA) (Lori et al., 1992; 2003; Dalcero et al., 1997; Rizzo et al., 1997,
Gonzalez et al., 2008). La presencia de estos metabolitos secundarios compromete la
utilizacion del grano en la alimentacion, constituyéndose en un riesgo para la salud

humana y animal.

1.2.3. Impacto de la fusariosis de la espiga en la produccion mundial de trigo

En varios paises de Europa, del hemisferio Sur, del hemisferio norte y de Asia, la
FET es considerada como una de las enfermedades fingicas de mayor importancia para

el cultivo del trigo (Kohli, 2013).

En Asia, China, el mayor productor de trigo a nivel mundial, es uno de los paises
mas afectados por la enfermedad, que es considerada endémica (McMullen et al., 1997).
En el periodo de 28 afios que va desde 1957 a 1984 se registraron 4 epidemias severas y
15 moderadas en el pais (Liu, 1985). En los afios de epidemias severas, la tasa de
espigas infectadas supero el 50%; mientras que la pérdida de rendimiento vario de 10 a
40%. Se estima que la enfermedad afectdo un area de 6,7 Mha. Otro pais afectado
seriamente ha sido Corea del Sur, donde en 1963 la alimentacion de parte de la
poblacion se vio comprometida por los severos dafios ocasionados por la fusariosis

(McMullen et al., 1997).

En Europa, se registraron pérdidas de rendimiento por fusariosis de alrededor del
30% en Alemania durante 1980 y 1981 (Meyer et al., 1985). En los Paises Bajos, por su
parte, en el periodo comprendido entre 1979 y 1985 la prevalencia de la FET fue
superior al 66%, con una la severidad media de alrededor del 2%. Otros paises en los
que también se han reportado epidemias fueron Polonia, el Reino Unido, las Republicas

Checoslovacas, Rusia y Austria (Snijders, 1989).

En América del Norte, Arthur report6 la primera epidemia de fusariosis en Estados
Unidos en 1890 en Indiana; con incidencias que fluctuaron entre 25 y 75% (Kohli ef al.,
1995). McMullen et al. (1997) indicaron que en 1982 se observaron pérdidas de 2,72 Mt
de trigo, que correspondian al 4% del total de la produccion de Estados Unidos. En el
este de Kansas se registraron epidemias en 1993 y en 1995, esta ultima fue considerada

como una de las epidemias més severas desde la década de 1970 (Dill-Macky, 1997). Se
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observaron pérdidas estimadas en 3 mil millones de dodlares debido a epidemias
sucesivas, que obligaron a varios productores a salir del mercado competitivo (Diaz de
Ackermann et al., 2007). En Canada, en 1980, una gran epidemia provoc6 pérdidas de
rendimiento de entre el 30 y el 70% en los trigos primaverales de las provincias
atlanticas (Martin y Johnston, 1982). Seglin Sutton (1982) entre los afios 1927 y 1980
en el sudoeste de Ontario se produjo una epidemia moderada de FET cada cuatro afios.
En México, la FET se observo en 1977 en el area del Altiplano de Jalisco, aunque en su
momento no se identifico al agente causal. En 1986, se restringi6 la enfermedad a las
zonas de cultivo de trigo en los estados de Jalisco, Michoacan, México, Tlaxcala,
Hidalgo y en la zona del Bajio en Guanajuato, con una superficie aproximada de
170.000 ha. En los afios siguientes, el dafio ocasionado por la fusariosis tuvo un
incremento, lo que podria deberse a que el area destinada para la siembra de cereales
aumento, asi como la rotacion estrecha con maiz, trigo o cebada. En estas zonas las
incidencias fueron de hasta el 60%; mientras que los niveles de severidad llegaron al
15%. Se observo, ademads, que las pérdidas de produccion nacional evaluadas sobre las
variedades susceptibles llegaron a ser de hasta 17%. Los trigos (pan y fideo) y triticales
mexicanos afectados por la FET mostraron la presencia de F. graminearum,
F. avenaceum, F. culmorum, F nivale (=Microdochium nivale) y F. equiseti (Ireta y

Gilchrist, 1994).

En América del Sur, ademés de en la Argentina, epidemias de FET han sido
reportadas en Uruguay, Brasil y Paraguay (Alconada y Chulze, 2013). La primera
epidemia severa en Uruguay se produjo en 1977, cuando un complejo de enfermedades
redujo la produccion nacional de trigo en casi el 50%. Los niveles de infeccion en las
epifitias de 1985, 1990 y 1993 fueron de 40, 53 y 40%, respectivamente (Diaz de
Ackermann y Kohli, 1997). En un comienzo, la estadistica estimaba que en 1 de cada 16
afos apareceria una epifitia de FET. Con el tiempo, las epifitias se hicieron mas
frecuentes llegando en principio a ocurrir en 1 de cada 11 afios en promedio hasta que,
en un estudio que recogi6é informacion de los 86 afios entre 1915 a 2001 se identifico la

probabilidad de ocurrencia de epifitias en 1 de cada 8 afos (Berger et al., 2011).

En Paraguay, en los afios 1972 y 1975 las condiciones climaticas favorecieron a la
fusariosis y a la septoriosis y la accién en conjunto de estas enfermedades causod

pérdidas de hasta el 70% (Viedma, 1989).
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En Brasil, Costa-Neto (1947) senalé que la primera epifitia de la fusariosis se
produjo en el Estado de Rio Grande do Sul en 1939. En esta region, la enfermedad
alcanzd niveles alarmantes en el periodo 1957-58 (Luzzardi y Pieroborn, 1989). Con
base en 6 afnos de investigaciones, Reis determind que en esta region la pérdida de

rendimiento de grano de trigo llegd a 14% (Kohli et al., 1995).

Si bien en la Argentina la enfermedad estd presente desde la década de 1920; su
expansion en la region triguera fue en la campafia 1945/6 (de Galich 1997). Durante
esta campafia se observaron pérdidas de rendimiento del 20% en el norte de Buenos
Aires y sur de Santa Fe y en 1978 de 30% en las mismas regiones (Annone et al., 1994).
Cerca de 20 epidemias de la FET fueron registradas en los ultimos 50 afos del siglo
XX. En la zona de produccion de trigo fideo epidemias graves tuvieron lugar en 1963,
1976, 1978 y 1985, con pérdidas de hasta el 70% de la produccion. En 1976, el trigo
fideo representaba el 20% de la produccion de la zona triguera. Sin embargo, la
epidemia de ese afio fue tan grave que la produccion del 60% de los lotes cayo por
debajo de los estandares establecidos (de Galich, 1997). Como consecuencia de este y
otros factores, el area de siembra de este cereal se redujo fuertemente. En 1985, la
proporcion de trigo fideo se redujo a 3,5% y fue desplazado por la produccion de trigo
pan que es mas resistente a la enfermedad. Posteriormente la produccion de trigo fideo
fue inferior a la demanda del mercado interno, por lo tanto, tuvo que ser importado (de
Galich, 1996). La epidemia de 1993 provoco pérdidas que, en promedio, estuvieron en

el orden del 20% de la produccion (Kohli ef al., 1995).

En la Argentina, en la campafa triguera 2012/13 se observaron problemas en los
lotes por excesos hidricos. Las tormentas en la region fueron abundantes y frecuentes,
por lo que el volumen de lluvia registrado alcanzé valores superiores a los historicos.
Como consecuencia, el ambiente resultdé favorable para el desarrollo tanto de
enfermedades foliares (mancha amarilla, roya y septoriosis) como de la FET, que tuvo
un alcance generalizado (Informe especial sobre cultivos — Guia Estratégica para el
Agro, 2012). Los cultivos se vieron afectados tanto en el rendimiento como en la
calidad del grano. Los rendimientos finales se encontraron por debajo de los 30 qg/ha,
cantidad lejana a los rindes que se consiguieron el afio anterior. Mientras que los granos
reportaron pesos hectolitricos por debajo de la base y se observaron granos ‘“chuzos”

(Seguimiento semanal de cultivos Zona Nucleo — Guia Estratégica para el Agro, 2012).
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1.3. Identificacion taxonémica y molecular de las especies de Fusarium asociada a

la fusariosis de la espiga y su efecto sobre la germinacion de la semilla

1.3.1. Historia de la taxonomia del género Fusarium

El género Fusarium fue descrito y nombrado por primera vez por Link. Su
investigacion se basé en la forma distintiva de los conidios fusiformes (Leslie y
Summerell, 2006; Refai et al., 2015). Sin embargo, segin Seifert la produccion de estos
macroconidios distintivos no es necesariamente la inica caracteristica de Fusarium, ya
que varios coelomycetes producen esporas similares a las de algunas especies de este

género (Leslie y Summerell 2006).

Al principio, la mayoria de las investigaciones del género Fusarium se enfocaron
en el diagnostico y la identificacion de las especies causantes de enfermedades en las
plantas (Leslie y Summerell 2006). Antes de 1900, hubo una proliferacion en el numero
de especies descritas lo que se atribuyo, en parte, a la variabilidad de especies presentes
en las muestras estudiadas de Fusarium, asi como a los criterios inadecuados para
delimitar taxones (Burgess et al., 1996). En el periodo de 1809-1935, mas de 1.000
especies fueron identificadas y caracterizadas dentro del género (Leslie y Summerell,

2006; Refai et al., 2015).

Los taxonomistas de Fusarium pueden dividirse en “splitters”, “lumpers” vy
“moderates”, estos términos explican la filosofia empleada por los mismos en la
determinacion de especies de Fusarium (Figura 5) (Nelson et al., 1994). Los “lumpers”
agrupan a las especies relacionadas a nivel de subespecie, mientras que los “splitters”
consideran como especie lo que los “moderates” considerarian como variedad

(Wickens, 2001).

Wollenweber fue el pionero en la investigacion taxondmica sobre Fusarium a
través del estudio que llevo a cabo sobre una amplia gama de cultivos de diferentes
regiones climaticas. El trabajo que realizé con Reinking y que se publicd en 1935, "Die
fusarien", y se convirtid en la base sobre la que todos los sistemas taxondmicos
posteriores se desarrollaron (Burgess et al., 1996). Wollenweber y Reinking
organizaron el género en 16 secciones, que incluyeron 65 especies, 55 variedades y 22
formas especiales. Los principales criterios discriminantes entre las secciones se

basaron en la morfologia; particularmente, en la presencia y la forma de los
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microconidios, la presencia y posicion de las clamidosporas en las hifas, la forma de los
macronidios y sus células basales (Nelson, 1991; Nelson et al., 1994; Burgess et al.,

1996; Moretti et al., 2009).

En la década de 1940, Snyder y Hansen publicaron los resultados de sus estudios
sobre la taxonomia de las especies de Fusarium en tres documentos (Snyder y Hansen
1940, 1941, 1945, Nelson et al., 1994). En esencia, se redujo el nimero de especies a 9
y 4 secciones (Arthrosporiella, Discolor, Gibbosum y Roseum) de las 16 reconocidas
por Wollenweber y Reinking fueron agrupadas en una tnica especie F. roseum (Snyder
y Hansen 1945; Burgess et al., 1996). Dicha agrupaciéon no fue completamente
aceptada, principalmente por los fitopatélogos, ya que algunas especies de importancia
economica como F. culmorum y F. graminearum fueron tratados como sindnimos de
F. roseum. El uso generalizado de este nombre en los trabajos publicados durante este
periodo condujo a la pérdida de informacion valiosa sobre la patologia y la toxicologia

de las especies incluidas dentro de F. roseum (Thrane, 1989; Burgess et al., 1996).

Wollenweber & Reinking (1935)

oS TR

Gerlach (1982)

Germany — i
Rl

Raillo (1950) Gordon (1952) & Hansen (1940s)

Russia — 55 species Canada — 26 species U — 9 species

Bilai (1955) Booth (1971) Messiaen & Cassini (1968)

Russia — 26 species England — 44 species France — 9 species

Joffe (1974) Nelson, Toussoun Matuo (1972)

Israel — 33 species & Marasas (1983) Japan — 10 species
USA — 30 species

(SPLITTERS) (MODERATES) (LUMLERS)

Figura 5. Relacion entre los taxonomistas involucrados en el estudio del género Fusarium. Tomado
de Nelson et al., 1994

Raillo estudio las caracteristicas morfoldgicas utiles de la taxonomia y concluyé

que la forma de la célula apical del conidio era la caracteristica principal para la
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determinacion de las especies de Fusarium. Por su parte, Bilai reconoci6 la importancia
de la variacion o mutacion cultural en la taxonomia de Fusarium. Sobre la base de sus
resultados, organizo el género en 9 secciones, 26 especies y 29 variedades. (Nelson et

al., 1994).

Otro referente para este desarrollo taxondmico fue Gordon, quien trabajo en Canada
desde 1930 hasta 1960 con especies de Fusarium (Gordon, 1944; 1952; 1954a; 1954b;
1956a; 1956b; 1959; 1960). Posteriormente, Messiaen y Cassini en Francia siguieron el
sistema propuesto por Snyder y Hansen, pero utilizaron variedades botanicas en lugar
de los cultivares en las subespecies de F. roseum. Estos investigadores aportaron
descripciones para cada variedad y proporcionaron una clave para todo el sistema

(Nelson et al., 1994).

Anos mas tarde, en 1971, Booth modificé y ampli6 el sistema de Gordon, con la
introduccion de informacion sobre los estados perfectos. Una contribucion importante
fueron los datos sobre ontogenia conidica (conididforos y células conididgenas), utiles
en la taxonomia de las especies de Fusarium. Ademas, indicé la importancia de la
presencia de polifidlides frente a monofidlides para la separacion de secciones y

especies (Nelson, 1991; Nelson et al., 1994).

Jofte (1974) examin6 un gran nimero de aislamientos de Fusarium provenientes
del suelo, de plantas marchitas o en descomposicion y de semillas. Este autor incluyo 13
secciones, 33 especies y 14 variedades. Las técnicas utilizadas en el estudio de
Fusarium y el establecimiento de nuevas especies que realizd Gerlach en Alemania,
permitieron que €l se colocara dentro de los “splitters”, como se evidencia en su
clasificacion que incluye 78 especies, que aparecieron en el atlas que publico junto con

Nirenberg en 1982 (Nelson, 1991; Nelson ef al., 1994).

Nelson et al. (1983) seleccionaron las mejores partes de varios sistemas y las
combinaron con resultados de su investigacion, para desarrollar un sistema en el que se
enfatiz6 la utilidad practica para la identificacion. Su sistema incluy6 a F. oxysporum y
a F. solani como fueron descritos por Snyder y Hansen, y la informacion sobre los
conididforos, como fue descrita por Booth. En su trabajo se redujo el niumero de
especies y las variedades y formas fueron combinadas con las especies apropiadas

(Nelson, 1991; Nelson et al., 1994).
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Leslie y Summerell (2006) resumen la informacion de 70 especies de Fusarium.
Esta publicacion monografica fue el primer documento en integrar la informacion

morfologica y la filogenética del género (Refai et al., 2015).

1.3.2. Caracteristicas morfologicas y culturales del género Fusarium

Muchas especies del género Fusarium muestran un grado considerable de variacion
con respecto a las caracteristicas morfoldgicas, culturales y biométricas. Esta capacidad
de variacion puede explicar, en parte, la habilidad de las especies de Fusarium para
colonizar diversos nichos ecologicos del mundo. Sin embargo, la variacion ha dado
lugar a ciertas limitaciones en el desarrollo de un sistema taxondmico estable y
ampliamente aceptado para el género (Nelson et al., 1994). Varios taxones dentro del
género son reconocidos por el Cédigo Internacional de Nomenclatura Boténica (basados
en las caracteristicas morfoldgicas) e incluyen secciones, especies y variedades. Todavia
algunas subdivisiones dentro de las especies de Fusarium se basan en la fisiologia
(formas especiales y razas) o la genética (grupos de compatibilidad vegetativa), que no

son reconocidas por el Cédigo (Windels, 1991).

Una caracteristica taxondmica comun a las especies de Fusarium es la produccion
de macroconidios que poseen una forma distintiva (fusiforme). Esta caracteristica,
cuando se combina con otras, compone la base para la identificacion especifica del
género Fusarium (Windels, 1991). En estas especies se pueden encontrar 3 tipos de
esporas: macroconidios, microconidios y clamidosporas (Figura 6) (Moretti et al.,
2009). Se han observado también, conidios intermedios en tamafio y forma
denominados mesoconidios, caracteristicos de F. semitectum Berkeley y Ravenel,
F. avenaceum y F. subglutinans (Wollenweber y Reinking) Nelson, Toussoun y

Marasas (Nelson et al., 1994).

La morfologia de los macroconidios es el rasgo clave para la caracterizacion no
solamente de las especies, sino también del género Fusarium. La forma de los
macroconidios desarrollados en esporodoquios, para una especie dada, es relativamente
consistente y una caracteristica constante cuando el hongo se cultiva en sustratos

naturales y en condiciones estandar (Nelson et al., 1994).
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Figura 6. Esporas producidas por las especies del género Fusarium. (A) macroconidios de

F. graminearum; (B) microconidios de F. solani y (C) clamidosporas de F. oxysporum. Tomado de

Nelson et al., 1994.

La presencia o ausencia de microconidios es una de las caracteristicas principales
utilizada para la identificacion taxonomica de las especies del género. Si estdn
presentes, las caracteristicas que se consideran son su forma, origen y agrupamiento
(Nelson ef al., 1994). La formacion de los microconidios se observa mejor in situ, en un
sustrato natural, como el medio de cultivo agar hojas de clavel (AHC) (Fisher et al.,
1982). La morfologia de la célula conididgena (observacion de la ontogenia conidica) es
una caracteristica taxondmica primaria. Estas células conidiégenas pueden ser

monofidlides (Figura 7) o monofialides y polifialides (Nelson et al., 1994).

La presencia o ausencia de clamidosporas es fundamental en la taxonomia. Si
estan presentes, se encuentran por separado, en parejas, en grumos o en cadenas, ya sea
con paredes rugosas o lisas (Nelson et al., 1994). Pueden producirse tanto a partir del

micelio como a partir de los macroconidios.

e

Figura 7. Morfologia de la célula conididgena (A) monofidlides y (B) polifidlides. Tomado de
Carrillo 2003.
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La morfologia y la pigmentacién de la colonia fungica, incluidas la presencia o
ausencia de esporodoquios, esclerocios o estroma, son caracteristicas utiles para
describir una especie cuando se realizan los cultivos bajo condiciones controladas de
sustrato, luz y temperatura; sin embargo, no deben considerarse como criterios
adecuados para la diferenciacion. En algunos casos, la pigmentacion de las colonias que
se desarrollan en medios ricos en carbohidratos es variable. Booth (1971) utilizo
también, como una caracteristica taxondmica, la tasa de crecimiento lineal del hongo

bajo condiciones controladas.

1.3.3. Complejo de especies de Fusarium graminearum

La estructura del género Fusarium es polifilética y agrupa especies anamorfas de

diferentes géneros teleomorfos del orden Hypocreales (O "Donnell, 1996)

Debido a las diferencias de fertilidad y la manifestacion fitopatoldgica, la especie
F. graminearum fue dividida en dos grupos. El grupo 1, asociado a la podredumbre de
la corona, fue redefinido como F. pseudograminearum, mientras que el grupo 2 se
mantuvo como F. graminearum (Aoki y O'Donnell, 1999; O'Donnell et al.,, 1998), al
cual O'Donnell et al. (2000) asignaron 7 linajes biogeograficos monofiléticos, definidos
con base en la relacion de secuencias de ADN de una serie de genes polimorficos. En el

hemisferio sur se encontraron los linajes 1 a 5; y, los linajes 6 y 7 en el hemisferio norte.

Posteriormente, el andlisis filogenético de secuencias del gen B-tubulina y de la
region intergénica del ADN ribosomal (IGS), permitieron determinar 9 especies
distintas dentro de F. graminearum; pero morfolégicamente indistinguibles, (O'Donnell
et al., 2004). Otros trabajos elevaron a 13 el nimero de especies que conformarian el
complejo de especies de F. graminearum (FGSC, acronimo en inglés de Fusarium
graminearum Species Complex) (Starkey et al., 2007; O’Donnell et al., 2008; Yli-
Mattila et al., 2009).

Actualmente, el complejo FGSC posee al menos 16 especies diferentes. Ciertas
especies manifiestan distribuciones geograficas especificas (F. asiaticum 'y
F. graminearum sensu stricto abundan en China); o exhiben preferencia de hospedero
(trigo, maiz, cebada o arroz) (Hao et al. 2016). Fusarium graminearum sensu stricto es
dominante en trigo en China y Brasil (Del Ponte ef al., 2014). En la Argentina, se ha

identificado unicamente la presencia de F. graminearum sensu stricto como patdgeno
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de trigo (Ramirez et al., 2007; Sampietro et al., 2010). Ademds, se han encontrado

cepas pertenecientes a F. meridionale y F. boothii en maiz (Sampietro et al., 2010).

1.3.4. Herramientas moleculares utilizadas en la identificacion

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, acrénimo en inglés de Polymerase
Chain Reaction), descrita en la década de 1980 (Saiki ef al., 1985; Mullis et al., 1986),
revolucioné la biologia molecular (Reece, 2004) y los procedimientos de diagnostico
fitopatoldgicos (Martinez-de la Parte et al., 2014). Este método permite la amplificacion
de millones de copias de secuencias especificas de ADN, que se obtienen al repetir
ciclos de desnaturalizacion, hibridaciéon y extensiéon que se producen a distintas
temperaturas. Para esta reaccion, se utilizan oligonucledtidos especificos (cebadores),
desoxirribonucleodtidos trifosfato (dNTP) y una polimerasa termoestable (Taq
polimerasa) en un tampon adecuado. Las principales ventajas de las técnicas de PCR

incluyen la alta sensibilidad, la especificidad y la fiabilidad (Capote et al., 2012).

Los tres pasos en cada ciclo de PCR son los siguientes (Reece, 2004):
1. Desnaturalizacion: las dos cadenas de la molécula de ADN se separan por
calentamiento. Este paso se realiza frecuentemente a 94°C.
ii.  Hibridacion: entre 45 a 60°C se favorece la hibridacion del cebador con las
secuencias complementarias del ADN.
iii.  Extension: la Taq polimerasa se une al extremo 3’ libre del cebador y adiciona
nucleotidos para sintetizar la nueva cadena de ADN en la direccion 5 a 3', a una

temperatura 6ptima de 72°C.

En muchos casos, la biologia molecular ha facilitado la identificacién de patdgenos
fingicos a partir de sus secuencias de ADN. En los ultimos afios, ha habido un gran
progreso en el desarrollo de las herramientas y técnicas de biologia molecular para el
estudio de la variacion genética entre los aislamientos fungicos, la taxonomia y la

epidemiologia asociada con hongos (Refai et al., 2015).

La taxonomia clasica del género Fusarium se ha beneficiado con técnicas de
biologia molecular empleadas para resolver algunas limitaciones como la dificultad de
diferenciar hongos estrechamente relacionados, delimitar eficientemente algunos

taxones y la laboriosidad de los métodos (Guarro et al., 1999).
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Para el estudio taxonémico de hongos se emplean cominmente las secuencias de
los genes que codifican para sus ARNr y sus regiones espaciadoras internas (ITS). Es
frecuente la tendencia a realizar andlisis multigénicos con el propdsito de incrementar el
grado de confianza de los resultados obtenidos. Ademas de los genes mencionados, para
el género Fusarium se utilizan genes estructurales que codifican proteinas como
B-tubulina (BT2, TUB), el factor de elongaciéon la de la traduccion (EF-la) y la
calmodulina (CAL) (Taylor y Fisher, 2003). Los genes estructurales EF-1a y RPB2 han
demostrado tener un alto nivel de resolucion para el género Fusarium, porque
discriminan especies incluso dentro de complejos de especies (Geiser et al., 2004;

Balajee et al., 2009).

En la actualidad existen bases de datos que permiten el acceso a secuencias de
genes de especies de Fusarium, entre estas se encuentran la Fusarium MLST Database y

FUSARIUM-ID (Geiser et al., 2004; Balajee et al., 2009;

http://www.westerdijkinstitute.nl/fusarium/).

1.4. Micotoxicosis y produccién de micotoxinas por especies del género Fusarium

Los dafios ocasionados por la FET incluyen pérdidas en el rendimiento como
consecuencia de la reduccion del numero y del peso de los granos (Bai et al., 2001). A
esto se suma la contaminacion de los granos con micotoxinas, metabolitos secundarios
persistentes y termoestables sintetizados por los patogenos durante el proceso infectivo,
que pueden acumularse en alimentos, piensos o forrajes y, en dosis relativamente bajas,
causar problemas de salud en humanos y animales (Kendrick, 1992; de Galich, 2002;

Atanda et al., 2013).

En la Edad Media se evidencio el impacto de las micotoxinas cuando los alcaloides
producidos por diversas especies de Claviceps, que ocasionan el cornezuelo del centeno,
intoxicaron a un gran nimero de personas en Francia durante el afio 945 (van Dongen y
de Groot, 1995; Peraica y Domijan, 2001). Posteriormente, entre los afios 1940 y 1950,
una enfermedad letal para el ser humano causada por toxinas de especies del género
Fusarium, denominada “Leucopenia Téxica Alimentaria (ATA)” se reportd en Rusia.
Del mismo modo, en 1938 en Japon la citreoviridina, producto metabdlico de
Penicillium citreonigrum, fue la responsable de la “enfermedad del arroz amarillo” que
produjo en los humanos una cardiomiopatia letal, con lesiones similares a las

observadas en el beri-beri (Peraica y Domijan, 2001).


http://www.westerdijkinstitute.nl/fusarium/
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La industria ganadera también se ha visto afectada por las micotoxinas. En 1822, en
Nueva Zelanda se produjo la devastacion de la produccion ovejera a causa de eczema
facial, una infeccion micoética causada por Pithomyces chartarum. Entre otros sindromes
letales ocasionados por hongos se encuentran la leucoencefalo-malacia equina
(F. verticillioides, reportada en EE.UU. entre 1930 y 1970; la stachybotryotoxicosis
(Stachybotrys chartarum), en la URSS en 1930; y, la enfermedad del moho rojo
(Neurospora sitophila), en Japon entre 1945 y 1947 (Atanda et al., 2013).

En 1965 Blount mencion6 que, a pesar de los antecedentes, la atencién que se
prestd a las enfermedades fingicas fue escasa. Sin embargo, en 1960, cuando la
“enfermedad X de los pavos” matd a miles de animales de corral en Gran Bretana; el
mundo tom6 conciencia de los riesgos asociados a las micotoxinas y respondid al
desastre mediante un enfoque sistematico y multidisciplinario, que llevo al
descubrimiento de las aflatoxinas como contaminantes mortales presentes en el cultivo

de mani (Atanda et al., 2013).

La globalizacion del comercio de productos agricolas ha contribuido, de manera
significativa, a la comprension de los riesgos potenciales de las micotoxinas
(Zaki et al., 2012). Comunmente se considera que los productos naturales son seguros;
sin embargo, la contaminacion de alimentos humanos o animales con toxinas naturales

puede generar problemas e incluso enfermedades graves (Yiannikouris y Jonany, 2002).

Ninguna region del mundo esta exenta del problema que implica la presencia de
micotoxinas, que en ciertas areas geograficas se producen mas facilmente que en otras
(Akande, 2006). Asi, en Africa y en Asia prevalece la producciéon de aflatoxinas; en
Australia dominan las aflatoxinas y fumonisinas; en América del Norte, las aflatoxinas,
ocratoxina, zearalenona (ZEA) y los tricotecenos; en América del Sur se encuentran
aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina, tricotecenos (DON y la toxina T-2); en Europa del
Este, la ZEA y los tricotecenos; y en las regiones de Europa Occidental la ocratoxina,

ZEA y los tricotecenos (Theshiulor ef al., 2011).

En la década de 1990 ya se consideraba que las micotoxinas producian pérdidas del
orden de los miles de millones de dolares (Trail et al., 1995). En 2005, Lowlor y Lynch

(citado por Theshiulor ef al., 2011) estimaron que las micotoxinas afectaban hasta un
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25% de los cultivos mundiales cada afio. La conciencia de la seguridad en la produccion
de alimentos y piensos ha aumentado, ya que los métodos para las pruebas de residuos y
sustancias indeseables son cada vez mas sofisticados y estan disponibles en todos los

puntos de la cadena de suministro (Zaki et al., 2012).

Muchos de los hongos toxigénicos estan ampliamente distribuidos en el planeta. La
micobiota natural relacionada con la produccion de alimentos estd dominada por tres
géneros: Aspergillus, Fusarium 'y Penicillium (Pitt, 2000), que producen las micotoxinas
aflatoxinas, ocratoxina, tricotecenos, ZEA, fumonisinas y/o patulina, consideradas de
alta preocupacion, por su toxicidad y ocurrencia (Akande, 2006; Malbran, 2013; Cano-

Sancho et al., 2014).

1.4.1. Estructuras y propiedades de las micotoxinas producidas por especies del

oénero Fusarium

Entre las micotoxinas producidas por especies del género Fusarium, las de mayor

importancia son los tricotecenos, la ZEA y las fumonisinas (D'Mello, 2004).

1.4.1.1. Tricotecenos

Constituyen el grupo mas importante de micotoxinas producidas por las especies
del género Fusarium (Peraica y Domijan, 2001). Se identificaron como tricotecenos
después del descubrimiento de la tricotecina, un metabolito antifingico producido por
Trichothecium roseum (Freeman y Morrison, 1949). Basado en el esqueleto de la
tricotecina, Grove (1988) aislo6 un total de 148 tricotecenos (WHO, 1990),
posteriormente Grove (1996) describi6 182 tricotecenos en su trabajo “Tricotecenos no-

macrociclicos, parte 2”.

Los tricotecenos son sesquiterpenoides ciclicos, compuestos por un nucleo central
de anillos de ciclohexeno y tetrahidropirano fusionados. Ademas, una parte de un
ciclopentilo también estd fusionada al anillo de tetrahidropirano, a través del C, y Cs
(Foroud y Eudes, 2009). Se clasifican de acuerdo con la presencia o ausencia de grupos
funcionales caracteristicos (Figura 8). Todos los tricotecenos poseen un epodxido en la
posicion del Ci2 y Ci3, que es responsable de su actividad toxicoldgica. En general, los
tricotecenos son resistentes a la degradacion por factores ambientales, que incluyen la

luz y la temperatura. Son compuestos no volatiles (Sudakin, 2003).
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Figura 8. Estructura quimica de los tricotecenos. Tomado de Foroud y Eudes, 2009.

Se subdividen en cuatro grupos basicos. Los tricotecenos de tipo A y de tipo B se
diferencian por la presencia o ausencia de un grupo carbonilo en la posicioén Cs; los de
tipo C poseen un grupo epoxido adicional, en las posiciones C7y Cs6 Coy Cio; vy, los de
tipo D contienen un anillo macrociclico, entre las posiciones C4 y Cis (Figura 9)

(Sudakin, 2003).

Los tricotecenos pertenecientes a los grupos A y B son los mas importantes ya que
son producidos por las especies relacionadas con la FET. Dentro del primer grupo, se
encuentran las toxinas T-2 y HT-2, producidas por F. sporotrichioides y F. poae.
Dentro del grupo B estan los tricotecenos DON y sus derivados acetilados, 3-ADON y
15-ADON; y, NIV y su derivado acetilado 4-acetil NIV (o fusarenona X) (Mirocha et
al., 2003). La produccion de estas micotoxinas usualmente estd vinculada con
F. graminearum, aunque Abramson et al. (1993) ha citado a F. avenaceum, F. cerealis,

F. culmorum, F. equiseti, F. poae y F. sporotrichioides como posibles productores.

La fitotoxicidad del DON y de otros tricotecenos fue caracterizada desde los
primeros afios de su estudio (Miller et al., 2001). Estos compuestos producen clorosis,
necrosis o marchitamiento de las plantas susceptibles (McCormick, 2003) y se
relacionarian con los mecanismos de la accidon patogena de los hongos. Al ingresar los
tricotecenos a los tejidos de la planta, inhibirian la sintesis de proteinas necesarias para
la activacion de los mecanismos de defensa de la planta, lo que facilitaria el crecimiento

del hongo.
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Group A: T-2 toxin

Group B: Deoxynivalenol
.OH

Group D: Satratoxin G

Figura 9. Estructura quimica de algunos de los representantes de los cuatro grupos basicos de

tricotecenos. Tomado de Sudakin, 2003.

Se ha reportado que podria existir una correlacion entre la agresividad de los
aislamientos y la produccion de DON por parte de F. graminearum y F. culmorum
(Desjardins et al., 1996; Wang et al., 2006). Posiblemente la capacidad del aislamiento
para infectar trigo o maiz no se vea significativamente afectada con la menor
produccion de estas micotoxinas, pero la menor agresividad consecuente puede reducir

el avance y la extension de la infeccion (Proctor et al. 1995; 1997).

En el cultivo de trigo, cebada y maiz, el tricoteceno mas frecuentemente encontrado
como contaminante es el DON. Debido a que estos cultivos constituyen las dos terceras
partes de la produccion mundial de cereales, el DON es considerado como la
micotoxina mas importante en el mundo en términos de exposicion humana (Miller et
al., 2001). No se conocen con exactitud los niveles de DON que pasan a la sémola; sin
embargo, Dexter et al. 1997 mencionan que podria ser alrededor del 50%. En spaghetti
y tallarines cocidos la concentracion de DON es menor ya que esta micotoxina se lixivia

al agua durante el proceso de coccion (Nowicki et al., 1998).

Un criterio de clasificacion de los aislamientos fungicos que también se utiliza
ampliamente se fundamenta en la naturaleza quimica de las micotoxinas producidas por

ellos. El quimiotipo de microorganismos o de plantas, tradicionalmente, se ha definido
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como el fenotipo quimico y generalmente se determina mediante andlisis quimicos;
mientras que el genotipo fue definido como la constitucion genética o secuencia de
ADN. Mediante la caracterizacion genética, con ayuda de una reaccion de PCR, es
posible predecir el quimiotipo de hongos y plantas de importancia en la alimentacion y

la agricultura (Desjardins, 2008).

De acuerdo con la naturaleza de los tricotecenos que producen, los aislamientos de
F. graminearum pueden pertenecer a uno de los siguientes tres quimiotipos (Moss y
Thrane, 2004):
i.  Ia 6 3-ADON, que produce principalmente DON y 3-ADON.
ii. Ib 6 15-ADON, que produce principalmente DON y 15-ADON.
iii. I 6 NIV, que produce principalmente NIV y 4-ANIV.

A nivel mundial se ha observado variacion en el potencial toxigénico de
poblaciones de F. graminearum. En Europa, el quimiotipo 15-ADON se ha encontrado
con mayor frecuencia en paises como Francia, Alemania, Italia, Luxemburgo y Turquia;
en diferentes regiones de Rusia y paises cercanos se ha encontrado la predominancia del
quimiotipo 3-ADON, al igual que en Escandinavia y Finlandia (Castafares et al., 2014).
Aunque en América del Norte el quimiotipo 15-ADON predomina, se ha reportado un
aumento en la incidencia del quimiotipo 3-ADON (Ward et al., 2008). En algunos
paises de América del Sur (Brasil y Uruguay) el quimiotipo predominante en trigo es el
15-ADON (Del Ponte ef al., 2014). En la Argentina, también se ha determinado que
predomina en las poblaciones de F. graminearum el quimiotipo Ib (Lori et al., 2003;

Malbran et al., 2014).

La via biosintética de los tricotecenos ha sido bien detallada. El proceso se
encuentra regulado por el gen 776 (Matsumoto et al., 1999). Generalmente, el
funcionamiento del gen 77i/3 determina la produccion de DON o NIV (Lee et al., 2001;
2002)

En general, la biosintesis de micotoxinas en F. graminearum parece ser mas
sensible a la temperatura que a la disponibilidad de agua (Llorens et al., 2004). Se ha
observado que, en condiciones de campo, la cantidad de micotoxina recuperada depende

de la época del afio en la que se recolectd la muestra (Champeil et al., 2004); mientras
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que, en laboratorio se visualizd que el aumento en la produccion de DON esté ligado a

la humedad relativa (Beyer ef al., 2005).

Diferentes métodos moleculares para la determinacion del quimiotipo han sido
desarrollados durante los ultimos 10 afios (Chandler et al., 2003; Lee et al., 2002; Li et
al., 2005; Quarta et al., 2006; Starkey et al., 2007; Wang et al., 2008). Estos métodos se
basan en el polimorfismo de genes codificantes e intrones (77i3, Tri7, Tril2, Tril3) del
locus TRI, que contiene la mayor parte de los genes implicados en la sintesis de
tricotecenos. Este locus ha evolucionado paralela e independientemente del resto del
genoma (Ward et al., 2002) y resulta util para analizar la estructura de las poblaciones
de F. graminearum. En este sentido, la determinacion de los quimiotipos se ha utilizado
para discriminar linajes dentro de F. graminearum (Lee et al., 2009). En general, el
complejo FGSC produce basicamente tricotecenos del grupo B, como NIV, 3-ADON y
15-ADON (Ward et al., 2002).

La biosintesis de los tricotecenos inicia cuando el farnesil pirofosfato se cicla en un
producto tricoteceno no toxico, denominado tricodieno, bajo la accion catalitica de la
enzima tricodieno sintasa (TRIS), codificada por el gen 7ri5 (Hohn y Vanmiddlesworth,
1986; Desjardins et al., 1993). Se ha observado que la inactivacion del gen 7ri5 no
altera la capacidad de las cepas de F. graminearum para infectar la espiga de maiz, pero
disminuye la agresividad de los mutantes (Proctor et al., 1995; Desjardins et al., 1996).
La enzima citocromo P450 monooxigenasa multifuncional, TRI4, cataliza las siguientes
4 etapas de la ruta (hidroxilacion, epoxilacion y 2 hidroxilaciones més) (Hohn et al.,
1995). El producto final de la actividad TRI4, el isotricotriol, se somete a dos pasos no
enzimdticos de isomerizacion (McCormick et al., 1990), que incluyen una ciclacion que
produce enlaces C-O, entre el oxigeno del C> y Cii. El producto, isotricodermol, que
forma la estructura del esqueleto del tricoteceno, se acetila en el C3 por accion de
TRI101 (McCormick et al., 1999), y es hidroxilado por TRI11 en el C;s, para producir
15-deacetilcalonectrina (Alexander et al, 1998). La 15-deacetilcalonectrina puede
actuar como un sustrato para la produccion de DON, por hidroxilacién del C3 y C7 y la
adicion de un grupo cetona en el Cs. Puede ser acetilado por la actividad de TRI3 en el
Cis, para producir calonectrina (McCormick et al., 1996). La calonectrina sirve como
sustrato para la sintesis de los derivados acetilados de DON y NIV (3, 15-

diacetildeoxynivalenol, 15-acetildeoxinivalenol y 4-acetilnivalenol (Desjardins, 2008).



29

1.4.1.2. Zearalenona (ZEA)

La ZEA es una micotoxina insoluble en agua y termoestable (Figura 10) (Akande et
al., 20006), producida por F. graminearum y otras especies del género Fusarium (Zain,
2011). Con frecuencia esta micotoxina se encuentra en el maiz. Sin embargo, a nivel
mundial, se la ha encontrado también en otros cultivos importantes, como trigo, cebada,

sorgo y centeno (Richard, 2007).

OH O

HO

0
Figura 10. Estructura quimica de la zearalenona (ZEA). Tomado de Richard, 2007.

Es un compuesto no esteroideo que presenta actividad similar al estrégeno en
vacas, ovejas y cerdos (Zain, 2011; Richard, 2007). La ZEA habitualmente se produce

como co-contaminante con ciertos tricotecenos (D'Mello, 2004).

1.4.1.3. Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas clasificadas en 6 tipos (FA1, FA»,
FB1, FB», FB3 y FB4). La serie A contiene amidas y la serie B posee una amina libre
(Gelderblom et al., 1992). Son toxinas no fluorescentes, termoestables (Dupuy et al.,
1993; Arifo, 2008), fotoestables y solubles en agua (International Agency for Research
on Cancer, 1993). En 1988, se describid por primera vez su estructura quimica y hasta el
momento se han encontrado mas de 28 homologos. La estructura B es la mds comun y

la mas estudiada dentro del grupo (Figura 11) (Cano-Sancho et al., 2014).

Son producidas por especies de Fusarium, principalmente F. verticillioides y
F. proliferatum, cuyas cepas varian en su capacidad productora de esta toxina. El maiz
es el principal producto afectado por este grupo de compuestos, aunque también se han
encontrado, con menor frecuencia, en sorgo, arroz y trigo (Cendoya ef al 2018). A partir
de granos de maiz asintomaticos se ha identificado una cantidad considerable de

fumonisinas (Richard, 2007).
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Figura 11. Estructura quimica de la fumonisina B;. Tomado de Richard, 2007.

1.4.1.4. Moniliformina (MON)

La MON o acido semi-cuadrado son nombres comunes para el compuesto 3-
hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona. Steyn et al. establecieron que la estructura quimica de
MON es inusual para un producto natural (Figura 12). Debido al bajo valor de pKa
(< 1,7), MON no se encuentra como acido libre en la naturaleza, pero abunda como una

sal soluble sodica o potasica (Peralta y Degrossi, 2004).

Es una micotoxina producida al menos por una treintena de especies de Fusarium
principalmente, entre las fitopatdgenas, se encuentran F. proliferatum y F.
subglutinans; se ha encontrado como contaminante natural de diferentes sustratos en
distintas areas geograficas (De Nus et al., 1996; Fotso et al., 2002; Hallas-Mpller et al.,
2016; Zain, 2011). En maiz, esta toxina es producida por F. proliferatum,
F. subglutinans y F. temperatum; mientras que en trigo la produce F. avenaceum
(Chelkowski, 1998; Lew et al., 1996; Sainz et al., 2012). La informacion que existe
sobre los efectos perjudiciales de MON sobre los animales aun es limitada, ya que no se
han realizado estudios en profundidad por considerar que esta no es una micotoxina de
tipo cancerigena y que debe ser consumida en altas cantidades para producir efectos

toxicos significativos (Peralta y Degrossi, 2004).

NI

———

ONa
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1.4.2. Efecto de las micotoxinas sintetizadas por especies del género Fusarium

sobre la salud humana v animal

Las sustancias toxicas son casi omnipresentes en el ambiente (Vasanthi y Bhat,
1998; Bhat y Vasanthi, 2003). Se han establecido 3 vias de exposicion humana a
compuestos toxicos: oral, respiratoria y dérmica. La exposicion oral es la méas comun, se
produce a partir de la ingesta de alimentos preparados con plantas y productos animales
contaminados con metabolitos toxicos. La exposicion respiratoria se produce por el
contacto con cantidades grandes de alimentos almacenados, por permanecer en
habitaciones altamente contaminadas o en oficinas con ventilacion artificial.
Finalmente, la exposicion dérmica esta limitada a micotoxinas que pueden atravesar la

barrera cutdnea, como algunos tricotecenos (Peraica y Domijan, 2001).

Se conoce que los rumiantes, en general, poseen mayor tolerancia a las micotoxinas
que las especies no rumiantes, gracias a la capacidad de desintoxicacion por parte de la
microflora que habita en el rumen. En este sentido, el ganado mas sensible es el
porcino; mientras que las aves de corral se encuentran en un punto intermedio (Ratcliff,
2002). La correcta gestion del riesgo que genera el consumo de micotoxinas depende
del conocimiento de la absorcion, el metabolismo, el traspaso y el perfil toxicoldgico de

cada toxina (Kan y Meijer, 2007).

La toxicidad asociada con los metabolitos secundarios mas relevantes producidos

por especies de Fusarium relacionadas con la FET se detalla a continuacion.

1.4.2.1. Efectos de los tricotecenos.

La manifestacion mas severa de toxicidad de los tricotecenos se produjo en la
URSS, entre 1932 y 1947, cuando el 60% de las personas involucradas en el consumo
de alimentos contaminados con la toxina T-2, producida por F. sporotrichoides,
fallecieron como consecuencia de la ATA. Los sintomas iniciales fueron gastritis,
gastro-enteritis, dolor abdominal, dolor de eso6fago y diarrea. El consumo prolongado de
granos contaminados (3-4 semanas) produjo malestar general con vértigo, sabor
desagradable en la boca con leucopenia progresiva, granulocitopenia y linfocitosis

(Peraica y Domijan, 2001).

Los brotes mas recientes de micotoxicosis producidas por tricotecenos fueron

menos severos y no se registraron muertes (Peraica y Domijan, 2001). Eventos de
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toxicosis agudas han ocurrido en Japén (Peraica y Domijan, 2001), China (Luo, 1988) e
India (Bhat ef al., 1989, Ramakrishna et al., 1989). Los sintomas asociados con la
enfermedad fueron dolor abdominal, ndusea, vomito, diarrea, mareos y dolor de cabeza.
Usualmente, los sintomas aparecieron horas después de la ingesta de trigo, maiz o arroz

contaminados con DON, NIV, y/o toxina T-2 (Peraica y Domijan, 2001).

En animales y humanos, el DON produce toxicidad aguda, altera el funcionamiento
del sistema inmunoldgico, tiene efecto hemolitico e inhibe la sintesis d¢ ADN, ARN y
proteinas. Los principales sintomas asociados a su consumo son vomito, rechazo de

alimento (sindrome anoréxico), pérdida de peso y diarrea (Lori y Rizzo, 2007).

1.4.2.2. Efectos de la zearalenona

La ZEA imita el efecto de los estrogenos femeninos. En dosis bajas, aumenta el
tamafio de las glandulas mamarias y de los 6rganos reproductivos; mientras que en dosis
mas altas interfiere con la ovulacion, la implantacion, el desarrollo fetal y la viabilidad
de los animales recién nacidos (Jones et al., 1994). Se ha observado que la ZEA tiene
efecto uterotrofico y la consecuente disminucion de estrogenos provoca la inhibicion del
hipotdlamo y pituitaria anterior, asi como la atrofia de ovarios, testiculos, prostata y

vesiculas seminales (Appelgren et al., 1982; Farnworth y Trenholm, 1983).

En dosis elevadas, se la vincula con abortos en ganado lechero. Otras respuestas
pueden incluir menor consumo de alimento, menor produccion de leche, vaginitis,
secreciones vaginales, bajo rendimiento reproductivo y la ampliacion de la glandula
mamaria en vaquillonas. Se recomienda que ZEA no exceda de 250 ppb (ng kg!) en la

dieta total (Jones et al., 1994).

Existen varios reportes sobre el agrandamiento de mamas y el desarrollo sexual
precoz de infantes, posiblemente conectados con la exposicion a estrogenos relacionada
con la ingesta de alimentos contaminados. En Puerto Rico, Cas encontré6 ZEA en

muestras de sangre de infantes con desarrollo sexual precoz (Peraica y Domijan, 2001).

1.4.2.3. Efectos de las fumonisinas
Se ha encontrado que, en la mayoria de los animales, la presencia de estas
micotoxinas deteriora la funcidon inmunitaria, causa dafio hepatico y renal, disminuye el

peso y aumenta las tasas de mortalidad. En cerdos, de manera especifica, también causa
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dificultades respiratorias (Jones ef al., 1994). Las fumonisinas incrementan la relacion
esfinganina/esfingosina, que se utiliza como un biomarcador de la exposicion animal.
Se demostr6 que los d6rganos blanco de la toxicidad de fumonisinas son el higado
(ratones, ratas, equinos, conejos, cerdos y primates no humanos), rifion (cerdos, ovejas,

ratones y ratas), cerebro (caballos) y pulmones (cerdos) (WHO, 2000).

Se encontr6 que las fumonisinas B y B2 promueven el cancer en ratas (Gelderblom
et al., 1984). La carcinogenicidad de la FB; varia entre especies, cepas y sexo de los
roedores (Peraica y Domijan, 2001). Se ha reportado la ocurrencia de
leucoencefalomalacia equina asociada al consumo de maiz contaminado con
fumonisinas (Ross et al., 1990). Un solo brote de micotoxicosis aguda humana se
informd en 27 aldeas de la India, cuando los estratos sociales més pobres fueron

expuestos a FB procedente de maiz y de sorgo mohosos (Bhat et al., 1997).

Debido a la pobre absorcion y la rapida excrecion en animales, las fumonisinas no
se transfieren de forma significativa a los productos de origen animal como carne de
cerdo, carne de pollo, huevos y leche (Prelusky et al., 1996). Se ha propuesto que la
ingesta diaria de fumonisinas en humanos no deberia superar el 1 pg kg de peso
corporal por dia (Petersen y Thorup, 2001). De acuerdo con Miller et al. (1996), los
limites admitidos de fumonisinas en alimento de animales es 5 ug g™ para caballos y
otras especies equinas, 10 pg g™ para porcinos, 50 pg g'! para el ganado vacuno y 50 pg

gl para las aves de corral.

1.5. Justificacion

En la actualidad, la enfermedad de mayor importancia para el trigo fideo es la FET,
que ocasiona pérdidas en rendimiento como consecuencia de la reduccion del numero y
peso de los granos (Bai et al.,, 2001), ademas de problemas relacionados con la

contaminacion de los granos con micotoxinas (de Galich, 2002).

En la Argentina, estudios previos han permitido caracterizar las poblaciones de
especies del género Fusarium causantes de la FET en trigo pan (Ramirez et al., 2007;
Gonzalez et al., 2008; Kikot et al., 2011; Malbréan et al., 2012; 2014). Sin embargo, se
conoce poco sobre la micobiota causante de la enfermedad en trigo fideo y sobre los
riesgos potenciales que puedan provocar las especies productoras de micotoxinas (Lori

y Sisterna, 2001; Lori et al., 2003; Palacios et al., 2017). Existen indicios de la
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influencia que tienen los procesos de industrializacion del trigo fideo en el contenido de
DON vy en su distribucion en los diferentes productos y subproductos resultantes de la

molienda (sémola, pasta cruda y pasta cocida) (Visconti et al., 2004; Brera et al., 2013).

La identificacion de las especies del género Fusarium a nivel de especie
morfologica requiere de mucha practica y es complicada para un investigador con poca
experiencia (Abedi-Tizaki y Kazem, 2012). En Ecuador los estudios que se han
destacado con relacion a este género fingico se realizaron sobre banano y platano, por
tratarse de uno de los principales productos de exportacion del pais. Sin embargo, desde
hace algunos afos ya se han encontrado indicios de la presencia de fusariosis en
cereales (maiz), como también de distintas patologias causadas por especies de
Fusarium tanto en cultivos extensivos como intensivos (Arias et al., 1996; Sotomayor,

2012).

Considerando la necesidad de contar con profesionales especializados en el
diagnostico de las enfermedades causadas por especies de este género, la presente tesis
se orientard al entrenamiento en la identificacion y caracterizacion de especies del
género Fusarium para que de esta manera en el Ecuador cuenten con especialistas en el
tema. Es por ello que el desarrollo del presente proyecto incluyd una extensa revision
bibliografica sobre la compleja taxonomia del género en estudio, asi como el
adiestramiento en las técnicas convencionales generales y especificas para la
identificacion de las especies del género Fusarium que permitan su posterior aplicacion

en el andlisis integral de fusariosis de cereales u otros cultivos del Ecuador.

Dado que en la campafia 2012/13 las condiciones ambientales fueron altamente
favorables para el desarrollo de la enfermedad en la Argentina (Alberione et al., 2013),
el presente proyecto plantea la caracterizaciéon morfologica y molecular de las especies
de Fusarium que componen la micobiota asociada a la FET en 4 localidades de
produccion de trigo fideo. Esto permitira, ademas, evaluar en los granos el potencial de
contaminacion con distintos grupos de micotoxinas producidas por las especies del

género Fusarium.
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Hipaotesis

Condiciones agroclimaticas como las del Este y las del Oeste de la Provincia de Buenos
Aires generan diferencias cuantitativas en la composicion de la micobiota causante de la
Fusariosis de la espiga en trigo fideo, que determinan el potencial de contaminacion de

los granos con micotoxinas.

Objetivos

* Analizar la composicion de la micobiota asociada con la FET en distintas localidades
de produccion de trigo fideo.

* Determinar el efecto de las especies del género Fusarium presentes sobre la
germinacion de la semilla.

* Identificar a nivel de especie los aislamientos obtenidos con el empleo de marcadores

morfoldgicos, fisioldgicos y moleculares.

* [dentificar a nivel gendmico los quimiotipos de las especies de Fusarium vinculadas

con la FET.



2. MATERIALES Y METODOS

Se recibieron muestras de granos de trigo fideo pertenecientes a la campafia

2012/13 de la Red de Ensayos Comparativos de Variedades de Trigo (RET) del Instituto

Nacional de Semillas (INASE) procedentes de 4 localidades de la region triguera

(Balcarce, Miramar, Cabildo y La Dulce). De cada localidad se obtuvieron muestras de

7 cultivares de trigo fideo (ACA 1801F, ACA 1901F, Buck Granate, Buck Topacio,

Buck Platino, INTA Carilé e INTA Facon) cultivados por cuadriplicado en 2 épocas de

siembra (Primera: junio a enero, Segunda: julio a enero), que sumaron un total de 224

muestras.

A continuacidn, se indican algunas de las caracteristicas agroclimaticas de las

localidades evaluadas en la presente investigacion (Tabla 1):

Tabla 1. Condiciones agroclimaticas

Condiciones Agroclimaticas

Localidad | Tipo de clima
Temperatura media anual (°C) | Precipitacion anual (mm)
Balcarce Cib 13,9 817
La Dulce Cib 13,6 817
Miramar Cib 13,4 850
Cabildo Cfa 14,5 661

Fuente: Climate-Data.org

Las precipitaciones (mm) en las localidades evaluadas (Tabla 2), desde la siembra

hasta la cosecha, en la campafa 2012/13 fueron las siguientes:

36



37

Tabla 2. Precipitaciones por localidad (mm)

Localidad
Mes
Balcarce La Dulce | Miramar | Cabildo
Junio 12,0 45,3 25,5 2,8
Julio 5,6 51,2 11,0 0,0
Agosto 253,6 57,3 229,0 98,5
Septiembre 61,2 56,6 42,0 37,5
Octubre 50,6 84,0 75,0 122,5
Noviembre 63,8 85.9 64,0 77,0
Diciembre 239,3 71,7 156,0 147,5
TOTAL 686,1 452.,0 602,5 485,8

Fuente: Larsen y Jensen, 2013

2.1. Caracterizacion del material biologico, identificacion taxonémica y
mantenimiento de los aislamientos

Para la obtencion de los aislamientos, se homogeneizo el material de cada una de
las muestras al mezclar las repeticiones. Se obtuvieron de esta manera 56 muestras, cada
una correspondiente a una combinacion localidad-cultivar-fecha de siembra. De cada
una de ellas se seleccionaron al azar 100 granos, incluyendo sintomaticos y
asintomaticos, con los que se procedio al aislamiento de las especies de Fusarium. Se
pusieron a prueba dos metodologias con la finalidad de conocer si la desinfeccion de los

granos influia en la obtencion de colonias del género:

1) Desinfeccion de los granos por inmersion en alcohol de 70°, durante 1 min y en
hipoclorito de sodio (0,275 g C1 L"), durante 1 min; lavado en agua destilada estéril
durante 5 min. La siembra se realizd en placas de Petri con medio de cultivo agar
papa glucosado (APG) al 2% (p/v) y con 0,25% (p/v) de cloranfenicol; y,

i1) Sin desinfeccion superficial, la siembra de los granos se realizo en medio de cultivo
APG al 2% (p/v) con 0,6% (p/v) de pentacloronitrobenceno (PCNB polvo mojable
al 75%) y 0,25% (p/v) de cloranfenicol.
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Las muestras se incubaron a 23 + 2°C durante 5 d. Después de este tiempo se
determind el porcentaje de germinacion. Dentro de los granos no germinados se
seleccionaron los que mostraron presencia de Fusarium spp. y las colonias obtenidas a
partir de ellos fueron repicadas a tubos de ensayo con medio APG al 2% (p/v) en pico

de flauta, para efectuar posteriormente la identificacion taxonomica.

De los aislamientos repicados se obtuvieron cultivos monospdricos. Para ello,
porciones de las colonias se transfirieron a viales de 25 mL conteniendo 6 mL del medio
de cultivo liquido de Cappellini y Peterson (1965), que fueron incubados a 25°C en
agitacion constante a 150 rev min™! por 2 d. Transcurrido dicho tiempo se verifico la
presencia de esporas en el medio de cultivo con ayuda del microscopio y un
hematocitometro. Alicuotas de entre 0,5 y 2 pL de los cultivos esporulados se incubaron
en medio de cultivo agar agua al 2% por 48 h a 25°C. Las colonias individuales
obtenidas se transfirieron a cajas de Petri con medio APG para su posterior
identificacion. El mantenimiento de los aislamientos monosporicos se llevd a cabo en

viales con vaselina y con agua destilada estéril a 4°C (Buell y Weston, 1947).

Para la identificacion taxonomica se utilizaron criterios morfoldgicos, biométricos y
culturales. Los aislamientos se sembraron en APG al 2% (p/v) y en medio agar hojas de
clavel (AHC), se incubaron a 22 + 2°C durante 7 a 14 d y se identificaron de acuerdo
con la densidad y pigmentacion del micelio aéreo, la tasa de crecimiento, la produccion
de peritecios y la ontogenia conidica de acuerdo con los criterios de Leslie y Summerell

(2006).

2.2. Identificacion taxonomica mediante herramientas de biologia molecular
La identidad de los aislamientos obtenidos se comprobé mediante el uso de

marcadores moleculares especificos para cada especie.

Para la extraccion de ADN, los aislamientos provenientes de la coleccion
conformada y mantenida a 4°C en agua/vaselina se sembraron en placas de Petri que
contenian medio de cultivo APG al 2% (p/v) con 0,25% (p/v) de cloranfenicol. Las

placas sembradas fueron incubadas a 25 + 2°C durante 7 d.

El ADN genémico se obtuvo de acuerdo con la metodologia descrita por Aljanabi y

Martinez (1997). En un mortero se molieron aproximadamente 250 mg de micelio con
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200 pL de tampdn de extraccion (10 mM Tris-HCI pH 8, 0,4 M NaCl y 2 mM EDTA).
El macerado se trasvasé a un microtubo de 1,5 mL que contenia 200 puL de tampdn de
extraccion. A continuacion, se afadieron a la mezcla 80 pL de solucién de
dodecilsulfato sodico (SDS) al 10% y 20 pL de Pronasa (20 mg L) y se incub6 a 65°C
durante 1 h. Se agregaron 300 puL de una solucién 4 M de NaCl, se mezcld en agitador
Vortex durante 30 s a velocidad maxima y se centrifugd el tubo durante 20 min a
15.000 g. Luego se transfirio el sobrenadante a un nuevo microtubo, se anadidé un
volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 y se centrifugd durante 5 min a
13.000 g. El sobrenadante fue transferido a un nuevo microtubo y se adicioné un
volumen de isopropanol, se homogeneizé invirtiendo el microtubo y se incub6 a -20°C
durante 12 h. El ADN precipitado se centrifugd durante 15 min a 15.000 g, el pellet se
lavé con 100 pL de etanol al 70% y se centrifugd durante 5 min. Luego de secar el

pellet se lo resuspendi6é en 50 pL de agua bidestilada estéril.

La cantidad y calidad del ADN extraido se determinaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,7%, al que se le adicionaron 0,2 mg mL™! de bromuro de etidio
(Sambrook y Russell, 2001). La corrida electroforética se realizd6 a 80 V en tampdn
trisborato-EDTA. Los fragmentos de ADN se visualizaron bajo luz UV y el ADN se
cuantificO por comparacion con las bandas generadas por el marcador molecular

Lambda DNA/Hind III (Fermentas, USA).

Para la realizacion de las reacciones de PCR especificas de las especies de

Fusarium se utilizaron distintos cebadores (Tabla 3).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en volumenes de 20 pL. La
mezcla de reaccion contenia de 12-15 ng de ADN, 200 uM de cada nucledtido (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 0,5 uM de cada uno de los cebadores (FAGOS/Ruralex,
Argentina), 1 U de Taq polimerasa (Highway Molecular Biology-InBio-UNICEN-
Tandil), 1,5 mM de CLMg en tampon de reaccion (50 mM KCI, 10 mM Tris-Cl, 1%
Triton X-100).

El termociclador (PTC-150 MiniCycler™- M.J. Research, INC., USA) se programd
segun la especie a identificar. Para F. graminearum y F. culmorum, el proceso consistio
en un ciclo de desnaturalizacion (95°C) por 3 min, seguido por 38 ciclos de

desnaturalizacion a 95°C por 30 s, hibridacion a 62°C por 20 s y extension a 72°C por
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45 s, se finalizd con un paso de extension (72°C) durante 5 min. En el caso de
F. pseudograminearum, consistié en un ciclo de desnaturalizaciéon (94°C) por 3 min,
seguido por 38 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 30 s, hibridacion a 55°C por 30 s
y extension a 72°C por 90 s, se finaliz6 con un paso de extension (72°C) durante 3 min.
Para F. cerealis y F. sambucinum, por su parte se utilizd un programa consistente en un
ciclo de desnaturalizacion (94°C) por 5 min, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacién
a 94°C por 1 min, hibridacién a 60°C por 1 min y extension a 72°C por 2 min, se
finaliz6 con un paso de extension (72°C) durante 3 min. Hasta su recuperacion todas las

reacciones fueron mantenidas a 15°C.

Tabla 3. Cebadores utilizados para la identificacion por PCR de las especies de Fusarium y su secuencia.

Especie Cebador Secuencia Longitud Autores
FgloNF (5’ - ACA GAT GAC AAGATTCAGCGA CA-3) Nicholson et al.
(1998) y
F. graminearum 280 pb modificado por
Fgl6NR (5" - TTC TTT GAC ATC TGT TCA ACC CA - 3") Mal(bzrg?;)’ al.
FcOlF (5 -ATG GTGAAC TCGTCGTGGC - 3’) )
F. culmorum 570 pb Nwhalggg)et al
FcO1R (5°-CCCTTC TTA CGC CAATCT CG-37)
Fpl-1 (5’ - CGG GGT AGT TTC ACA TTT CCG - 3°) )
F. pseudograminearum 523 pb Aoki %,1(9);9))0 nnell
Fpl-2 (5’ - GAG AAT GTG ATG ACG ACA ATA -3°)
Cro-AF (5’ - CTC AGT GTC CAC CGC GTT GCG TAG - 3°) Yoder y
F. cerealis 842 pb Christianson
Cro-AR | (5’ -CTC AGT GTC CCA ATC AAA TAG TCC - 3°) (1998)
Sam-EF (5 - CAG AAG CGG AGC AAG TTC ACA ATC -3") Yoder y
Christianso (1998)

F. sambucinum 312 pb
Sam-ER (5= CAG AAG CGG ATG GAG ATG TAA AGT - 3?)

Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1% (p/v) que contenian 0,2 mg mL"' de bromuro de etidio. La corrida se
realizé a 80 V en tampdn Trisborato-EDTA. Los fragmentos de ADN se visualizaron
bajo luz UV y su tamafio se estimd por comparacion con las bandas generadas por un
marcador molecular de ADN de 1 kb (Highway Molecular Biology- InBio- UNICEN-
Tandil).
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2.3. Analisis genomico de los quimiotipos de las especies de Fusarium vinculadas
conla FET

El quimiotipo de los aislamientos identificados como pertenecientes a especies de
Fusarium productoras de tricotecenos del grupo B fue determinado mediante las
metodologias de multiplex PCR desarrolladas por Starkey et al. (2007). Se utilizaron
para ello los cebadores disefiados a partir de las secuencias de los genes que codifican
para la sintesis de la 15-O-acetil-transferasa (TRI3) y de la bomba de eflujo (TRI12)
(Alexander et al., 1999), previamente validados por Ward et al., (2002) (Tabla 4).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 10 pL. La mezcla de
reaccion contenia 12-15 ng de ADN, 200 uM de cada nucleotido, 0,5 uM de cada uno
de los cebadores (FAGOS/Ruralex, Argentina), 0,5 U de Taq polimerasa (Highway
Molecular Biology-InBio-UNICEN-Tandil), 1.5 mM Cl.Mg en tamp6n de reaccion.

Se program¢ el termociclador (PTC-150 MiniCycler™- M.J. Research, INC., USA)
para un ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 2 min, seguida por 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 s; hibridacion a 52°C por 30 s; extension a 72°C por 1
min; y, se finalizd6 con un paso de extension a 72°C durante 3 min. Hasta su

recuperacion, la reaccion fue mantenida a 15°C.

Tabla 4. Secuencias de cebadores utilizados para la deteccion de quimiotipos

Gen Cebadores Observaciones

3CON (5’ - TGG CAA AGA CTG GTT CAC - 3?) El cebador 3CON es comun para todos
los quimiotipos, mientras que los
3NA (5 — GTG CAC AGA ATATACGAGC-3") cebadores 3NA, 3DI5A y 3D3A son
TRI3 especificos de cada quimiotipo.

3D15A (5° — ACT GAC CCA AGC TGC CAT C - 3”) | Tamafio de Amplicones: NIV 840 pb, 15-
ADON 610 pb, 3-ADON 243 pb.

3D3A (5’ - CGC ATT GGC TAA CAC ATG - 37)

El cebador 12CON es comun para todos
los quimiotipos, mientras que los
cebadores 12NF, 12-15F y 12-3F son
12NF (5’ —TCT CCT CGT TGT ATC TGG - 3’) espec{ﬁcos de cada quimiotipo,

TRI12 Tamafio de Amplicones: NIV 840 pb, 15-
12-15F (5> —= TAC AGC GGT CGC AACTTC - 3) ADON 670 pb, 3-ADON 410 pb

12CON (5° — CAT GAG CAT GGT GAT GTC - 3%)

12-3F (5’ - CTT TGG CAA GCC CGT GCA - 3”)

Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en geles de

agarosa al 1,5 % (p/v), que contenian 0.2 mg mL™' de bromuro de etidio. La corrida se
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realizé a 80 V en tampon Trisborato-EDTA. Los fragmentos de ADN se visualizaron
bajo luz UV y sus tamafios se estimaron por comparacion con las bandas generadas por
un marcador molecular de ADN de 1 kb (Highway Molecular Biology- InBio-
UNICEN- Tandil).

2.4. Analisis estadistico
Se recogieron datos de porcentaje de germinacion de las semillas analizadas y
especies fungicas encontradas en cada muestra. Estos datos se relacionaron con la época

de siembra y la localidad de procedencia de la muestra.

Los valores de porcentaje de germinacion, velocidad de crecimiento micelial y
frecuencia de aislamiento de especies de Fusarium se analizaron mediante analisis de

varianza (ANOVA) y las medias se compararon con el test de Tukey (p < 0,05).

Los andlisis estadisticos se realizaron con ayuda del programa informatico

Statgraphics v.16.1.03.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento e identificacion taxonomica

A partir de las muestras de trigo fideo se obtuvieron 169 aislamientos, que fueron
identificados como pertenecientes a distintas especies del género Fusarium sobre la
base de sus caracteristicas culturales y biométricas, su morfologia y su ontogenia

conidica.

En los medios de cultivo APG y AHC se observaron diferencias tanto en las

caracteristicas culturales como morfologicas de las colonias obtenidas (Figura 13).

Figura 13. Identificacion morfo-biométrica de los aislamientos. (A) coloracion de micelio aéreo en agar
papa glucosado (APG); (B) coloracion de medio de cultivo agar papa glucosado (APG); (C) siembra en

medio de cultivo agar hojas de clavel (AHC); (D) tamafio y forma de los macroconidios.

Al analizar los criterios morfo-biométricos y culturales para la identificacion de las
especies, se observo que la densidad del micelio y la pigmentacion del medio de cultivo

APG variaban segun la especie (Figura 14).
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Figura 14. Caracteristicas
de las colonias de distintas
especies de Fusarium en
APG. La imagen superior
de cada par muestra el
anverso (micelio) y la
imagen inferior, reverso la
pigmentacion de la colonia
en el medio de cultivo para:
(A) F. cerealis;

(B) F. graminearum;

(C) F. oxysporum;

(D) F. poae;

(E) F. proliferatum;

(F) F. pseudograminearum;
(G) F. semitectum 'y

(H) F. subglutinans
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Al evaluar la velocidad media de crecimiento (Figura 15 y Tabla 5), se encontrd
que los aislamientos de F. cerealis y F. graminearum tuvieron el crecimiento mas
rapido, completaron el diametro de la placa de Petri 4 d después de la siembra; seguidos
de las de F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, y F. pseudograminearum, que lo

hicieron en 5 d; mientras que F. semitectum y F. subglutinans, lo hicieron en 6 d.

Figura 15. Crecimiento de una colonia de F. pseudograminearum en APG a distintos tiempos de

incubacion.

Tabla 5. Velocidad de crecimiento micelial seglin especie

Especie Velocidad (mm/d) *
F. cerealis 16,602

F. graminearum 16,302

F. oxysporum 11,67°¢

F. poae 14,27°

F. proliferatum 13,10

F. pseudograminearum 14,00°

F. semitectum 9,974

F. subglutinans 13,43"

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De acuerdo con el analisis estadistico (F = 49,64; p < 0,01), se observaron diferencias
significativas entre las especies de Fusarium para la velocidad de crecimiento micelial.
F. cerealis y F. graminearum presentaron las mayores velocidades medias de crecimiento,
coincidiendo con Leslie y Summerell (2006) quienes mencionan que estas especies son de altas

tasas de crecimiento micelial en APG.

A partir de la observacion microscépica se establecieron las caracteristicas morfologicas y
biométricas de los conidios y de otras estructuras (forma, tamafio, nimero de septos, analisis de
las células apicales y basales, presencia o ausencia de clamidosporas), asi como las
caracteristicas culturales (forma, pigmentacion, tasa de crecimiento o tipo de micelio) que
permitieron determinar la identidad de las especies aisladas y efectuar una descripcion de las

mismas (Tabla 6 y Figura 16).



Tabla 6. Identificacion morfo-bioldgica de las distintas especies de Fusarium aisladas de muestras de trigo fideo.

. . Lo L Conidios Nuamero
Especie Caracteristicas del micelio | Crecimiento — _ — Clamidospora Célula apical Célula basal
Macroconidio Microconidio de septos
micelio aéreo flocoso de Forma  curva :
F acuminatum L Lado dorsal: curvatura usualmente presente -5 laread Forma de pie no
: color blanco con ento alargada y .
. . moderada. ausentes (abundante) tan prominente.
pigmentacion rosa. estrecha.
micelio blanco aéreo denso
i ue con el tiempo se pone Lado dorsal: curvatura presente Forma curva y Forma de pie
F. cerealis q i P por Répido pronunciada. ausentes ~5 estrecha en la .
marréon.  Reverso  rojo Lado ventral: casi recto (abundante) - pronunciada.
carmin. ) P )
micelio aéreo denso. Su . .
Delgados de longitud mediana. :
i color varia de blanco a - resente - Forma de pie
F- graminearum naranja palido. Reverso Répido Lado dorsal: arqueados Lado ausentes (alP;undante) "5-6 Forma cénica desarrollada ’
ranja - p ’ ventral moderadamente curvo ’
rojo carmin.
micelio  algodonoso  de Delgados de longitud pequeiia a resente presente Forma conica - | Pie en forma de
FE. oxysporum color blanco. Revés meldn Medio mediana. Rectos a ligeramente P ~3
0 crema opaco CUVOS (ovalados) (abundante) curvada. punta.
micelio aéreo abundante de resente
F. poae color blanco palido que con Répido (plobosos presente
el tiempo se torna marron P ri don dos)’ (abundante)
rojizo. Aroma frutal.
presente
. T L se observan en
F. proliferatum micelio aéreo, color inicial ga denas
blanco con la edad es Medio L Ausente
violeta o piirpura caracteristicas
' en mono |y
polifialides)
F. pseudograminearum L Delgados. Lado dorsal:
micelio abundante de color . derad presente 5.6 F F de pi
blanco a amarillo y rojo Medio curvatura moderada. ausentes (abundante) - orma curva orma de pie.
' Lado ventral: casi recto.
Mesoconidios
; T se observan
F. semitectum micelio aéreo abundante y facilmente  al presente
denso de color blanco que Lento microsconio (pero no es
se torna baige o marrén plo- comun)
Parecen orejas
de congjo.
presentes
micelio abundante, al inicio (ovalados se
F. subglutinans de color blanco con la edad lento producen  en Ausente

toma una coloracion

violeta.

falsas cabezas
de mono 'y
polifialides)
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Figura 16. (A) Macroconidios de F. acuminatum, (B) Clamidosporas de F. poae (C) Macroconidios de

F. graminearum mostrando la forma caracteristica de sus células apical y basal.

En total se identificaron 9 especies: F. acuminatum, F. cerealis, F. graminearum,
F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F. pseudograminearum, F. semitectum y
F. subglutinans. Sobre un total de 169 aislamientos, 8 no se pudieron identificar a nivel

de especie, por lo que se designaron como Fusarium spp. (Figura 17).

F. acuminatum (1)
F. proliferatum (1)
F. subglutinans (1)

F. cerealis (6)
Fusarium spp. (8)

F. oxysporum (8) __
F. poae (9)

F. pseudograminearum
(16)

Figura 17. Distribucion del nimero de aislamientos por cada especie del género Fusarium aislada

durante el estudio

El elevado ntimero de especies, la alta heterogeneidad y variabilidad de las especies
del género Fusarium dificultan su identificaciéon (Llorens et al., 2006). Para la

identificacion de los aislamientos obtenidos en el presente estudio se tuvieron en cuenta
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caracteristicas culturales, morfoldgicas, biométricas y, fundamentalmente, el analisis de
la ontogenia conidica de acuerdo con las claves descritas por Booth (1971) y Leslie y

Summerell (20006).

La confirmacion de la identidad de las especies se realizo mediante herramientas
moleculares Unicamente para las especies mayormente citadas como causantes de la
FET, tales como F. cerealis, F. culmorum, F. graminearum, F. pseudograminearum y

F. sambucinum

De los 169 aislamientos provenientes de las 4 localidades de la provincia de Buenos
Aires, 98 fueron identificados como pertenecientes al complejo de especies de
F. graminearum de acuerdo con sus caracteristicas morfo-biométricas y culturales. Para
68 de estos aislamientos, la PCR especifica de especie confirm6 su identificacion

(Figura 18).

@ Seesessseeee 280 pb

Figura 18. Gel de agarosa para la visualizacion del resultado de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la identificacion de aislamientos de Fusarium graminearum, determinada por la presencia de
un fragmento de 280 pb. La calle M corresponde al marcador molecular de 100-1 000 pb, la calle 1 al
control negativo sin ADN, la calle 2 al control positivo de F. graminearum (cepa RBG 2507) y las calles
3 —22 a ADN de aislamientos de Fusarium spp.

De los 30 aislamientos restantes, las reacciones de PCR especificas de la especie
determinaron que 16 pertenecian a F. pseudograminearum (Figura 19) y 6 a F. cerealis
(Figura 20), mientras que los 8 restantes no pudieron ser identificados con la utilizacion
de técnicas moleculares. Por otra parte, no se detectaron aislamientos pertenecientes a

F. culmorum ni a F. sambucinum en los ensayos realizados.
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(PCR) para la identificacion de aislamientos de Fusarium pseudograminearum, determinada por la
presencia de un fragmento de 523 pb. La calle M corresponde al marcador molecular de 100-1 000 pb, la
calle 1 al control negativo sin ADN, la calle 2 al control negativo (F. graminearum cepa RBG 2507), la
calle 3 al control positivo de F. pseudograminearum (cepa RBG 5229) y las calles 4 — 20 a ADN de
aislamientos de Fusarium spp.

Figura 20. Gel de agarosa para la visualizacion del resultado de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la identificacion de aislamientos de Fusarium cerealis, determinada por la presencia de un
fragmento de 842 pb. La calle M corresponde al marcador molecular de 100-1 000 pb, la calle 1 al control
negativo sin ADN, la calle 2 al control negativo (F. graminearum cepa RBG 2507), la calle 3 al control
positivo de F. cerealis (cepa RBG 999) y las calles 4 — 10 a ADN de aislamientos de Fusarium spp.

El andlisis molecular permite complementar a la identificaciéon morfoldgica, al
proporcionar ensayos rapidos y fiables para la identificacion rutinaria y clasificacion de

hongos patdgenos de plantas (Abedi-Tizaki y Kazem, 2012).
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El hecho de que numerosas especies dentro del género Fusarium compartan
caracteristicas morfo-biométricas y culturales similares dificulta su correcta
identificacion. Un aporte significativo al respecto ha sido el desarrollo de reacciones de
PCR utilizando cebadores especificos para cada especie, que complementan a la
identificacion morfo-biométrica en la identificacion de las especies relevantes en el
desarrollo de la Fusariosis de la espiga. Estos grupos de cebadores pueden ser
utilizados, por ejemplo, para discriminar entre especies de caracteristicas culturales
similares como F. cerealis, F. culmorum, F. pseudograminearum y F. sambucinum,

constituyéndose en una poderosa herramienta para la identificacion.

Las especies del género Fusarium encontradas en cada muestra y su abundancia
(valorada porcentualmente) difirieron entre las localidades muestreadas, la época de

siembra y los cultivares analizados.

3.1.1. Analisis de la distribucion de las especies por localidad

De las 9 especies de Fusarium halladas en muestras de trigo fideo, 4 de ellas
F. graminearum, F. semitectum, F. oxysporum y F. pseudograminearum fueron
identificadas en todas las localidades evaluadas. Fusarium poae fue aislada a partir de
las muestras provenientes de Balcarce, La Dulce y Miramar, mientras que F. cerealis
fue encontrado en Balcarce, Miramar y Cabildo. F. acuminatum se aislo Ginicamente de
las muestras de Balcarce y F. proliferatum vy F. subglutinans solo se hallaron

colonizando granos provenientes de La Dulce (Figuras 21, 22, 23 y 24).

La abundancia relativa de cada una de las especies encontradas también vari6 entre
localidades. En Balcarce, La Dulce y Miramar la especie mas frecuentemente aislada

fue F. graminearum, mientras que en Cabildo predomin¢ la presencia de F. semitectum.

1,9%_
\ u F. graminearum
1,9%_ \1,9% g
7.7% F. semitectum

7,7% F. poae

9,6% F. pseudograminearum
B F. acumingtum
B F. cerealis

F. oxysporum

Figura 21. Frecuencia de especies de Fusarium aisladas de las muestras obtenidas de Balcarce.



2,2%
2,2% 2,2%

2,2%

B F. graminearum
5 F. semitectum
W Fusarium spp.
F. oxysporum
F. poae
B F. proliferatum
F. pseudograminearum

B F. subglutinans

Figura 22. Frecuencia de especies de Fusarium aisladas de las muestras obtenidas de La Dulce.

59% 2,9% B F. graminearum
F. semitectum
F. pseudograminearm

F. pooe

BF cerealis

F. oxysporum

Figura 23. Frecuencia de especies de Fusarium aisladas de las muestras obtenidas de Miramar.

5,4% 5,4%

F. semitectum
F. pseudograminearum
F. oxysporum

59,5% B F. cerealis

W Fusarium spp.

M F. graminearum

Figura 24. Frecuencia de especies de Fusarium aisladas de las muestras obtenidas de Cabildo.
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El analisis estadistico aplicado demostré diferencias significativas entre la
frecuencia de las especies de Fusarium encontradas (F= 584,31; p < 0,01), las especies
aisladas de cada localidad (F = 28,76; p < 0,01) y la interaccidon entre ambos factores

(F=126,35;p<0,01).

La abundancia de las especies de Fusarium aisladas dependié de la localidad
considerada (Figura 25). De las muestras de Balcarce se aislaron significativamente mas
especies de Fusarium que del resto de las localidades, mientras que las localidades de

Cabildo y Miramar presentaron la menor diversidad de especies del género.

Medias y 95,0% de Tukey HSD

- T

Especies de Fusarium

W
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|

Localidad

BALCARCE
CABILDO
LA DULCE
MIRAMAR

Figura 25. Recuento de las especies de Fusarium aisladas en las localidades de estudio

Las interacciones entre las especies de mayor abundancia, F. graminearum 'y
F. semitectum, con la localidad muestran la prevalencia de F. graminearum en Balcarce,
mientras que en Cabildo la relacion fue inversa (Figura 26). El comportamiento
encontrado podria deberse a las condiciones agroclimaticas de cada localidad que
favorecen el crecimiento y desarrollo de una o de otra especie. Se ha observado que
tanto la temperatura como las precitaciones influyen en la presencia o ausencia de una
especie, Balcarce en promedio tiene una temperatura anual de 13,9°C y la precipitacion
anual es de 817 mm; mientras que en Cabildo la temperatura promedio anual es de
14,5°C y de precipitaciones 661 mm. La Dulce y Miramar, localidades que presentan
condiciones agroclimaticas semejantes (temperaturas: 13,6 y 13,4°C; precipitaciones:
817 y 850 mm, respectivamente), mostraron frecuencias similares de aislamiento de

ambas especies de Fusarium.
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Grafico de Interacciones
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Figura 26. Interacciones entre las especies de Fusarium mas frecuentemente aisladas y las localidades

bajo estudio.

En un trabajo previo realizado a partir de muestras de trigo fideo provenientes del
area productora de la Argentina, Lori y Sisterna (2001) citan la presencia de 7 especies
del género Fusarium [F. graminearum, F. equiseti, F. poae, F.verticillioides,
F. oxysporum., F. pallidoroseum (=F. semitectum) y F. acuminatum], identificadas
mediante la caracterizacion morfo-biométrica y cultural. Fusarium graminearum fue la
especie que se encontrd con mayor frecuencia en las 5 localidades del estudio (Barrow,

Balcarce, La Dulce, Miramar y Bordenave).

A diferencia del estudio mencionado precedentemente, en el presente estudio se
identificaron 9 especies de Fusarium (F. acuminatum, F. cerealis, F. graminearum,
F. oxysporum, F. poae, F.proliferatum, F.pseudograminearum, F. semitectum, y
F. subglutinans) mediante el empleo de herramientas micoldgicas convencionales y
moleculares. Ademas de la mayor cantidad de especies aisladas en el presente trabajo,
se destaca la coincidencia de 5 especies en ambos estudios: F.acuminatum,
F. graminearum, F.oxysporum, F. poae y F.semitectum (=F. pallidoroseum). En
cuanto a las especies diferentes, Lori y Sisterna (2001) encontraron a F. equiseti y
F. verticillioides, mientras que en este trabajo se identifico a F. cerealis,

F. proliferatum, F. pseudograminearum y F. subglutinans.
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La mayor frecuencia encontrada para F. graminearum se relacionaria con las
caracteristicas agro-meteorologicas especificas de las campafias estudiadas. Moschini y
Fortugno (1996), establecieron que las condiciones climaticas influyen desde el inicio
del llenado al desarrollo temprano del grano y que la humedad relativa contribuye a la

infeccion con F. graminearum y a la invasion fingica de la espiga de trigo (Figura 27).

Sudoeste \ Centrosur Sudeste

1. Balcarce
2. Miramar
3. La Dulce
4. Barrow

5. Cabildo

6. Bordenave

Figura 27. Ubicacion geografica de las localidades de la Provincia de Buenos Aires donde se produce
trigo fideo. Tomado de Larsen y Jensen, 2013

En 1987, Love y Seitz mostraron que el crecimiento de F. graminearum se
maximiza a valores de humedad relativa mayores a 92-94%, en concordancia con los
modelos predictivos de la enfermedad en la Argentina propuestos por Moschini y
Fortugno (1996) y Moschini et al. (2001), que correlacionaron la ocurrencia de epifitias

y la presencia de fases de humedad relativa > 90%, bajo temperaturas entre 15 y 30°C.

En la localidad de Balcarce, en la campana 2012/13 se encontraron condiciones de
alta humedad relativa y clima templado-calido, durante la espigazon, la floracion y el
inicio de llenado del grano que favorecieron el desarrollo de Fusarium spp. (Bartosik
et al., 2012). La temperatura promedio desde la siembra hasta la cosecha (junio a enero-
2013) fue de aproximadamente 14,01°C (Caballero, 2013) y el total de las

precipitaciones, en estos meses, fue 686 mm (Larsen y Jensen, 2013)

Entre los patogenos débiles aislados de trigo han sido citados F. poae, F. equiseti,
F. acuminatum, F. semitectum, F. verticilliodies, F. subglutinans F. anthophilum,

F. oxysporum y F. solani (Lori et al, 1992; de Galich, 1997). Estas especies
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generalmente aparecen en aquellas campafias en las que las condiciones climaticas no
favorecen la presencia de F. graminearum, principal agente causal de la FET en la
Argentina (de Galich, 1997; Malbran, 2013). En la presente investigacion se obtuvieron
aislamientos de F. acuminatum, F.oxysporun, F. poae, F.proliferatum 'y
F. subglutinans en frecuencias minimas, lo cual podria deberse a la mayoritaria
predominancia de la especie mas agresiva en la Argentina (Kikot et al., 2011; Kikot,

2012).

Consecuentemente, la presencia de F. graminearum predomind en 3 de las 4
localidades que se estudiaron (Balcarce, La Dulce y Miramar). Se detect6 la presencia
de F. pseudograminearum (16 aislamientos) y de F. cerealis (6 aislamientos), que
también han tomado importancia como agentes causales de la FET por su capacidad
toxicogénica y patogénica (Abramson et al., 1993; Leslie y Summerell, 2006; Bottalico

y Perrone, 2002).

Fusarium semitectum, especie considerada como patdgeno débil, estuvo presente en
las 4 localidades actualmente estudiadas, con predominio en Cabildo; mientras que en
las otras regiones geograficas fue la segunda especie de mayor frecuencia. En estudios
previos (Lori y Sisterna, 2001), esta especie también fue encontrada. Si bien esta
especie no es considerada como un patdégeno de gran importancia para el desarrollo de
la FET, es necesario tener en cuenta que es capaz de producir micotoxinas tales como

ZEA (Rojas et al., 2015).

3.1.2. Especies aisladas en relacion a la época de siembra
Con respecto a las épocas de siembra (Figura 28), se observo que la mayoria de las
especies identificadas estuvieron presentes en las 2 épocas de siembra (junio 2012 a

enero 2013), en las 4 localidades.

Especies como F. acuminatum, F. proliferatum y F. subglutinans se encontraron en

una sola época de siembra y estuvieron presentes con frecuencias minimas.
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Figura 28. Numero de aislamientos de Fusarium aislados en las muestras obtenidas distintas épocas de
siembra. (A) Primera época y (B) Segunda época.

En las localidades del sudeste de la Provincia de Buenos Aires, F. graminearum
predomind en las dos épocas de siembra. En Cabildo, (localidad con condiciones
agroclimaticas semidridas/secas) fue evidente la predominancia de F. semitectum en las
dos épocas de siembra. Esta especie es considerada un habitante comun de las éareas
aridas y semidridas y su presencia en las distintas especies vegetales se ve facilitada por

la capacidad de producir blastosporas (dry spore) que le permiten desplazarse con el
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viento (Booth, 1971). La presencia de F. poae en Balcarce, de F. oxysporum en La
Dulce, de F. pseudograminearum y de F. poae en Miramar y de F. cerealis y de F.

oxysporum en Cabildo fue independiente de la época de siembra.

Las muestras de grano estudiadas procedieron de 7 cultivares: ACA 180, ACA190,
Buck Granate, Buck Platino, Buck Topacio, INTA Caril6 e INTA Facoén.
Tradicionalmente, en la Argentina los cultivares se han calificado como susceptibles a
moderadamente susceptibles. De los cultivares evaluados en esta investigacion, todos
fueron afectados por la FET, con diferentes niveles, sin embargo, para evaluar el
comportamiento de cada cultivar deberian tenerse en cuenta las diferentes condiciones
agro-meteorologicas que se dieron durante el momento de la floracion en cada una de

las localidades de cultivo.

3.1.3. Efectos de las especies de Fusarium sobre la calidad del grano
El poder germinativo de las semillas vari6 segln la localidad de procedencia y, en

consecuencia, segun la especie de Fusarium predominante (Figuras 29 y 30).

Existieron diferencias significativas entre el poder germinativo de las semillas
provenientes de Cabildo y el de las semillas del resto de las localidades muestreadas
(F=27,38; p <0,01). Esto podria deberse a la mayor presencia de F. graminearum en
las localidades de Balcarce (69,2%), La Dulce (39,1%) y Miramar (35,3%) con respecto

a la localidad de Cabildo (5,4%), donde predominé la presencia de F. semitectum.

Estudios previos han relacionado la presencia de F. graminearum con la
disminucion de la calidad del grano, que afecta algunas caracteristicas como
rendimiento, PMG, PH y poder germinativo (Trigo-Stockli ef al. 1998), mientras que
F. semitectum no ha sido asociado con la disminucion del poder germinativo (Leslie y

Summerell, 2006).
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Figura 29. Evaluacion de la germinacion de semillas de trigo fideo a los 7 d. (A) Balcarce y (B) Cabildo
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Figura 30. Poder germinativo por localidad. Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

3.2 Quimiotipos de las especies de Fusarium aisladas

Los resultados obtenidos con el conjunto de cebadores, cuyo objetivo es el gen
Tril12 resultaron mejores que los obtenidos con los cebadores desarrollados a partir del
gen Tri3, por lo que solo se presentan los resultados obtenidos a partir de los primeros

(Figura 31).

La totalidad de los aislamientos de F. graminearum analizados se identificaron
como pertenecientes al quimiotipo 15-ADON mientras que los aislamientos de
F. pseudograminearum y F. cerealis pertenecieron al quimiotipo NIV. Ocho cepas de

F. pseudograminearum, no pudieron ser identificados en cuanto a su quimiotipo.
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M 12 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20

(Starkeyer al., 2007). La calle M corresponde al marcador molecular de 100-1 000 pb., la calle 1 al
control negativo (sin ADN), la calle 2 al control positivo 15-ADON (F. graminearum cepa RBG 2507), la
calle 3 al control positivo NIV (F. cerealis cepa MR34) y de las calles 4 — 20 a muestras de ADN de F.
graminearum, F. pseudograminearum y F. cerealis. Tamaiio de los fragmentos 840 pb: NIV y 670 pb:

15-ADON.

Tanto Lori et al. (1992) como Ferndndez Pinto et al. (2008) encontraron cepas de
F. graminearum obtenidas de trigo pan que presentaron la capacidad de producir NIV e
incluso DON y NIV, en forma conjunta. Ramirez et al. (2006) encontraron que el 90%
de los aislamientos de F. graminearum obtenidos de muestras de trigo pan produjeron
exclusivamente DON; mientras que el 10% restante produjo DON y 3-ADON. En el
estudio realizado por Alvarez et al. (2011) hallaron quimiotipos NIV, FUSX, DON, 3-
ADON, 15-ADON y ZEA a partir de 144 cepas de F. graminearum sensu stricto,
provenientes de la principal area de produccion de trigo pan, ubicada en la provincia de
Buenos Aires (Zonas IIS, IV y VS), al este de la provincia de La Pampa (Zona VS) y al

sur de la provincia de Santa Fe (Zona IIS).

En el caso de F. graminearum, los resultados concuerdan con los obtenidos por
Lori et al. (2003), que evaluaron la presencia de F. graminearum y la contaminacion
consecuente con DON en el area de trigo fideo de la Argentina. Cabe destacar que en el
presente trabajo no se realizo una determinacion del contenido de los tricotecenos sino
que se efectud la caracterizacion de los quimiotipos. En otros trabajos se ha utilizado

similar metodologia molecular para la determinacion de los quimiotipos (Ward et al.,
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2002; Chandler et al., 2003; Quarta ef al., 2005; Quarta et al., 2006; Wang et al., 2008;
Sampietro et al., 2010; Yli-Mattila, 2010; Yli-Mattila y Gagkaeva, 2010; Reynoso et
al., 2011). Palacios et al., en 2017 reportron la presencia de cepas de F. graminearum
con quimiotipo 15-ADON en 7 localidades de cultivo de trigo fideo, entre estas

Balcarce, La Dulce, Miramar y Cabildo.

En la zona este de la region productiva (las localidades de Balcarce, La Dulce y
Miramar), en las que se encontrd la mayor cantidad de F. graminearum, se esperaria la
ocurrencia de contaminacion con DON y sus derivados acetilados en trigo fideo (Figura
32). En el oeste de la zona de produccion de trigo fideo, por su parte, seria mas probable
un mayor riesgo de contaminacion del grano con NIV debido a la presencia de otras

especies de Fusarium productoras de este metabolito.

Localidades

15-ADON NIV

36

Balcarce La Dulce Miramar Cabildo

Figura 32. Caracterizacion de genotipos productores de tricotecenos de los aislamientos identificados
como Fusarium spp. por localidad.

En trabajos previos (Lori et al/ 2003) se hallé contaminacion natural con DON en
trigo fideo en 4 localidades, en los dos afios de estudio. En el segundo afio los niveles de
DON fueron mayores con respecto al primero. En Balcarce y Miramar se encontraron
valores medios superiores de contaminacion. El valor mdés elevado se obtuvo en
Balcarce, mientras que en Bordenave la ocurrencia de esta toxina fue nula. En 2017,
Palacios et al., encontraron que todas las cepas de F. graminearum presentaron genotipo
DON/15-ADON en concordancia con el presente estudio en el que se encontraron que

todos los aislamientos de esta especie fueron 15-ADON.
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Con relacién a la contaminacion con DON, Hart et al. (1984) establecieron que la
exposicion de las espigas de trigo a la humedad aument6 la gravedad de la infeccion, asi
como la produccion de DON. Por tal razon, los resultados obtenidos estarian
relacionados con la humedad relativa y las precipitaciones que se presentaron en cada
region. Balcarce, La Dulce y Miramar estan situadas en una zona humeda y por tal
razén se observd mayor presencia de los quimiotipos relacionados con la micotoxina;
mientras que, en Cabildo, por hallarse en un area agroecoldgica seca (68 % de humedad
relativa durante el llenado de grano), no se vio favorecida la infeccion por

F. graminearum, principal agente causal de la FET y productor de DON.

La informacion existente en el pais sobre la presencia de F. pseudograminearum y
la FET es escasa. En los ultimos afios ha sido citado como agente causal de esta
enfermedad, aunque previamente esta especie se encontraba vinculada con la
podredumbre de la corona (Tunali ef al., 2012; Monds et al., 2005). Castafiares et al.
(2012) encontraron aislamientos de esta especie en granos de cebada y determinaron su

potencial en la produccién de DON y 3-ADON.

Por lo general, se considera que F. pseudograminearum es productora de DON,
3-ADON y ZEA (Blaney y Dodman, 2002). Sin embargo, en el presente estudio se
obtuvieron aislamientos productores pertenecientes al quimiotipo NIV, en coincidencia
con los resultados de Monds et al. (2005) que reportaron algunas cepas con la capacidad
de producir NIV en muestras procedentes de trigo de Nueva Zelanda; y, Clear et al.
(2006), que obtuvieron entre sus aislamientos uno con la capacidad productora de esta

micotoxina.

La especie F. cerealis también estd considerada como agente causal de la FET
(Chandler et al., 2003) se conoce que es un hongo cosmopolita que se encuentra en
distintas areas, generalmente de lluvias moderadas (Burgess et al., 1982), y en la
Argentina se la ha reportado asociada al trigo (Alvarez et al., 2011) y a la cebada
(Castanares et al., 2013). Palacios et al., 2017 en un estudio reciente sobre trigo fideo
encontraron F. cerealis productora de quimiotipo NIV, coincidentemente con lo
reportado en el presente trabajo. Otros autores como Sugiura et al., (1993) y Bottalico,

(1998) también han indicado que esta especie produciria esta micotoxina.
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En la investigacion realizada por Sugiura et al. (1993), en Hokkaido — Japdn, se
analizaron muestras de trigo y se encontraron 4 aislamientos de F. cerealis, que
produjeron NIV. Bottalico (1998), en su trabajo sobre enfermedades de cereales que se
realizd en distintas areas geograficas de Europa, mencioné que a partir de muestras de
trigo y de otros cereales menores se obtuvieron cepas de F. cerealis productores de
NIV. Similares resultados fueron obtenidos por otros autores (Chandler et al., 2003;

Yli-Mattila y Gagkaeva, 2010).

Algunos estudios realizados sobre el efecto de NIV en el metabolismo y la
proliferacion celular indicarian que el consumo de esta toxina es mas toxico para los
seres humanos y animales que el DON (Minervini et al., 2004; Luongo et al., 2008).
Por lo tanto, al haberse detectado mediante este estudio la presencia de aislamientos de
F. pseudograminearum y F. cerealis correspondientes al quimiotipo NIV en la zona
productora de trigo fideo, existe la necesidad de tomar medidas preventivas y oportunas,

dado el potencial riesgo de contaminacion de granos con esta micotoxina.



4. CONCLUSIONES GENERALES

4.1. Contexto de la problematica

En el presente trabajo se obtuvieron 169 aislamientos de diferentes especies del
género Fusarium a partir de muestras de granos de trigo fideo procedentes de 4
localidades (Balcarce, la Dulce, Miramar y Cabildo), ubicadas en el sudeste y sudoeste
de la Provincia de Buenos Aires. La identificacion taxonomica se realizd segun las
caracteristicas morfo-fisiologicas, culturales y al andlisis de la ontogenia conidica de los
aislamientos. La confirmacion de las especies de interés para la FET (F. graminearum,
F. pseudograminearum, F. culmorum, F. cerealis y F. sambucinum) se realizé mediante
el uso de PCR, con cebadores especificos de las especies. Con estos resultados se
cumplieron los objetivos de Analizar la composicion de la micobiota asociada con la
FET en distintas localidades de produccion de trigo fideo ¢ Identificar a nivel de
especie los aislamientos obtenidos con el empleo de criterios morfoldgicos,

biométricos y moleculares.

Las muestras procedentes de las localidades de Balcarce, La Dulce y Miramar,
zonas en las que predomind F. graminearum entre las especies aisladas, mostraron
menor poder germinativo que las muestras de Cabildo donde la especie mas
frecuentemente aislada fue F. semitectum. Con estos datos se alcanzd parcialmente el
objetivo de Determinar el efecto de la micobiota presente sobre la calidad de la

semilla.

Los aislamientos identificados como F. graminearum, F. pseudograminearum 'y
F. cerealis, productores de tricotecenos, se caracterizaron segun sus quimiotipos. Para
lo que se utilizé una multiplex PCR. Se encontraron aislamientos pertenecientes a los
quimiotipos 15-ADON y NIV. Todos los aislamientos de F. graminearum fueron
productores de 15-ADON. El quimiotipo NIV fue obtenido en las cepas de
F. pseudograminearum y F. cerealis, en el pais no hay informacién que vincule a
F. pseudograminearum con ese quimiotipo en trigo fideo. De esta manera se cumplio
con el objetivo Estimar la potencialidad de contaminacion con micotoxinas de los

granos producidos en cada drea.
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4.2. Conclusiones finales

ii.

1il.

1v.

A partir de las caracteristicas morfo-fisiologicas y moleculares de los 169
aislamientos obtenidos del género Fusarium, se identificaron 161 aislamientos:
F. acuminatum (1), F. cerealis (6), F. graminearum (68), F. oxysporum (8), F.
poae (9), F. proliferatum (1), F. pseudograminearum (16), F. semitectum (51) y
F. subglutinans (1). Los 8 aislamientos restantes no pudieron ser identificados a

nivel de especie.

Se encontrd la presencia mayoritaria de F. graminearum sensu stricto (68),
considerado como el principal agente causal de la FET en la Argentina, ademas de
otras especies de interés que actualmente estan tomando relevancia dentro de la

enfermedad, como F. cerealis (6) y F. pseudograminearum (16).

El hecho de que en las localidades del sudeste (Balcarce, La Dulce y Miramar),
hubo predominancia de F. graminearum (68); mientras que, en Cabildo, localidad
del sudoeste, hubo mayor frecuencia de F. semitectum (51), evidencia el efecto de
las distintas condiciones agroclimaticas existentes en las areas estudiadas sobre la

micobiota asociada a la FET.

Las semillas procedentes de Cabildo mostraron el mejor porcentaje de
germinacion (93%), en relacion con las procedentes de las otras tres localidades,

en las cuales el porcentaje de germinacion fue menor al 80%.

El quimiotipo 15-ADON fue obtenido con mayor frecuencia, resultado
directamente relacionado con la presencia de F. graminearum, especie

predominante en este estudio.

Sobre la base de los resultados obtenidos no se rechaza la hipdtesis planteada:

“Condiciones agro-climaticas como las del Este y las del Oeste de la Provincia de

Buenos Aires generan diferencias cuantitativas en la composicion de la micobiota

causante de la fusariosis de la espiga en trigo fideo, que determinan la

potencialidad de contaminacion de los granos con micotoxinas”.
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4.3. Interrogantes surgidos a partir del presente estudio

A continuacidn, se indican algunos interrogantes derivados del presente trabajo, que

podrian complementar la informacion que aporta el mismo.

11.

iii.

El trabajo se realiz6 en las localidades de Balcarce, La Dulce, Miramar y Cabildo;
sin embargo, dentro de las localidades en las que se cultiva trigo fideo también
estan Barrow y Bordenave, por lo que un analisis global de las 6 localidades

aportaria informacion mas completa.

Debido a que F. cerealis y F. pseudograminearum son especies de importancia
seria necesario evaluar su capacidad de infectar espigas de trigo e inducir los
sintomas de la FET (prueba de patogenicidad). De igual manera, seria
significativo identificar sus quimiotipos y el tipo de toxinas producidas por estos
aislamientos in vivo, para asi confirmar los resultados obtenidos en esta

investigacion.

Debido a que las otras especies de Fusarium asociadas al trigo fideo producen
micotoxinas que pueden perjudicar a la salud humana y animal, se deberian
caracterizar de manera mas completa, a pesar de que fueron encontradas con

menor frecuencia o son consideradas como “patdgenos débiles”.
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