Rev. FCA UNCUYO. 2015. 47(2): 171-184. ISSN impreso 0370-4661. ISSN (en linea) 1853-8665.

Fuentes de inoculo de especies de Fusarium potenciales
productoras de micotoxinas en el agroecosistema soja

Inoculum sources of potential toxigenic Fusarium species in the
soybean agroecosystem

Maria Laura Chiotta, Sofia Chulze, German Barros

Originales: Recepcién: 30/06/2014 - Aceptacién: 01/06/2015

RESUMEN

La mayoria de los estudios de diversidad, capacidad toxicogénica e incidencia de
micotoxinas se han focalizado en trigo y maiz, y poca informacién se encuentra disponible
sobre soja. Los objetivos del presente trabajo fueron: evaluar posibles fuentes de inéculo
de las especies de Fusarium potenciales productoras de micotoxinas en estadios repro-
ductivos R6 y R8 del cultivo de soja; determinar la incidencia natural de deoxinivalenol
(DON) y nivalenol (NIV) en los granos y evaluar el perfil de produccién de tricotecenos
de las cepas de E graminearum. En todas las fuentes evaluadas, se recuperaron cepas de
Fusarium spp. con altos niveles de incidencia. Fusarium equiseti fue la especie predomi-
nante en aire, vainas y semillas de ambos estadios analizados, mientras que cepas del
complejo E solani y E oxysporum fueron dominantes en rastrojos tanto de maiz como
mani. En cuanto a E graminearum, los rastrojos de cultivos antecesores serian una
fuente de in6culo mas importante que el aire circundante del cultivo, aspecto que no
habia sido explorado con anterioridad en este cultivo. Ademas, se recuperd un mayor
ndmero de cepas de E graminearum de vainas respecto de las semillas provenientes de
dichas vainas, que mostraron una baja incidencia de contaminacién natural con DON.
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ABSTRACT

Most of the studies of diversity, toxigenic potential and mycotoxin occurrence respect
to Fusarium species have focused on wheat and maize, and there is little information on
soybean crop. Our aims in the present study were to: evaluate the inoculum sources of
toxigenic Fusarium species associated with soybean during crop reproductive stages;
determine the occurrence of deoxynivalenol (DON) and nivalenol (NIV) in soybean seeds
and characterize the trichothecenes profile of F graminearum strains. A high incidence
of Fusarium spp. was observed in all inoculum sources evaluated. Fusarium equiseti was
the dominant species in air, pods and seeds of both stages, while strains belonging to
E solani complex and E oxysporum were dominant in both corn and peanuts residues.
Respect to F graminearum, the results show that the crops residues would source more
relevant than the surrounding air of crop, something that had not been explored previ-
ously in soybean. Moreover, levels of F graminearum isolates were greater on pods than

on seeds that showed a low incidence of DON contamination.
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INTRODUCCION

Argentina es uno de los principales
productores de soja a nivel mundial
ocupando el tercer lugar detras de Estados
Unidos y Brasil. Sin embargo, Argentina
es el primer exportador mundial de
productos de soja procesados: aceites y
harinas proteicas (17).

La contaminaciéon fungica puede
afectar la calidad de la semilla y del grano
ocasionando diversos tipos de dafios tales
como: disminucién de la germinabilidad,
decoloracién, calentamiento, pudricion y
probable apariciéon de micotoxinas. Estas
toxinas tienen efectos perjudiciales para
la salud por su toxicidad, debido a que
disminuyen la disponibilidad de alimentos
proteicos, afectan la inmunidad humoral y
celular causando una mayor predisposicion
alasinfecciones microbianasy porlamorbi-
mortalidad de animales de produccién (11).
Ademas, ocasionan pérdidas econdmicas
derivadas de la comercializacién de
materias primas contaminadas, ya que
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los limites de tolerancia establecidos en la
comercializaciéon internacional son cada
vez mas exigentes (13). Por lo tanto, es
importante avanzar en el conocimiento
de las condiciones que favorecen dicha
contaminacién, entender cdmo llegan los
hongos productores al sustrato y cémo
es la evolucién de los mismos a través del
tiempo, para posteriormente evaluar las
estrategias de prevencion y/o control (25).

Las especies de Fusarium son
consideradas los patégenos de plantas
mas importantes del mundo, y presentan
la capacidad de sintetizar una amplia
variedad de micotoxinas que pertenecen
a tres grandes grupos: sesquiterpenos
(tricotecenos tipo A y B), derivados de
policétidos  (fumonisinas) y lactonas
(zearalenona) (15).

La soja es una leguminosa con alto
contenido de proteinas y aceite, lo que la
hace diferente a otras semillas y granos
de consumo masivo, como maiz, trigo y
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arroz y la contaminacién con micotoxinas
en soja ha sido comparativamente poco
estudiada en el mundo y especificamente
en Argentina (4, 8,24).Sin embargo, dichos
trabajos muestran que las micotoxinas
cuya incidencia requiere mayor atenciéon
son fundamentalmente deoxinivalenol
(DON) y zearalenona (ZEA) producidas
principalmente por especies del complejo
E graminearum.

Actualmente, sobre la base de estudios
de reconocimiento de especies filogené-
ticas y concordancia genealédgica, Genea-
logical Concordance Phylogenetic Species
Recognition (GCPSR ), se demostré que el
complejo E graminearum estd formado
por al menos 16 especies filogenéticas
separadas estructural y biogeografica-
mente. (12). Dentro de este complejo,
E graminearum es la especie responsable
de la podredumbre del tallo y la mazorca
en maiz, asi como de fusariosis de la
espiga en trigo (9) y ha sido relacionada
en trabajos previos con sintomatologias
en base de tallo, raiz y semillas (7, 26) y la
contaminacién con DON en soja (34).

Las cepas de E graminearum
suelen expresar uno de tres grupos de
metabolitos de tricotecenos: nivalenol y
derivados acetilados (quimiotipo NIV),
3-acetildeoxinivalenol y DON (quimiotipo
3-AcDON), o 15-acetildeoxinivalenol y
DON (quimiotipo 15-AcDON).

La caracterizacion de la via biosintética de
los tricotecenos, ha llevado a la identificacién
de genes TRI utiles para la discriminacion
entre los diferentes genotipos productores,
mediante métodos basados en PCR (33).

La supervivencia de F graminearum en
soja es de particular importancia ya que
tanto maiz como trigo, donde esta especie
es patdgena, son cultivos cominmente
usados en rotaciones con soja en Argentina.

El hongo patégeno puede estar
presente y sobrevivir como micelio en
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residuos de la cosecha, desarrollandose
de forma saprofitica.

Durante condiciones favorables,
E graminearum produce peritecios con
ascosporas (esporas sexuales) que son
expulsadas y se dispersan por movimientos
de aire y junto a los conidios (esporas
asexuales) constituyen las fuentes de in6culo
primario. Los conidios se diseminan por
medio de lalluvia y asi arriban a hospederos
o sustratos donde producen enfermedad,
micotoxinas, o ambos (22).

Objetivos

Evaluar posibles fuentes de indculo
de las especies de Fusarium potenciales
productoras de micotoxinas a partir
de muestras de aire, rastrojos, vainas y
semillas en estadios reproductivos del
cultivo de soja; determinar la incidencia
natural de tricotecenos tipo B (DON y NIV)
en los granos de soja en los estadios repro-
ductivos R6 y R8 y determinar el perfil de
produccion de tricotecenos de las cepas
de E graminearum por un método de
PCR muiltiple.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

El muestreo se realiz6 durante la
campafia agricola 2012/2013 en dos
campos pertenecientes a la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (Rio Cuarto,
Cérdoba) donde se cultivd soja de la
variedad Nidera A 5009 RG, utilizando
siembra directa como método de labranza
con dos cultivos antecesores: maiz y mani.
Los muestreos se realizaron en ambos
lotes (100m x 100m, aproximadamente)
en dos estadios fenoldgicos del cultivo
de soja, R6 (formaciéon de la semilla)
y R8 (maduracién). Las muestras de
aire, rastrojos, vainas y semillas fueron
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tomadas trazando dos secciones diago-
nales desde los vértices del lote. Un total
de 10 muestras (5 de cada diagonal)
fueron tomadas aproximadamente cada
10 metros de distancia.

Aislamiento de las especies
pertenecientes al Género Fusarium

-Muestras de aire: las esporas de
Fusarium en el aire circundante a
los campos de soja evaluados fueron
colectadas en placas de Petri conte-
niendo el medio selectivo pentacloroni-
trobenceno (PCNB) (21) en los puntos de
muestreo descritos anteriormente.

Las placas de Petri fueron colocadas
abiertas durante 15 minutos en direccion
del viento en distintas bandas horarias
desde la mafiana a la noche.

Una vez expuestas en el campo, las
placas fueron selladas y llevadas al
laboratorio donde se incubaron a 24°C
con periodos de 12 horas de luz blanca y
12 horas de luz negra durante 7 dias.

Las cepas pertenecientes al género
Fusarium se subcultivaron en medio
agar nutriente sintético, Spezieller
Nahrstoffarmer Agar (SNA) para su
posterior identificacion.

-Rastrojos: se siguié la metodologia
propuesta por Pereyra & Dill-Macky
(2008) y la metodologia de incubacion
descrita precedentemente.

-Vainas y semillas: en cada punto de
muestreo se seleccionaron 10 plantas al
azar y una vez en el laboratorio se separaron
las vainas del resto del material vegetal.

A partir de cada una de las muestras
se seleccionaron 100 vainas al azar, se
abrieron manualmente y se recuperaron las
semillas a las que se les midi6 la actividad
acuosa con un equipo Aqualab Serie 3
(Decagon Devices Inc., Pullman, WA, USA).
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Tanto vainas como semillas se
secaron a temperatura ambiente y fueron
almacenadas a 4°C hasta su analisis,
siempre dentro de la misma semana de
obtencién. Como paso previo al aisla-
miento, 100 vainas y 100 semillas de cada
muestra y de cada estadio se desinfec-
taron superficialmente con hipoclorito de
sodio al 1% durante 1 minuto.

Posteriormente, se realizaron tres
lavados sucesivos con agua destilada
estéril y se siguid la metodologia de aisla-
miento descrita precedentemente. Una vez
transcurrido el periodo de incubacioén, se
calcularon los porcentajes de infeccion del
género Fusarium a través de la siguiente
relacion: (n° semillas infectadas / n°
semillas totales) x 100.

Las cepas pertenecientes al género
Fusarium se subcultivaron en el medio
SNA para su posterior identificacion a
nivel de especie.

Identificacion de las especies de
Fusarium

A partir del cultivo de cada cepa en SNA
se realizaron aislamientos monospéricos
para obtener cultivos puros, en el medio
agar hojas de clavel (AHC) en placas de
Petri de 6 cm y en un tubo de ensayo
conteniendo el medio agar papa glucosado
(APG). Los cultivos se incubaron durante
dos semanas con ciclos alternativos de luz
blanca / luz negra de 12 horas a 24°C.

Para la identificacion de las especies de
Fusarium se observaron las caracteristicas
microscopicas luego del desarrollo de
las cepas en AHC, y las caracteristicas
culturales en APG, siguiendo la metodologia
propuesta por Nelson et al. (1983) y Leslie
y Summerell (2006).

La densidad relativa de cada especie
fue calculada como: (nimero de cepas
aisladas de una especie / nimero total de
cepas obtenidas) x 100.
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Determinacion de la incidencia natural
de tricotecenos tipo B deoxinivalenol
(DON) y nivalenol (NIV) en granos de soja
de los estadios reproductivos R6 y R8

La contaminacién con tricotecenos
tipo B (DON y NIV) se evalu6 siguiendo la
metodologia propuesta por Barros et al
(3) con modificaciones.

Cada muestra de soja fue molida,
cuarteada y 25 g fueron extraidos con 2 g
NaCl, 40 ml de hexano y 100 ml de una
mezcla de acetonitrilo:agua (84:16, v/v)
por agitaciéon durante 30 min.

El extracto obtenido fue colocado a 4°C
toda la noche y luego se filtré a través de
un filtro de papel Whatman N° 4.

Posteriormente, 8 ml del filtrado
fueron pasados a través de una columna
de limpieza Mycosep™ 227 (RomerLabs.
Inc., Union, MO) recuperandose 4 ml
que fueron evaporados bajo flujo de
nitrégeno gaseoso en un bloque de calor
(Thermoscientific, Rockford, IL, USA).

El residuo seco fue resuspendido en
400 pl de agua:metanol (88:12, v/v),
homogeneizada en vdrtex e inyectada en
el sistema HPLC.

Las separaciones cromatograficas se
llevaron a cabo en una columna C,, de
fase reversa (150 mm x 4,6 mm d.i., 5 pm
tamafo de particula; Luna-Phenomenex,
Torrance, CA, USA). La fase movil fue
agua:metanol (88:12, v/v) a un flujo
de 1,5 ml/min. Las micotoxinas fueron
detectadas con UV a 220nm (Detector
programable Hewlett Packard modelo
1100, Palo Alto, CA, USA) y cuantificadas
por un médulo de datos (Hewlett Packard
Kayak XA, HP ChemStation Rev. A.06.01,
Palo Alto, CA, USA).

Los niveles de micotoxinas fueron
calculados comparando el area del pico
cromatografico de las muestras con
aquellas de soluciones testigos cargadas
en una curva de calibracion.
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El limite de deteccidn fue de 0,1 pg g*
para DON and 0,2 pg g para NIV, basados
en un radio sefial-ruido de 3:1.

Determinacion del genotipo de
produccion de tricotecenos de las cepas
de F. graminearum por PCR multiple

Para la produccion de la biomasa
fangica, se transfiri6 una pequefia
cantidad de propagulos fingicos desde
el medio SNA de cada cepa a frascos
Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio
completo (MC) (10).

Se incubaron a 25°C durante 2 a 3
dias en un agitador rotatorio (150 rpm)
y se cosechd el micelio por filtracidn,
lavandolo con agua destilada estéril y
secandolo entre papel absorbente. Las
muestras fueron almacenadas a -20°C
hasta el momento de realizar la extraccion
del ADN.

El micelio congelado se pulverizd
en morteros con nitrégeno liquido para
lograr la ruptura mecanica de las células
y se distribuyd 1,5 g del mismo en tubos
tipo Eppendorf.

El ADN se extrajo con buffer bromuro
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
siguiendo la metodologia propuesta
por Leslie y Summerell (2006). Para la
determinacion del genotipo de tricotecenos
por PCR multiple se siguié la metodologia
desarrollada por Quarta et al. (2006).

Los experimentos de PCR multiples
se llevaron a cabo utilizando cebadores
especificos, cuya secuencia, gen blanco y
tamafio de los fragmentos amplificados se
muestran en la tabla 1 (pag. 176).

El ADN de cada cepa a evaluar se
diluyé en agua bidestilada estéril hasta
alcanzar una concentracién aproximada
de 10-25 ng/pl. De dicha dilucién, se
utilizé 5 pl y a estos se les adiciond
posteriormente 45 pl de la mezcla
de reaccion:
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Tabla 1. Secuencias de cebadores y fragmentos amplificados en los diferentes
genotipos de tricotecenos.

Table 1. Primers sequences and amplified fragments in different trichothecenes genotypes.

Gen Producto
Cebador Secuencia del cebador (5' - 3') blanco amplificado | Genotipo
(pb)
3551H | ACT TTC CCA CCG AGT ATT TT .
4056H | CAA AAA CTG TTG TTC CAC TGC C Tris 525 bON
Tri3F971 | CAT CAT ACT CGC TCT GCT G .
Tri3R1679 | TT(AG) TAG TTT GCA TCA TT(AG) TAG | T3 708 15-AcDON
Tri3F1325 = GCA TTG GCT AAC ACA TGA .
Tri3R1679 | TT(AG) TAG TTT GCA TCA TT(AG) TAG = 75 354 3-AcDON
Tri7F340 | ATC GTG TAC AAG GTT TAC G .
Tri7R965 | TTC AAG TAA CGT TCG ACA AT Tri7 625 NIV

Fuente/Source: Quarta et al. (2006).

Buffer PCR 1X conteniendo MgCl,
en una concentracion de 1,5 mM, 20
de Taq DNA polimerasa (Promega),
dNTPs (Invitrogen Argentina) en una
concentracion de 2 mM, una concentracion
de 0,2 mM para los cebadores Tri3 y
0,1 mM para los cebadores Tri7.

Posteriormente, la cubeta fue colocada
en un termociclador PTC-2000 (M]
Research Inc.) usando el programa que
constd de los siguientes pasos: (1) 94°C
3 min; (2) 94°C 30 seg; (3) 53°C 30 seg;
(4) 72°C 1 min; (5) Repeticion de los pasos
2,3y 4 durante 34 veces; (6) 72°C 10 min;
(7) 4°C 5 min.

En cada amplificacién se utilizé un
control negativo conteniendo todos
los reactivos excepto el ADN molde y
controles positivos de cada genotipo.

Los fragmentos amplificados fueron
separados por electroforesis en geles de
agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio.

Andlisis estadistico

La comparacion de la variable
dependiente porcentaje de infeccién en
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rastrojos, vainas y semillas se realizd
utilizando andlisis de varianza (ANOVA) y
comparacion entre medias se llevé a cabo
con el test de Duncan de Rangos Multiples
(P<0,05) (29).

RESULTADOS Y DISCUSION

En diversos estudios realizados sobre
soja que determinaron la contaminacion
fingica, las semillas han recibido mayor
atencién que la incidencia de hongos en
vainas, rastrojos y muestras de aire. Sin
embargo, desde el punto de vista epide-
mioldgico es importante reconocer de qué
manera un hongo patogeno, o saprofito
que puede convertirse en oportunista,
llega a la semilla.

En el presente estudio, se decidié
trabajar en dos estadios reproductivos del
desarrollo de la planta de soja en el cual
las semillas pueden ser infectadas por
distintas especies de Fusarium y existe
riesgo de formacion de micotoxinas,
evaluado las posibles vias de contami-
nacion como los rastrojos de cultivos
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antecesores y el aire circundante al
cultivo. Los porcentajes de infecciéon con
especies de Fusarium en rastrojo variaron
entre 60 y 100%, y no se observaron
diferencias significativas (P < 0,05) entre
los estadios reproductivos R6 y R8 en
ambos campos independientemente del
cultivo antecesor (figura 1).

Respecto de la contaminacién en vainas
y semillas, la incidencia de Fusarium spp.
fue significativamente mayor en las vainas
en comparacion con las semillas en ambos
campos. En estas ultimas se observaron
diferencias significativas (P < 0,05) en los
porcentajes de infeccion entre las etapas
reproductivas evaluadas, observandose
en ambos campos mayores porcentajes
de infeccidon en las semillas del estadio
R6 que mostraron niveles de actividad
acuosa mayores respecto de las semillas
del estadio R8 (figura 1).

En contraste, otros estudios han
demostrado que la tasa de pérdida de

humedad se ha correlacionado positiva-
mente con la incidencia de patdgenos, tales
como Phomopsis spp., en el intervalo entre
las etapas de crecimiento R6 y R8 en el
cultivo de soja en Estados Unidos (2, 32).

En cuanto a la identificacion de las
especies, se analizé un total de 480 cepas
fangicas (240 por campo, 30 cepas/
sustrato/estadio), observandose que la
especie F equiseti fue predominante en las
muestras de aire (n=51), vainas (n=49)
y semillas (n=50), tanto en el estadio
reproductivo R6 como R8, con densidades
relativas que variaron entre un 13 y 50%
en ambos campos evaluados, seguida por
la especie F semitectum (figura 2 ay 2 b,
pag. 178; figura 3 ay 3 b pag. 179).

Este resultado concuerda con un
estudio previo realizado en laboratorio que
demostr6 que estas especies eran las mas
frecuentemente aisladas en el agroeco-
sistema soja antes de la cosecha (5).

Cultivo Antecesor Maiz

120 1 B R6 R8

100 4

i
B B B
80 |
C
60
40 D
20 1 .
0

Rastrojo Vaina Semilla

% infeccién

120 1 ™ Rs RS

80

60

% infeccién

40 A

Rastrojo Vaina Semilla

Figura 1. Porcentajes de infeccion de Fusarium spp. en rastrojos, vainas y semillas
en los estadios reproductivos R6 y R8. Las barras que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P < 0,05).

Figure 1. Infection percentage of Fusarium spp. isolated from residues crops, pods and
seeds at R6 and R8 reproductive growth stages. Bars not sharing a common letter are
significantly different (P < 0.05).

Tomo 47 ¢« N°2 e 2015

177



M. L. Chiotta, S. Chulze, G. Barros

% Aislamiento

=3

% Aislamiento

50

40

30

20

10

50

40

30

20

10

B Rastrojo ' Aire B Vainas © Semillas

Ll

!

1

F. equiset

F. semitectum

F. graminearum
Complejo F. solani
F. oxysporum

F. verticillioides

H Rastrojo Aire  ®Vainas Semillas

all

F. equiseti

F. semitectum
F. graminearum
Complejo F. solani
F. oxysporum

F. verticillioides r

Figura 2. Frecuencia de aislamiento (%) de las especies de Fusarium en rastrojos, aire,
vainas y semillas de los estadios R6 (a) y R8 (b) en el campo de soja con maiz como

cultivo antecesor.

Figure 2. [solation frequency of different Fusarium species from crop residues, air,
pods and seeds at R6 (a) and R8 (b) reproductive growth stages in the soybean field
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using maize as preceding crop.
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Figura 3. Frecuencia de aislamiento (%) de las especies de Fusarium en rastrojos, aire,
vainas y semillas de los estadios R6 (a) y R8 (b) en el campo de soja con mani como
cultivo antecesor.

Figure 3. [solation frequency of different Fusarium species from crop residues, air,
pods and seeds at R6 (a) and R8 (b) reproductive growth stages in the soybean field
using peanut as preceding crop.
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La predominancia de dichas especies
demuestra un bajo riesgo toxicologico debido
a una limitada capacidad de produccién de
micotoxinas por parte de las mismas (6).

En cuanto a las cepas aisladas a partir
de los rastrojos tanto de maiz como de
mani, se observé una marcada prevalencia
de especies pertenecientes a los complejos
E solani (n=52) con densidades relativas
que variaron entre 26 y 47%, seguidas
por E oxysporum (n=25) con densi-
dades relativas entre 6 y 30%. Pereyra
& Dill-Macky (2008) observaron similar
predominancia de especies en residuos
de girasol en Uruguay, sin embargo en
rastrojos de maiz F verticillioides fue la
especie predominante.

La tercera especie en importancia
aislada de rastrojos tanto de maiz como
de mani fue FE equiseti (n=20), con
densidades relativas entre 13 y 20%.
Fernandez et al (2008) mostraron una
correlacion negativa entre F equiseti y
varias especies de Fusarium en distintos
tipos de rastrojos, sugiriendo que dicha
especie tiene una ventaja competitiva
como saprofita para posteriormente
establecerse en los tejidos del huésped y
tendria un fuerte efecto antagonista contra
otras especies patogenas de Fusarium (16).

Una de las especies del género
Fusarium de importancia en cuanto a la
produccion de micotoxinas, y especifica-
mente, de DON es F graminearum.

En general, la densidad relativa de
esta especie fue baja y oscil6 entre 3 y
20%, siendo las vainas y los rastrojos
los sustratos a partir de los cuales se
recuperaron mas cepas (n=37).

No se evidenciaron diferencias marcadas
en cuanto al aislamiento de E graminearum
entre los rastrojos de maiz y mani, que
son los cultivos antecesores cominmente
usados en el sudoeste de la provincia de
Cérdoba en rotacién con soja.
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En cuanto a las densidades relativas de
F graminearum en las muestras de aire, las
mismas fueron bajas en ambos estadios y
antecesores evaluados y no superaron el
7% (figura 2 ay 2 b, pag. 178; figura 3 a
y 3 b, pag. 179).

Como ocurre con la gran mayoria de
los hongos, E graminearum, es haploide
en la mayor parte de su ciclo de vida y el
desarrollo de la faz sexual, comienza con la
formacion de hifas con células binucleadas
y finaliza con la formacién de un cuerpo
fructifero o peritecio conteniendo sacos
tubulares llamados ascos con ascosporas
(esporas sexuales). Estas ultimas consti-
tuyen una importante fuente de inéculo
al ser transportadas largas distancias en
la atmdsfera por el viento hasta llegar al
huésped susceptible (30).

En el caso de las esporas asexuales,
que se producen abundantemente sobre
los residuos de cosecha, sirven principal-
mente como un mecanismo de dispersion
en distancias cortas que se diseminan
por medio de la lluvia y asi arriban a
hospederos o sustratos donde producen
enfermedad, micotoxinas, o ambos (31).

De acuerdo con los resultados
obtenidos en el presente estudio,
la principal fuente de ino6culo de
FE graminearum en soja serian los
rastrojos de cultivos antecesores, mas que
el aire circundante del cultivo. Esto podria
estar influenciado por el uso extendido de
practicas agricolas conservacionistas, que
deja abundantes residuos de cosecha en la
superficie del suelo y favoreceria la super-
vivencia de F graminearum en el agroeco-
sistema (19, 20).

Otro aspecto importante relacionado
con la presencia de F graminearum en
rastrojos, es su rol como potencial patégeno
en soja provocando podredumbre de
raiz en plantulas (7, 26) y su asociacion
con un aumento en la podredumbre del
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tallo de maiz en la regién centro sur de
Cordoba (18).

La existencia de datos que aporten
informaciéon sobre la contaminaciéon
natural de micotoxinas en soja y subpro-
ductos en Argentina son limitados
(4, 8, 23). Ademas, dichos trabajos se
realizaron en soja obtenida al momento
de la cosecha y muestras provenientes del
ecosistema de almacenamiento.

En el presente estudio se analizé
en total 40 muestras de semillas de
soja, 20 muestras del estadio R6 y
20 correspondientes a R8. En cuanto a los
tricotecenos del grupo B, en ninguna de
las muestras se observd contaminacion
con nivalenol; mientras que solo una
muestra correspondiente al estadio R6 en
el campo con maiz como cultivo antecesor
mostré contaminaciéon con DON, en un
nivel de 1,3 pg/g. Esta baja incidencia y
nivel de contaminacidn observados estan
en concordancia con un estudio previo
realizado en la zona de Rio Cuarto en soja
recién cosechada durante la campaia
agricola 2010/2011 (5).

En ambos estudios se observo una
mayor frecuencia de aislamiento de
E graminearum en vaina respecto de las
semillas provenientes de dichas vainas,
esto podria estar relacionado con factores
medioambientales, a un corto periodo de
tiempo para colonizar las semillas y/o
al grado de susceptibilidad del huésped
al patégeno.

El presente estudio, junto al realizado
en la campafia agricola 2010/2011,
muestra que laincidencia de DON en soja a
nivel de campo en la provincia de Cérdoba
es baja. Sin embargo, conocer la dindmica
en el perfil de producciéon de tricotecenos
de las cepas E graminearum aisladas en
un cultivo y area determinada, puede ser
de utilidad para evaluar variaciones en la
distribucién de genotipos y también para
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identificar posibles patégenos emergentes
que puedan aumentar el riesgo de
contaminacion de los granos cosechados.

Para determinar el genotipo de
produccion de tricotecenos de las cepas
de E graminearum (n=52) aisladas del
agroecosistema soja se utilizé un método
de PCR multiple, donde se amplificaron
fragmentos de los genes Tri3, Tri5 y
Tri7 involucrados en la via biosintética
de tricotecenos.

Los resultados mostraron que el 100%
de las cepas analizadas pertenecieron al
genotipo 15-AcDON, es decir que muestran
la capacidad de producir simultdneamente
DON y su derivado acetilado15- AcDON,
y amplificaron dos fragmentos de 525
y 708 pb correspondientes a los genes
Tri5 (DON) y Tri3 (15-AcDON), respec-
tivamente (figura 4, pag. 182). Estos resul-
tados concuerdan con trabajos previos,
los cuales determinaron que el genotipo
15-AcDON es el dominante en cepas de
E graminearum aisladas de trigo (1, 28) y
soja en Argentina (5).

CONCLUSIONES

El presente trabajo aporta nuevos
datos respecto de la dindmica de las
poblaciones de distintas especies de
Fusarium en el cultivo de soja, siendo la
especie FE equiseti la que mostré mayor
prevalencia en vainas, semillas y el aire en
los estadios reproductivos R6 y R8.

Los resultados obtenidos muestran
que los rastrojos de cultivos antecesores
serian una fuente de indculo de
E graminearum mas importante que el
aire circundante del cultivo, aspecto que
no habia sido explorado con anterioridad
en este cultivo.

Ademas, la recuperaciéon de un mayor
numero de cepas de F graminearum en
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vainas respecto de las semillas provenientes
de dichas vainas, evidenciaria cierta incapa-
cidad de F graminearum de infectar el grano
que se vio reflejada en una baja incidencia de

FE graminearum con diferentes genotipos
de produccién de tricotecenos en vainas
y semillas de soja y el papel que desem-
pefian las micotoxinas en la virulencia de

contaminacién natural con DON en la semilla.
Nuevos estudios se estidn realizando
para evaluar la agresividad de cepas de

dichas cepas sobre el cultivo.

Calles

708 pb

625 pb
P 525 pb

325 pb

Figura 4. Productos de amplificaciéon obtenidos usando PCR multiple con los cebadores
de los genes Tri3, Tri5 y Tri7. Linea 1: genotipo NIV (cepa control E culmorum).
Linea 2: genotipo 3 AcDON (cepa control E culmorum). Linea 3: genotipo 15 AcDON
(cepa control FE graminearum). Linea 4: Marcador de peso molecular (100 pb).
Lineas 5-8 cepas de E graminearum aisladas de soja.

Figure 4. Amplification fragments of multiplex PCR assay. Lane 1: positive control
of NIV genotype (E culmorum strain). Line 2 positive control of 3-ADON genotype
(E culmorum strain). Line 3 positive control of 15-ADON genotype (E graminearum strain).
Lane 4, 100-pb ladder marker; lanes 5-8, 15-ADON genotype soybean isolates.
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