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Resumen — Se aislaron e identificaron 91 cepas de Fusarium spp (F graminearum, F equiseti, F moniliforme, F m
var anthophilum, F acuminatum, F solaniy F oxisporum) a partir de semillas de trigo pan procedentes de 17 locali-
dades trigueras de la Republica Argentina. Mediante el cultivo de las mismas en arroz pelado y pulido se evalud la
produccion de tricotecenos y zearalenona, a los efectos de revelar si existen diferencias regionales en cuanto a su
presencia. Se detectaron cepas productoras de tricotecenos del grupo B y zearalenona, no habiéndose hallado pro-
ductoras del grupo A. De las cepas evaluadas el 82,4% produjeron tricotecenos que se subdividieron en dos grupos:
a) las cepas productoras de deoxinivalenol (DON) y su precursor 3 acetil-deoxinivalenol (AcDON) y b) las producto-
ras de nivalenol (NIV) y su precursor 4 acetil-nivalenol o fusarenona-x (FUS-X). Los resultados demostraron que el
48,3% de las cepas fueron productoras de DON, el 7,7% de NIV y el 26,4% tuvieron la capacidad de producir simulta-
neamente DON y NIV en los cultivos. Al considerar exclusivamente las cepas de F graminearum el 89,4% fueron toxi-
cogénicas, de ellas el 55,9% pertenecieron al quimiotipc DON, 10,3% al quimiotipo NIV y 33,8% produjeron DON y
NIV. En cuanto a la zearalenona (ZEA) el 63,2% del total de las cepas fueron productoras de esta toxina, no existien-
do ninguna relacién entre los grupos DON y NIV con la produccién de ZEA. La distribucion de las cepas toxicogéni-
cas de Fusarium spp observada en las distintas localidades de la Reptblica Argentina, permite inferir la existencia de
diferencias regionales en el 4rea triguera.
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Summary — Fusarium spp in wheat, toxicogenic capacity and chemotaxonomy of the strains isolated in Ar-
gentina. In wheat seeds from 17 different wheat growing sites, 91 Fusarium spp strains (F graminearum, F equiseti,
F moniliforme, F m var anthophilum, F acuminatum, F solani and F oxysporum) were isolated and identified. The pro-
duction of trichothecenes and zearalenone was evaluated after growing them on peeled and polished rice to find out if
there were any regional differences in their prevalence. Strains producing trichothecenes of the B group and zearale-
none were detected; no producers of the A groups were found. From the strains studied, 82.4% produced trichothe-
cenes, and could be divided into 2 groups: a), deoxynivalenol (DON) producing strains and its precursor 3 acetyideox-
ynivalenol (AcDON); and b), nivaleno! (NIV) producing strains and its precursor 4 acetylnivalenol or fusarenone-x
(FUS-X). The results showed that 48.3% of the strains were DON producers, 7.7% NIV producers and 26.4% pro-
duced both DON and NIV. Eighty-nine point four percent F graminearum strains were toxigenic; among them 55.9%
were DON chemotype, 10.3% NIV chemotype and 33.8% produced DON and NIV. Sixty-three point two percent of
the strains also produced zearalenone (ZEA), no relation existing between the DON and NIV groups with regard to
ZEA production. The finding of certain toxigenic strains in various sites in Argentina allows us to conclude that region-
al differences exist.

Fusarium spp / wheat / trichothecenes / zearalenone / chemotype / Argentina
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INTRODUCTION

Fusarium graminearum Schwabe, en la
Republica Argentina como en el resto del mun-
do, es la especie del género Fusarium mas fre-
cuente en trigo (Carranza, 1961; Tuite et al,
1974; Ichinoe et al, 1983). Ocasionalmente apa-
recen otras especies que junto a fa mencionada
son productoras de micotoxinas tales como zea-
ralenona y sus derivados, responsable de un
sindrome estrogénico (Stob et al, 1962) y tricote-
cenos. Estos dltimos han sido separados en dos
categorias: Grupo A, constituido por la toxina T-
2; T-2 tetraol; neosolaniol; diacetoxiscirpenol
(DAS) y acetil T-2 como los mas téxicos. Todos
estos son altamente peligrosos pues producen
irritacion dérmica, nauseas, vomitos, diarreas,
abortos, alteraciones hematoidgicas (leucope-
nia), actdan como carcinogénicos y pueden lle-
gar a ocasionar la muerte tanto en el hombre
como en otros animales. El Grupo B, constituido
por deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) y fu-
sarenona-x (FUS-X}, como las mas importantes,
originan alteraciones digestivas sin llegar a pro-
ducir {a muerte; pero de hallarse juntos DON y
NIV la toxicidad se acentia (Yoshizawa y Mo-
rooka, 1974; Ueno, 1983).

Estudios recientes revelaron que NIV y DON
estan presentes como toxinas contaminantes en
muestras de cereales procedentes de distintas
partes del mundo. Se han encontrado diferen-
cias regionales en cuanto a la ocurrencia de es-
tos tricotecenos. Asi en USA (Vesonder et al,
1978), Canada (Scott et al, 1982) y Sudéafrica
(Marasas et al, 1979) DON es el tricoteceno mas
comin en trigo. Mientras que en Japén (Kuroda
et al, 1979) y en Francia (Jemmali et al, 1978)
tanto NIV como DON se presentan indistinta-
mente en los granos contaminados.

Ichinoe et al (1983) estudiaron en Japén la ex-
istencia de quimiotipos de Gibberella zeae
(Schw) Petch (Fusarium graminearum) y asi de-
tectaron diferencias regionales en la distribucién
de los mismos.

Con referencia a la «fusariosis» o «golpe
blanco» del trigo, cabe sefalar que en la
Republica Argentina durante las dos tltimas dé-
cadas se ha constituido en una de las princi-
pales patologias del cultivo (Carranza y Arriaga,
1988), dependiendo los niveles de infeccién al-
canzados en las diferentes campafas de las
condiciones climaticas y de la época de siembra.
Durante el periodo 85-86 la contaminacién con
F graminearum fue sumamente elevada (Carran-

za y Arriaga, 1988) y, consecuencia de ello, se
encontraron alimentos elaborados con harina de
trigo contaminados con tricotecenos, por ejem-
plo: DON, NIV, toxina T-2, neosolaniol y acetil T-
2 (Rizzo, com pers). Sin embargo al analizarse
la capacidad toxicogénica de 24 aislamientos de
F graminearum, que procedieron de varias locali-
dades de dos provincias de la Argentina, se de-
tectd que sblo el 33% de los aislamientos fueron
productores de toxinas y entre los tricotecenos
sintetizados predominé el DON, siendo los resul-
tados negativos para el NIV ¢ su precursor FUS-
X (Faifer et al, 1990).

Es de destacar que en el pais la superficie
sembrada con el cultivo de trigo es sumamente
amplia y distribuida en cinco provincias, que al
poseer diferentes condiciones agrometeo-
rolégicas (fig 1) podrian condicionar la aparicién
de cepas de Fusarium spp productoras de dife-
rentes toxinas. El objetivo de este trabajo consis-
tid en determinar la existencia de dichas cepas
en el area triguera de la Republica Argentina.

MATERIALES Y METODOS

En la Repulblica Argentina la regién triguera abarca
une superficie aproximada de 4 660 000 ha distribuida
en 5 provincias (Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba, La
Pampa y Entre Rios). De acuerdo con las condiciones
agrometeoroldgicas existentes (fig 1), a consecuencia
de la gran extensién, la Red Oficial de Ensayos Terri-
toriales (ROET) establece de 2 a 6 épocas de siembra
entre los meses de mayo y agosto, recomendando
para cada una correspondientes variedades que
varian de 10 a 30 segun la localidad y época de siem-
bra.

Origen de las muestras

Las semillas de trigo pan correspondientes a la cam-
pafa 87-88 fueron remitidas por la Junta Nacional de
Granos. Se analizaron 405 muestras que procedieron
de 17 localidades de cultivo ubicadas en las provin-
cias de Buenos Aires (Barrow, Pergamino, Miramar,
Balcarce, Carhué, Bordenave, La Dulce, Pla y Coronel
Suarez), Entre Rios (Parana), La Pampa (Anguil y
General Pico), Cordoba (Marcos Juarez y Villa del
Rosario) y Santa Fe (Oliveros, Rafaela y Reconquista)

(fig 1).

Anadlisis de sanidad

Se aplicaron las normas ISTA (Neergaard, 1974) para
el método del papel de filtro. Cada una de las mues-
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Fig 1. Area triguera de la Republica Argentina. Localidades analizadas: 1. Barrow; 2. Pergamino; 3. Miramar; 4. Balcarce; 5. Car-
hué; 6. Bordenave; 7. La Dulce; 8. Pla; 9. Coronel Suarez (Provincia de Buenos Aires); 10. Parana (Provinica de Entre Rios); 11.
Anguil; 12. General Pico (Provincia de La Pampay); 13. Marcos Juarez; 14. Villa del Rosario (Provincia de Cérdobay); 15. Oliveros;

16. Rafaela; 17. Reconquista (Provincia de Santa Fe).

mmwmm Limite de provincias. -------- Temperatura media anual (°C).

tras estuvo constituida por 400 semillas. En aquellas
que evidenciaron la presencia de micelio y/o
pionoétides correspondientes a Fusarium spp se prac-
ticd un aislamiento directo. La identificacion de las es-
pecies se llevd a cabo mediante el estudio de sus ca-
racteres morfobiométricos y culturales de acuerdo al
sistema de clasificacion de Booth (1971).

Para determinar la capacidad toxicogénica se se-
leccionaron aislamientos de F graminearum (especie
mas frecuente en trigo) procedentes de la época que
manifestdé mayor registro de infeccién en cada locali-
dad analizada. También se evalué la capacidad toxico-

Precipitacion media anual (mm).

génica de las restantes especies cuya aparacion re-
sulté esporadica.

Evaluacion de la capacidad toxicogénica

Preparacién de las muestras

Las cepas seleccionadas e identificadas se cultivaron
en erlenmeyers de 500 ml utilizando como sustrato
50 g de arroz pelado y pulido. La hidratacién de estos
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Ultimos se logré por inmersién en agua corriente du-
rante 1 h. Los granos asi tratados se escurrieron y es-
terilizaron en autoclave a 120 °C durante 20 min. Se
adicionaron 5 ml de una solucidn estéril de peptona al
10%, se sembraron con las cepas seleccionadas pro-
venientes de cultivos monospéricos y se incubaron a
25 °C en camara de cultivo durante 20 dias. Finaliza-
do el periodo de incubacién las muestras se secaron
en estufa con circulacién de aire a 70 °C durante 24 h
y se molieron con molinillo para grano.

Extraccion y deteccion de micotoxinas

Se realizé segln la técnica de Bottalico et af (1983).
Como solvente para la extraccion se utilizé metanol-
agua (40:60) mas una solucion de cloruro de sodio al
2%. La mezcla constituida por la muestra molida y el
solvente se agitd durante 30 min en agitador
mecanico. Se filtré a través de papel de filtro de gran
porosidad y la solucién obtenida se traté con hexano
en una ampolla de decantacién. La porcién meta-
nélica se llevé a sequedad en evaporador rotatorio, se
agregaron 3 ml de acetato de etilo en bafio de maria
para redisolver el extracto y aumentar la solubilidad
de las toxinas, que de otra manera quedarian adheri-
das a las paredes del balén. Se transvasé a otro
balén y se llevé nuevamente a sequedad en evapora-
dor rotatorio y el extracto se redisolvié en 100 ul de
cloroformo. Para la deteccién de las distintas toxinas,
los extractos obtenidos se sembraron en placas de
silica gel 60, sin indicador de fluorescencia, junto con
los standards cualitativos de las micotoxinas (DON;
NIV; AcDON; FUS-X; ZEA; zearalenol; Toxina T-2 y
DAS). El solvente de desarrollo usado fue benceno-
acetona (3:2). Los sistemas de revelado fueron para
el grupo B cloruro de aluminio al 15% en agua y eta-
nol (15:85) y para el grupo A acido sulfurico al 25%
(Scott, 1981). En el caso de ZEA y zearalenol se uti-
lizaron volumenes iguales de una solucion de benzidi-
na al 0,5% en acido clorhidrico y agua (1,5:98,5) y
solucién de nitrato de sodio al 10% (Schulter y van
Egmond, 1983).

RESULTADOS

Analisis de sanidad

Los porcentajes de infeccion alcanzados fueron
muy variables, dependiendo tanto de la proce-
dencia de la muestra como de su época de
siembra. En cuanto a la primera, se pudo apre-
ciar gue en localidades marginales como Pa-
rana, Reconquista o Villa del Rosario los regis-
tros alcanzaron hasta un 40%, mientras que en
el resto de las localidades pertenecientes a la
region triguera por excelencia, provincia de Bue-
nos Aires, sur de Santa Fe y sudeste de

Cordoba (fig 1), no superaron el 12%. Semejante
comportamiento se observé en las épocas de
siembra més tardias (tabla I).

En las 405 muestras analizadas, F gramine-
arum fue la especie predominante, mas del 30%,
las restantes aparecieron en forma esporadica
(tabla 1). Se seleccionaron 91 cepas distribuidas
de la siguiente manera: F graminearum 76 ce-
pas; F equiseti 7 cepas; F monififorme 3 cepas;
F m var anthophilum 1 cepa; F solani 1 cepa; F
oxysporum 1 cepay F acuminatum 2 cepas.

Capacidad toxicogénica

Bajo las condiciones de cultivo empleadas, los
resultados revelaron el predominio de cepas ca-
paces de elaborar tricotecenos del grupo B, ZEA
y zearalenol, mientras que no se detectaron ce-
pas productoras de tricotecenos del grupo A, T-2
y DAS.

De las 91 cepas analizadas, 75 (82,4%) se
comportaron como toxicogénicas. Cabe resaitar
que las 16 cepas restantes (17,6%) que no pro-
dujeron toxinas fueron fundamentalmente aque-
llas especies cuya aparicion en trigo resulta es-
poradica (F solani, F oxysporum, etc) (tabla I).

Considerando los tricotecenos sentetizados,
las cepas toxicogénicas se trataron de agrupar
en dos tipos o0 grupos segun Ichinoe et al (1983):
— las productoras de DON y su precursor 3 ace-
til-deoxinivalenol (Ac DON) y

— las productoras de NIV y su precursor 4 acetil-
nivalenol o fusarenona-X (FUS-X).

En las distintas localidades estudiadas se de-
tectaron 44 cepas (48,3%) con capacidad de
producir DON, 7 (7,7%) productoras de NIV y un
grupo de 24 cepas (26,4%) metabolizaron en
sus cultivos DON y NIV simultaneamente (tabla
h.

Al considerar exclusivamente el comporta-
miento de las cepas de F graminearum, de las
76 analizadas (83,5% del total), 68 (89,4%) ma-
nifestaron poseer capacidad toxicogénica, de
ellas 38 (55,9%) fueron del tipo DON, 7 (10,3%)
del tipo NIV y 23 (33,8%) produjeron DON y NIV.
En todas las localidades analizadas se detecta-
ron cepas de F graminearum toxicogénicas
(tabla II).

En cuanto a la produccién de ZEA, 48 cepas
de F graminearum (63,2% del total) manifestaron
esta capacidad. No se hallé ninguna relacién en-
tre los quimiotipos DON y NIV y la produccién de
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Tabla I. Cepas de Fusarium spp aisladas de semillas de trigo pan procedentes de distintas localidades y épocas de
siembra. Micotoxinas producidas por ellas.

(a) Provincia

(b) Localidad y época de siembra con mayor registro de infeccion.

(c) Cepas de Fusarium spp aisladas, F gram: Fusarium graminearum; F oxys: F oxysporum; F equi: F equiseti,
F moni: F moniliforme; F moni v anth: F moniliforme var anthophilum; F sol: F solani; F acum: Fusarium acuminatum.

(d) Tricotecenos, DON: deoxinivalenol; AcDON: acetil deoxinivalenol; NIV: nivalenol; FUS-X: fusarenona-X.

(e) Zearalenona, ZEA: zearalenona: ZEANOL: zearalenol.

* Toxina detectada

— Toxina no detectada

(f) 4ta época de siembra, 1.7.87; 5ta época de siembra, 20.7.87; 6ta época de siembra, 10.8.87

(d) (e)
(a) (b) Cepas (c) DON AcDON NIV  FUS-X ZEA ZEANOL

Buenos Aires

Barrow 5ta época (i)
F gram - - - - -
F gram - - - - -
F gram - - - - -
F gram - - - -
F gram - - - - -

Pergamino 5ta época
F gram
F gram
F gram
F gram
F gram - - - -
F oxys - — - - - -

* Ok 4 % *
* * * * *

Miramar 4ta-5ta época
F gram
F gram
F gram
F gram
F gram
F gram - - - -

* * * * * *
* * * * *

Balcarce 5ta época
F gram - - - -
F gram - - -
F gram - -
F gram - - - -
F gram - - - - - -

Carhué 5ta época
F gram - - - - -
F gram - - - - -
F equi - - - - -
F equi - - - - - -
F equi - - - - - -

Bordenave 5ta época
F gram
F gram
F moni
F moni
F moni - - - -

* * * * *
*
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(@) ()

Cepas (c)

DON AcDON

(d)

NIV

FUS-X

(e)
ZEA ZEANOL

La Dulce 5ta época

Pla 5ta época

Coronel Sudrez 5ta época

Entre Rios

Parana 6ta época

La Pampa

Anguil 4ta época

General Pico 4ta época

Cordoba

Marcos Juaréz 4ta época

F gram
F gram
F gram
F gram
F gram

F gram
F gram
F gram
F gram
F gram

F gram
F gram
F gram
F gram
F gram
F equi

F gram
F gram
F gram
F gram
F gram

F gram
F gram
F gram
F gram
F gram
F equi

F gram
F gram
F gram
F gram
F equi

F gram
F gram
F gram
F gram
F gram

* * * * * *

* * * *

*

* * * |

*

*



Quimiotaxonomia de Fusarium spp en la Argentina 465

(a) (b) Cepas (c)

DON AcDON NIV FUS-X

(d) (e)
ZEA ZEANOL

Villa del Rosario 4ta época

F gram
F gram
F gram
F gram
F sol -
F moni -
v anth

* * * |

Santa Fe

Oliveros 5ta época
F gram
F gram
F gram
F acum -
F acum -
F equi -

Rafaela 6ta época
F gram
F gram -
F gram
F gram
F gram -

Reconquista 4ta época
F gram
F gram
F gram -
F gram
F gram

* * * *
* * * *
*

* * » *» *

ZEA. La elaboracion fue indistinta para ambos ti-
pos de cepas.

Aunqgue el mayor nimero de cepas toxicogéni-
cas correspondié a F graminearum, también se
detectaron productoras de tricotecenos del grupo
B entre las cepas de F equisetiy F moniliforme
(tabla 1).

DISCUSION

Los resultados obtenidos demiuestran que en la
Reptblica Argentina, al igual que en otras partes
del mundo (Neish y Cohen, 1981; Yoshizawa y
Hosokawa, 1983) las cepas de Fusarium spp ais-
ladas de trigo y fundamentalmente F gramine-
arum son toxicogénicas y que el mayor nimero

de ellas producen DON. Por su parte Ichinoe et a/
(1983), al analizar las cepas de Gibberella zeae 'y
F graminearum obtenidas de distintos cereales
en Japén, hallaron un marcado predominio del
quimiotipo NIV en las cepas aisladas de trigo y
cebada, mientras que a diferencia de lo detecta-
do en Argentina no encontraron ningin quimioti-
po DON entre los aislamientos de trigo. También
en contraste con dicha investigacién algunas de
las cepas seleccionadas en este trabajo no per-
tenecieron a un quimiotipo u otro, sino que sinte-
tizaron ambas toxinas (DON y NIV), lo que deja
planteado un interrogante a resolver en futuros
estudios, ya que si se lograra confirmar estos re-
sultados mediante una metodologia méas riguro-
sa, podriamos afirmar que en Argentina estamos
en presencia de un nuevo quimiotipo, tal como
fue demostrado por Sugiura et al (1990).
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Tabla Il. Producciéon de tricotecenos y zearalenona
por cepas de Fusarium graminearum aisladas de se-
millas de trigo pan procedentes de distintas locali-
dades de la Republica Argentina. (a) Nimero de
cepas en las cuales se detectd tricotecenos sobre el
nimero de cepas evaluadas (DON; AcDON; NIV y
FUS-X); (b) Numero de cepas en las cuales se detec-
t6 zearalenona sobre el nimero de cepas evaluadas.

Provincia Localidad Tricotecenos Zearalenona
(a) (b)

Buenos Aires Barrow 5/5 1/5
Pergamino 5/5 5/5
Miramar 6/6 5/6
Balcarce 4/5 2/5
Carhué 2/2 0/2
Bordenave 2/2 2/2
La Dulce 4/5 4/5
Pla 4/5 4/5
Coronel 3/5 3/5
Suéarez

Entre Rios Parana 5/5 3/5

La Pampa Anguil 5/5 4/5
General 4/4 2/4
Pico

Cérdoba Marcos 4/5 2/5
Judrez
Villa 4/4 4/4
del Rosario

Santa Fe Oliveros 3/3 1/3
Rafaela 5/5 5/5

Reconquista  4/5 2/5

En cuanto a la distribucién de las cepas toxi-
cogénicas de Fusariufii spp, se detectaron ce-
pas productoras de“DON en todas las locali-
dades analizadas dél 4rea triguera argentina, sin
embargo en un riimero elevado de ellas se hal-
laron conjuntamente productoras de DON y NIV.
La distribucién geografica no fue uniforme, se
observaron diferencias regionales, pues en la
provincia de Buenos Aires donde se concentra
la mayor superficie (3 100 000 ha) y produccién
triguera argentina (5300 000 t) fue relevante
la presencia del quimiotipo DON entre las cepas
de F graminearum (67%), mientras que en el re-
sto de las provincias que limitan con aquella es-
tuvieron presentes ambos quimiotipos (tabla ).

La presencia del quimiotipo NIV en la Argenti-
na difiere de los datos de Faifer et al (1990),
quienes no hallaron cepas de F graminearum
productoras de NIV/FUS-X entre aislamientos re-
alizados a partir de trigo procedente de dos pro-
vincias trigueras argentinas. Los resultados del
presente trabajo coincidirian con las investiga-
ciones efectuadas en Francia, en Japén y en
otros paises (Jemmali et al, 1978; Kuroda et al,
1979) donde DON y NIV estan presentes en cul-
tivos infectados por F graminearum.

El hallazgo de quimiotipos NIV en la Argentina
debe ser tenido en cuenta sobre todo al efectuar
el control de ciertos alimentos, pues pese a que
DON y NIV se asemejan quimicamente, NIV es
considerablemente mas téxico como fue demos-
trado mediante bioensayos por Yoshizawa y Mo-
rooka (1974).

La capacidad que demostraron las cepas de
producir ZEA vy tricotecenos en un mismo cultivo
confirma que ambos grupos de toxinas pueden
coexistir naturalmente (Mirocha et al, 1976; Ma-
rasas et al, 1977). Con referencia a eilo y de
acuerdo con Ichinoe et al (1983) la produccién
de ZEA no resulté exclusiva del quimiotipo DON
o del quimiotipo NIV.

La deteccion de tricotecenos del grupo B en
los cultivos de F equiseti coincide con las inves-
tigaciones realizadas por Greenhalgh et al
(1985) cuando evalud la toxicidad potencial de
aislamientos de Fusarium spp recolectados en el
sudeste asiatico, mientras que no se hallaron an-
tecedentes de la produccién de tricotecenos por
parte de F moniliforme.

Con respecto a las diferencias regionales, de-
bido a la gran extension del area triguera argenti-
na que presenta marcadas variaciones de tem-
peratura y humedad (fig 1), no se pueden extraer
conclusiones tan precisas como en otros paises
donde la distribucion de DON y NIV es uniforme.
Sin embargo cabe destacar que en gran parte de
nuestro territorio prevalecen las condiciones
climaticas que favorecen la aparicién de F gra-
minearum en trigo con capacidad de producir
DON y NIV. El mayor numero corresponderia al
quimiotipo DON.

El presente es el primer trabajo que incluye el
andlisis toxicogénico de cepas de Fusarium spp
procedentes de toda el area triguera argentina,
por io que, de acuerdo a lo expuesto, seran ne-
cesarios futuros estudios tendientes a ampliar y
profundizar estos resuitados.
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