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RESUMEN

Los hongos del complejo Fusarium graminearum son uno
de los principales problemas del cultivo del trigo a nivel
mundial, debido a que ocasionan pérdidas de rendimiento
y producen micotoxinas perjudiciales para la salud
humana y animal. EI método mas eficaz para la solucién
de estos problemas es la prevencion de la contaminacion.
No existen en la actualidad variedades que presenten
resistencia total a estos patdgenos. Es importante la
identificacion de variedades con potencial de resistencia
en programas de mejoramiento genético. Se estudiaron in
vitro 15 lineas avanzadas del Programa de Investigacion
en Trigo provenientes de Capitan Miranda, Itapua; estas
lineas presentaban infeccidn natural a campo de hongos
del Complejo Fusarium graminearum. La incidencia de
hongos y la acumulacion de Deoxinivalenol fueron
evaluadas mediante analisis de varianza, comparacion de
medias por el test de Tukey y correlacién de Spearman.
Se identificaron dos lineas avanzadas de trigo con
potencial de resistencia tipo Il y tres con potencial de
resistencia tipo V. No se encontrd correlacion entre la
incidencia de hongos del Complejo Fusarium
graminearum in vitro y la acumulacion de Deoxinivalenol
en las lineas estudiadas.

Palabras clave: Triticum aestivum, contaminacion, in
vitro, micotoxinas, resistencia.
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ABSTRACT

Fungi members of the Fusarium graminearum complex
are one of the main problems in wheat crops worldwide
because they cause loss of yield and produce mycotoxins
harmful to human and animal health. The most effective
method for the solution of these problems is to avoid
contamination of the crops. Currently there are no
varieties with total resistance to these pathogens. It is
important to identify varieties that show potential for the
development of resistance in breeding programs. Fifteen
advanced lines from the Wheat Research Program from
Captain Miranda were studied in vitro; all of them
naturally infected with Fusarium graminearum complex
in the field. Fungi incidence and accumulation of
Deoxynivalenol were analyzed for variance and means
were compared using Tukey test and Spearman
correlation. Two varieties with type Il potential
resistance and three with type V potential resistance were
identified. No correlation was found between the
incidence of the Fusarium graminearum complex in vitro
and the accumulation of Deoxynivalenol.

Key words: Triticum aestivum, in vitro, contamination,
mycotoxins, resistance.
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INTRODUCCION

El trigo se ha situado como el cultivo clave para los meses
de invierno ya que aporta millones de ddlares anuales al
patrimonio nacional. En el campo y como parte del
sistema de rotacion de cultivos, contribuye con una gran
cantidad de rastrojos de excelente calidad para cubrir el
suelo, lo que ha permitido instalar el sistema de siembra
directa en nuestro pais (CAPECO 2012).

Entre los patdgenos mas importantes asociados a este
cultivo se encuentra el género Fusarium. Este hongo es
capaz de sobrevivir en restos de cultivo de trigo y otros
cereales, asi como en otras especies de gramineas y
malezas (INIA 2002).

Las especies de Fusarium constituyen un grupo
cosmopolita de hongos filamentosos que estan
ampliamente distribuidos en el suelo y colonizan partes
subterraneas y aéreas de las plantas, residuos vegetales y
otras matrices organicas.

Un problema asociado a estas especies es la produccién
de  metabolitos  secundarios  tdxicos, llamados
micotoxinas, responsables de sindromes Ilamados
micotoxicosis en humanos y animales, que ocurren al
ingerir productos contaminados por ellos (Gémez 2008,
Marin Garcia 2010, Walter et al. 2010). El principal
metabolito tdxico asociado a especies del complejo
Fusarium graminearum es el Deoxinivalenol (Cabafies et
al. 2007, Leslie y Summerell 2006).

El incremento de la utilizacién de practicas de laboreo de
conservacion ha sido reportado como una de las
principales causas de epidemias de fusariosis de la espiga
en paises como EEUU y Canadd (INIA 2002). La
identificacion de especies del género es compleja; no
existe un sistema taxonémico unificado, de modo que
existen autores que reconocen treinta especies y otros mas
de sesenta (Cabaries et al. 2007). La clasificacion se basa
en diferencias microscépicas que en muchos casos pueden
ser muy sutiles y variables segin las condiciones de
crecimiento de los cultivos. La fusariosis de la espiga es
una enfermedad importante en Paraguay; afecta la
produccion de grano y su calidad, y el dafio mas
significativo es la produccion de micotoxinas. En los
altimos afios se ha incrementado la presencia de la
enfermedad en el pais, principalmente debido a cambios
en los sistemas de produccién. Las especies de Fusarium
sp. reportadas en nuestro pais son Fusarium
graminearum, F. semitectum, F. avenaceum, F. equiseti y

F. culmorum (Quintana y Morel 2004), siendo la especie
predominante F. graminearum con una frecuencia de
90%.

Trabajos previos indican que Deoxinivalenol es la
micotoxina de mayor relevancia en este cultivo en
Paraguay, encontrada en 100% de las muestras analizadas
en concentraciones que variaron de 0,247 a 10,13 ppm
(Quintana 2004, Quintana y Morel 2004). Para el control
de la fusariosis de la espiga el método mas eficaz es la
prevencion de la contaminacion.

La resistencia a la fusariosis de la espiga se da a distintos
niveles: | resistencia a la infeccion, Il resistencia a la
dispersion en la espiga (Schroeder y Christensen 1963),
111 resistencia a la infeccion del grano, 1V tolerancia a la
infeccion 'y V resistencia a la acumulacion de
Deoxinivalenol (Miller et al. 1985, Mesterhazy 2002).

Para iniciar un programa de mejoramiento genético de
germoplasma tolerante a la fusariosis de la espiga y a la
acumulacion de Deoxinivalenol es necesario identificar
lineas nacionales con potencial para este fin. Por estas
razones, tanto sanitarias como econémicas, se planteo el
estudio de la incidencia de hongos del complejo Fusarium
graminearum en lineas avanzadas del Programa de
Investigacion en Trigo, en funcién a las resistencias tipo
'y V, a fin de seleccionar lineas potencialmente
tolerantes a la fusariosis de la espiga y a la acumulacion
de Deoxinivalenol a partir de la incidencia in vitro para
ser probados en ensayos de campo.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron proveidas por el Programa de
Investigacion en Trigo del Centro de Investigacion de
Capitan Miranda, Itapla, dependiente del Instituto
Paraguayo de Tecnologia Agraria (IPTA), del periodo
agricola 2013.

Para este estudio se mantuvieron los codigos proveidos.
Se estudiaron muestras de grano y espigas de trigo de 15
lineas avanzadas, consideradas a partir de ensayos de
campo como potencialmente resistentes a la fusariosis de
la espiga.

Las muestras fueron etiquetadas y transportadas en
condiciones adecuadas al Laboratorio de Biotecnologia
del Centro Multidisciplinario de Investigaciones
Tecnolégicas, Direccion General de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, Universidad Nacional de
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Asuncién (CEMIT, DGICT, UNA), en el Campus
Universitario, San Lorenzo. Las muestras luego fueron
trilladas, desinfestadas con Hipoclorito de Sodio al 3% y
enjuagadas con agua destilada estéril. Una vez secas
fueron sembradas en placas de Petri con Papa Dextrosa
Agar (PDA) por duplicado y colocadas en camara de
crecimiento a 22°C y luz constante. A los 7 dias se
analizaron las placas a través de la observacion de
caracteristicas macro y micromorfoldgicas de las colonias
por medio de microscopio compuesto (Leslie vy
Summerell 2006).

Todos los hongos con caracteristicas pertenecientes al
género Fusarium fueron aislados y purificados. Por medio
de diluciones seriadas se realizaron  cultivos
monoconidiales. Para la identificacion a nivel de especie
fue utilizada la clave de Leslie y Summerell (2006). Las
colonias unicelulares fueron sembradas en placas con
Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) y posteriormente
transvasadas a placas con PDA para medir el crecimiento
y observar la coloracion de las colonias, y a placas con
SNA y Agar clavel (CLA) para observar caracteristicas
conidiales y medir macro y micro conidias (Leslie y
Summerell 2006). Se determinaron las especies presentes
y se calculé la frecuencia absoluta de hongos del
complejo Fusarium graminearum en cada linea estudiada
(Marasas et al. 1988) mediante el uso del paquete
estadistico Infostat (Di Rienzo et al. 2013). Se calcul6 el
porcentaje de incidencia de las especies presentes en las
muestras colectadas, se realizé andlisis de varianza y se
utilizo el Test de Tukey al nivel de significancia de 0,05.

Para clasificar las lineas a partir de su resistencia y
susceptibilidad se utiliz6 la escala para evaluar la
fusariosis en grano (Kohli 1989). Se cuantificé el nivel de
Deoxinivalenol (DON) en las muestras por
inmunofluorescencia mediante el uso de Vertu Lateral
Flow Reader, de Vicam Technologies, siguiendo las

instrucciones del manual del fabricante (VICAM 2011).
Se analiz6 la correlacion entre la incidencia y la
acumulaciéon de DON en ppm en las lineas estudiadas por
medio del Coeficiente de Spearman.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 59 aislados identificados como
pertenecientes al complejo Fusarium graminearum en las
muestras analizadas, siguiendo las indicaciones de la
clave de Leslie y Summerell (2006) (Figura 1).

La incidencia in vitro de hongos del Complejo Fusarium
graminearum en lineas avanzadas de trigo fue variable
(Tabla 1). En el 6,66% de ellas no se detect6 la presencia
de estos patdgenos. Se identificaron ademas otras especies
como Fusarium culmorum, Fusarium semitectum,
Fusarium avenaceum, Fusarium oxysporum y Fusarium
verticilloides. Estas coinciden con las reportadas por
Quintana y Morel (2004). Dichos autores indicaron que
Fusarium graminearum estuvo presente en 90% de las
muestras analizadas, siendo el hongo de mayor
incidencia. Las especies identificadas coinciden con
reportes de Argentina, Brasil y Uruguay que indican que
el Complejo Fusarium graminearum es el predominante
(Del Ponte et al. 2004, Carranza et al. 2008, Stenglein et
al. 2012, Faria et al. 2012).

Se observaron diferencias significativas en las muestras
analizadas. De acuerdo con Kohli (1989), a los intervalos
de porcentajes de incidencia en grano se los categorizo
como inmune, moderadamente resistente, susceptible y
muy susceptible (Tabla 1). De acuerdo a los resultados
obtenidos, las lineas PIT02 y PIT48 se presentan como
potencialmente resistentes a la fusariosis de la espiga en
referencia a la resistencia tipo Ill, resistencia a la
infeccién del grano (Kohli 1989, Miller et al. 1985,
Mesterhazy 2002, Boutigny et al. 2008).

Figura 1. a: Micobiota de granos de trigo en PDA; b: Observacion de la coloracion y velocidad de
crecimiento de F. graminearum en PDA,; c: Micromorfologia de Conidias del complejo
Fusarium graminearum en SNA, 40x. San Lorenzo, Paraguay, 2013.
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Tabla 1. Comparacién de medias y categorizacion de lineas segun la incidencia de hongos del Complejo Fusarium

graminearum, San Lorenzo, Paraguay, 2012.

Linea Incidencia (%) Categorizacion de Resistencia tipo 1117
PITO2 0,00 A" Inmune

PIT48 10,00 A B Moderadamente resistente
PIT16 30,00 A B C Susceptible

PIT28 30,00 A B C Susceptible

PIT23 30,00 A B C Susceptible

PIT26 40,00 A B C Susceptible

PIT35 40,00 A B C Susceptible

PITO5 40,00 A B C Susceptible

PIT34 40,00 A B C Susceptible

PIT17 40,00 A B C Susceptible

PIT38 50,00 B C Susceptible

PIT47 50,00 B C Susceptible

PIT32 60,00 C Muy susceptible
PIT24 60,00 C Muy susceptible
PIT36 70,00 C Muy susceptible

T Seglin escala para evaluar la Fusariosis en grano (Kohli 1989); 7™ medias con una letra comin no son significativamente

diferentes por el Test de Tukey (p>0,05).

El Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT) ha identificado a esta enfermedad como la
principal limitante para la produccién de trigo, ya que a
los problemas en rendimiento se le suma la acumulacion
de micotoxinas en granos (Xu 2003).

Entre las lineas de trigo analizadas en relacion a la
acumulacién de Deoxinivalenol, tres de ellas (PITO2,
PIT17 Y PIT24) expresaron potencial de resistencia tipo
V, tolerancia a la acumulacion de DON (Tabla 2). Los
resultados obtenidos no coinciden con lo observado por
Quintana (2004), en un trabajo realizado con variedades
comerciales, en el que se detectaron concentraciones de
DON en 100% de las muestras analizadas, que variaron
de 0,247 a 10,13 ppm. DON es la micotoxina de mayor
relevancia en el cultivo del trigo en Paraguay (Quintana
2004, Quintana y Morel 2004). Esto indica que el uso de
nuevas variedades comerciales que no acumulen DON se
torna cada vez mas importante, por tanto es necesaria la
basqueda de fuentes de resistencia tipo V en los
materiales con los que se cuenta en el pais actualmente.

Para nimero de muestras analizadas in vitro, no se
encontrd correlacion entre la incidencia de hongos del
Complejo Fusarium graminearum y la acumulacién de
Deoxinivalenol.

Tabla 2. Comparacién de medias de acumulaciéon de
Deoxinivalenol (DON) en lineas de trigo. San
Lorenzo, Paraguay, 2012.

Linea DON (ppm)

PIT24 0,00 AT

PIT17 0,00 A

PIT02 0,00 A

PIT23 0,31 A B C
PIT38 0,61 A B C
PIT48 0,64 A B C
PIT32 0,66 A B C
PIT36 0,72 A B C
PIT26 0,77 A B C
PITO5 0,79 A B C
PIT35 0,80 B C
PIT47 0,83 B C
PIT16 0,84 B C
PIT28 0,92 B C
PIT34 1,14 B C

fMedias con una letra comin no son significativamente
diferentes por el test de Tukey (p>0,05).
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CONCLUSIONES

La incidencia de hongos del complejo Fusarium
graminearum es alta en las lineas estudiadas. Asimismo,
existen entre las lineas avanzadas del Programa de
Investigacion en Trigo materiales con potencial de
resistencia a la infeccion de Fusarium graminearum en
grano y la acumulacion de Deoxinivalenol. Para
resultados mas concluyentes es necesaria la realizacién de
ensayos con un mayor nidmero de muestras e infecciones
forzadas a nivel de invernadero.
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