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Resumen

Se aislaron cepas de Fusarium endofiticos de Sorghum
bicolor (L.) Moench ssp. bicolor cosechado en el
noroeste argentino, y se identificaron por las
caracteristicas macro y micromorfoldgicas como F.
proliferatum (Matsush.) Nirenberg, F. chlamydosporum
Wollenw. & Reinking y F. semitectum Berk. & Revenel.
La investigacidén de fumonisinas, en los granos de sorgo
germinados y en los cultivos sobre maiz blanco, se hizo
por ELISA y la de tricotecenos por TLC. La cepa de F.
chlamydosporum produjo T-2, DON y otros tricotecenos
de los grupos A y B. La concentracidén de fumonisinas
observada en 1los granos de sorgo germinados vy
amohosados con F. proliferatum fue de 2 a 6,5 mg/kg,
mientras que en los cultivos alcanzd hasta 16 mg/kg.
Ademas se aisld F. verticilloides (Sacc.) Nirenberg
productor de fumonisinas, de un lote sorgo de la pampa

htmeda argentina.
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Summary

Endophytic  Fusarium strains were isolated from
germinated grains of Sorghum bicolor (L.) Moench ssp.

bicolor harvested in the northwest of Argentina. F.



proliferatum (Matsush.) Nirenberg, F. chlamydosporum
Wollenw. & Reinking and F. semitectum Berk. & Revenle
were identified. F. chlamydosporum white maize culture
investigated by TLC showed T-2, DON and others A & B
trichotecenes. Mouldy germinated sorghum grains
investigated for fumonisins with ELISA kit had 2 - 6.5
mg /kg and F. proliferatum cultures on white maize
reached to 16 mg fumonisins /kg. Sorghum samples from
argentinian humid pampa, had a fumonisins producer F.

verticilloides (Sacc.) Nirenberg.
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Introduccidén

En la Argentina los granos del sorgo (Sorghum bicolor
(L.) Moench ssp. bicolor) se usan principalmente en
mezclas balanceadas para alimento animal, aungue

también se emplea para la fermentacidén alcohdlica (1).

Cuando se inicia la germinacién de algunos granos
infectados, por ejemplo de maiz, se producen ademas de
las defensas proteicas acidos hidroxamicos ciclicos
(benzoxazinoides) y los hongos capaces de hidrolizar
estos inhibidores de la actividad fungica persisten
como enddfitos (2) . El sorgo, que no forma
benzoxazinoides, suele contener algunos mohos
endofiticos especialmente del género Fusarium (2) que
durante la germinacién para el malteado desarrollan
conduciendo al deterioro de 1los granos vy a la
produccién de micotoxinas gque pueden llegar a las

bebidas elaboradas (3).

Una de las toxinas producida por el género Fusarium es

la fumonisina Bi, que dafia las células cerebrales,



hepédticas y renales (4,5,6) y es generada con gran
variabilidad por las cepas de Fusarium proliferatum
(Matsush.) Nirenberg, Fusarium verticilloides (Sacc.)

Nirenberg y otras especies en diversos granos(5,7).

Las fumonisinas de la serie B son las mas frecuentes y
las mas toéxicas para plantas y animales. Entre los
métodos para cuantificar fumonisinas totales estd la
prueba ELISA competitiva indirecta que usa peroxidasa
como enzima marcadora y da valores algo mayores a los

que se obtienen con HPLC (8).

La presencia de fumonisinas en maiz cosechado en la
pampa humeda alcanza valores de hasta 10 mg/kg (9,10)
% esté relacionada con los casos de
leucoencefalomalacia equina registrados en la =zona
(11), siendo F. verticilloides la especie de Fusarium
dominante en maiz argentino (12,13,14) asi como en

alimentos balanceados (15).

El objetivo del trabajo consistidé en conocer las
especies endofiticas de Fusarium en los granos de sorgo
cultivado en el noroeste argentino, y comprobar si eran

productoras de fumonisinas.

Materiales y métodos

Muestreo. Se tomaron al azar y en distintas
oportunidades, tres muestras de cada uno de los lotes
de sorgo de grano cosechados en tres localidades de la
provincia de Salta, Argentina (C6, A7, 1L8), las que
fueron almacenadas en condiciones de temperatura vy
humedad relativa ambiente desfavorables para el
crecimiento  fungico. Con fines comparativos se
estudiaron también muestras de un lote del norte de la

pampa humeda (SF8).



Incubacién. Se desinfectaron los granos con etanol 70%
v/v durante 2 minutos y con lavandina (4-5% cloro
activo) diluida 1:10 en volumen, durante 2 minutos vy
se enjuagaron con agua estéril (16). Se colocaron los
granos sobre papel estéril humedecido dentro de cajas
de Petri (20 en cada una) las que permanecieron a la
temperatura ambiente (18-22°C) durante 2 semanas,
siendo observadas cada tres dias. También se incubaron
en iguales condiciones granos sin desinfectar.

Cultivos. Los hongos desarrollados sobre los granos
fueron repicados en PDA (agar papa glucosa) y agar SN
e incubados a 25°C. La composicién del agar SN era
KH2,PO4 1g, KNO3 1 g, MgSOs4.7H20 0,5 g, KC1 0,5 g, glucosa
0,2 g, sacarosa 0,2 g, agar 20 g, agua 1 L, y se
depositaron trozos de papel de filtro estéril en la
superficie de las placas (17). Las cepas se conservaron
en agar zapallo. Este se preparé hirviendo 200 g de
zapallo en 1 L de agua corriente durante 30 minutos,
luego de filtrar y restaurar el volumen se agregd 20 g
de agar y se esterilizd. También se cultivaron en
placas de CYA (agar Czapek con extracto de levadura)
con una sola picadura central, las que se incubaron a

5, 25 y 37°C (1le).

Para observar la formacién de toxinas se hicieron
cultivos sobre maiz quebrado blanco, esterilizado en
dos volumenes de agua, y se incubaron a la temperatura
ambiente.

Identificacién. Para observar la evolucién de la
morfologia microscédpica se realizaron microcultivos en
agar SN vy agar zapallo, incubados a temperatura
ambiente bajo luz solar indirecta. Para la
identificacién se consultaron las obras de Booth (18),
Pitt & Hocking (16) y Seifert(17).

Investigacién de toxinas. La investigacidén de



fumonisinas se hizo por ELISA competitivo con un equipo
Neogen sobre el extracto, en metanol al 70% v/v, de
material seco molido proveniente de los granos
germinados y amohosados asi como de los granos sin

desarrollo fungico y de los cultivos sobre maiz blanco.

Para la busqueda de tricotecenos se depositd un trozo
de grano del maiz colonizado sobre una placa de TLC

normal (10 cm x 10 cm) con el micelio hacia la capa de

silicagel y 20 UL de cloroformo. Se hizo la corrida
con tolueno—-acetato de etilo-acido fdérmico 90% (5+4+1)
(19) . Se observd bajo luz UV larga antes y después de
rociar la placa con AlCls al 20% p/v y calentarla a
100°C durante 5 minutos para que los tricotecenos B
desarrollaran una fluorescencia celeste. Luego se
rocidé la placa con reactivo cromotrdépico y se la
calentdé de igual manera con el fin de que los
tricotecenos A tomaran fluorescencia celeste y muchos
de ellos se vieran de color purpura con luz visible.
El reactivo se prepard mezclando 1 parte de solucidn
acuosa de &acido cromotrdpico al 10% p/v con 5 partes
de H»S04-H20 (5+3) (20). Se empled como testigo una

solucidédn que contenia T-2 y DON.

Resultados

Cepas. Se aislaron las siguientes cepas de Fusarium a
partir de los granos de sorgo desinfectados e
incubados: lote A7 n° 759, 761 y 766; lote C6 ninguna;
lote L8 n° 751, 752, 753, 754; lote SF8 n° 764. la
incidencia de granos desinfectados que contenian
Fusarium, fue del 5,4% en los lotes A7 y L8, mientras
que en el lote SF8 fue del 11%. Se observd poca
diferencia en la incidencia de Fusarium Link entre los
granos desinfectados y los no tratados antes de 1la

germinacién.



Identificacién. Las cepas de Fusarium aisladas de los
granos desinfectados fueron identificadas por las
caracteristicas macromorfoldgicas sobre PDA y CYA, vy

las micromorfoldgicas sobre agar SN y agar zapallo.

Caracteristicas de la cepa 751: micelio algodonoso
blanco a salmén sobre CYA, pulverulento sobre PDA con
reverso rojizo; macroconidios relativamente escasos

con 3 a 5 septos de 32-38 x 3,5-4 pm; microconidios

abundantes, alargados, de 10-13 x 2,5-3 pm, algunos
con 1 septo; fidlides y polifidlides; clamidosporos
relativamente grandes hasta 15 um de didmetro luego de
dos semanas; crecimiento escaso a 5°C; identificada
con Fusarium chlamydosporum Wollenw.& Reinking.
Caracteristicas de la cepa 754: micelio blanco a beige
palido con densos penachos sobre CYA y PDA, reverso
palido; macroconidios con 3 a 5 septos, de 25-40 x 2,5-
4 pm; polifialides; clamidosporos escasos,
intercalares, a veces en cadenas a las dos semanas;
sin microconidios ni crecimiento a 37°C; identificada
con Fusarium semitectum Berk. & Ravenel.
Caracteristicas de las cepas 752, 753, 759, 761 y 766:
micelio blanco a salmdén con reverso palido a parduzco
sobre CYA vy PDA; cadenas y pseudocabezuelas de
microconidios de 6-8 x 2-3 um; mono y polifidlides;
macroconidios escasos con 3 o 4 septos, de 27-40 x 3-
4 um ; sin crecimiento a 5°C; identificadas con F.

proliferatum (Matsush.) Nirenberg.

Caracteristicas de la cepa 764: micelio chato, blanco

a lila con reverso parduzco a violaceo sobre CYA y PDA;
microconidios de 4,5-9 x 1,5-2,5 uym en cadenas;

macroconidios escasos de 25-40 x 2,7-3,5 pum; sélo



fidlides; identificada con F. verticilloides (Sacc.)

Nirenberg.

Como no se aislaron las cepas de la totalidad de los
granos contaminados no se puede expresar
cuantitativamente la frecuencia de cada especie, pero
predomindé Fusarium proliferatum en los sorgos de la
provincia de Salta.

Produccién de toxinas. En los cultivos sobre maiz
blanco, la cepa n°® 751 de F. chlamydosporum formdé T-2
y otros tricotecenos del grupo A, ademas de DON y otros

del grupo B, pero no fueron cuantificados.

Las cepas de F. proliferatum n° 761 y 766 vy F.
verticilloides n°® 764 produjeron fumonisinas. La
concentracidén de fumonisinas en los granos de sSorgo
amohosados con F. proliferatum fue de 2 a 6,5 mg/kg,
mientras que en los cultivos puros sobre maiz alcanzd

hasta 16 mg/kg.

Discusién

Como se expuso en 1los resultados prevalece F.
proliferatum toxigénico en los sorgos de la provincia
de Salta (Argentina) acompafiada de otras dos especies
(F. chlamydosporum, F. semitectum), pero en el sorgo
de la pampa humeda solo se encontrd F. verticilloides.
Esto concuerda en parte con las observaciones de
Gonzalez et al.(21) vy Saubois et al.(22) donde 1la
frecuencia de las especies halladas fué F.
verticilloides 88,9%, F. chlamydosporum 66,7%, F.
semitectum 22,2% 'y Fusarium subglutinans 11,1%.
También en sorgos del centro y sur de Africa (23)
predomind F. verticilloides aislado en el 65,2% de los
casos, y la variedad alcanzdé a 13 especies de Fusarium.

Ademds suele hallarse en sorgo una especie de la



seccién Liseola que no produce fumonisinas: F.

thapsinum Klittich et al. (24).

Las cepas aisladas de sorgo en este trabajo produjeron
menos del 1% de la concentracidn de fumonisinas totales
en comparacidédn con unas cepas de F. proliferatum,
aisladas de maiz argentino (25), que formaron un
promedio de 2 g de fumonisinas totales /kg de maiz in
vitro, donde la cantidad de fumonisina Bz duplicd la

de fumonisina Bs;.

La mayor concentracién de fumonisinas totales
alcanzada en los granos de sorgo donde desarrolld el
micelio del endéfito superd los niveles maximos
recomendados para los forrajes de equinos (5 mg/kg)

(26) .

Las muestras de sorgo consumido en hogares hindtes
afectados por un brote de intoxicacidédn contenian hasta
7,8 mg de fumonisina B: /kg (27). Por otra parte, unos
forrajes relacionados <con la leucoencefalomalacia
equina contenian hasta 27 mg de fumonisina Bi /kg y 12
mg de Bz /kg, mientras que otros conectados con el edema
pulmonar porcino alcanzaban 10 mg de fumonisina Bi/kg
(8).
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