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Resumen: En el cultivo de maiz forrajero, todas las partes
de la planta pueden verse afectadas por especies de Fu-
sarium, que, ademas de disminuir el rendimiento, pueden
producir micotoxinas que persisten en el forraje ensilado y
que son perjudiciales para la salud animal. En este trabajo,
se identificaron, mediante métodos morfoldgicos y mole-
culares, las especies de Fusarium presentes en el tallo de
hibridos de maiz forrajero cultivados en la provincia de A
Corufa. En el momento de corte para ensilado, se detectd
una o varias especies de Fusarium toxigénicas en todos
los hibridos. F.graminearum, que produce deoxinivalenol y
zearalenona, y un Fusarium sp. se encontraron en el 92% y
84% de las muestras, respectivamente.

Palabras clave: Fusarium graminearum, hibridos maiz, mi-
cotoxinas, tallo maiz, Zea mays.
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Abstract: In forage maize, all parts of the plant may be
affected by Fusarium species, which, besides reducing
crop yield, can produce mycotoxins that persist in silage
and are detrimental to animal health. In this study, we iden-
tified, by morphological and molecular methods, the Fusa-
rium species present in the stem of forage maize hybrids
grown in the province of A Corufia (NW Spain). At time of
cutting for silage, one or more toxigenic Fusarium species
were detected in all hybrids. Fusarium graminearum, which
produces deoxynivalenol and zearalenone, and a Fusarium
sp. were found in 92% and 84% of the samples, respec-
tively.

Key words: Fusarium graminearum, maize hybrids, myco-
toxins, maize stems, Zea mays.

| ensilado de maiz forrajero se ha convertido en un recurso fundamental para la
alimentacion del ganado vacuno, especialmente el de leche, en Galicia. En 2009,
se cultivaron 62 426 ha (37 214 ha en A Coruifia y 19 580 ha en Lugo), casi en su
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totalidad en secano, que produjeron 2 528 334 t en verde (1 618 065 t en A Corufay
683 342 t en Lugo) (Xunta de Galicia, 2011), lo que representa un 63,7 % de la superti-
cie total cultivada en Espafa y un 57,9% de la produccién (MARM, 2010).

Distintas especies del género Fusarium son patdgenos habituales en el cultivo de
maiz, ocasionando menores rendimientos y también pérdidas de calidad del grano de-
bido a que muchos de esos patégenos producen micotoxinas (Wu, 2007). El consumo
por el ganado de piensos contaminados por micotoxinas puede tener como consecuen-
cia una menor ingestion del alimento, menores ganancias de peso, mayor incidencia
de enfermedades y disminucién de la capacidad reproductiva (Binder et al., 2007). Por
ello, el conocimiento de las especies de Fusarium que pueden afectar al cultivo de maiz
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forrajero en cada zona geografica es importante para predecir los riesgos de contami-
nacién del forraje, fresco o ensilado, por micotoxinas (Dorn et al., 2009). Los grupos
de toxinas producidas por diferentes especies de Fusarium que se encuentran en maiz
son principalmente tricotecenos (T-2 y deoxinivalenol), zearalenona y fumonisinas
(Munkvold, 2003). En menor proporcion se han detectado moniliformina, beauverici-
na, enniatinas y fusaproliferina (Jestoi, 2008).

El estudio de la ocurrencia de hongos toxigénicos del género Fusarium se ha cen-
trado en los granos del maiz, en los que pueden causar podredumbre E verticillioi-
des, E proliferatum, E. graminearum, F. culmorum, F. chlamydosporum, F.semitectum, F.
equiseti, F. acuminatum, y con menos frecuencia E heterosporum, F. sporotrichioides, F.
avenaceum 'y F. poae (Logrieco et al., 2002; Visentin et al., 2010). Todos ellos pueden
colonizar también el tallo, causando la muerte prematura de la planta.

En Galicia, Muiioz et al. (1990) identificaron a E moniliforme y F. poae, segui-
das de E graminearum y E. sambucinum, como las especies del género mas frecuentes
en granos producidos en cultivos de maiz de A Corufa y Pontevedra, demostrando
ademas la presencia de zearalenona y deoxinivalenol en un nimero significativo de
muestras. Sin embargo, Butrén et al. (2006), en 10 hibridos de maiz cultivados en Pon-
tevedra, encontraron que la especie mas frecuente en los granos era E verticilloides y,
en menor proporcion, E proliferatum, acompanadas de una alta incidencia de fumo-
nisinas, toxinas carcinogénicas que ambas especies producen (Logrieco et al., 2003).

Hojas y tallos del cultivo del maiz han recibido menos atencion, a pesar de que
algunos estudios indican que estdn mds infectadas por Fusarium spp. que los granos
(Di Menna et al., 1997). Este hecho es relevante respecto a la posible toxicidad del
ensilado de maiz forrajero, ya que, tanto los tricotecenos como la zearalenona y las
fumonisinas persisten en el forraje ensilado aunque los propios hongos de Fusarium
no sobrevivan al proceso de ensilaje (Mansfield y Kuldau, 2007). El objetivo de este
trabajo fue determinar cualitativamente las especies de Fusarium productoras po-
tenciales de micotoxinas que afectan a plantas (hojas y tallos) de hibridos de maiz
forrajero en Galicia.

MATERIAL Y METODOS

Se llevd a cabo un ensayo en una finca de 0,3 ha de una explotacion de vacuno
de leche situada en Mazaricos (A Corufia, 42°56’42,0”N, 8°57°40,3”W), donde en afios
anteriores se venia observando que las hojas del cultivo de maiz forrajero para ensilar
presentaban manchas que cubrian gran parte de la superficie foliar, sugiriendo la pre-
sencia de hongos fitopatdégenos. Se disefié un experimento en bloques al azar con tres
repeticiones para evaluar la incidencia de enfermedades fingicas en 25 variedades de
hibridos de maiz forrajero de ciclo corto.

En la primavera de 2011, tras el laboreo, se aplicaron 150 kg N/ha, 175 kg P,O,/
ha y 250 kg K,O/ha, que se incorporaron con una labor. Para prevenir gusanos grises
y blancos, se hizo un tratamiento con clorpirifos (5 %) y, para el control de vegetacién
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espontanea, se aplico un herbicida a base de acetocloro (45 %) y terbutilazina (21,5 %).
El 18 de mayo de 2011, en cada bloque, se sembraron tres lineas de 4 m de longitud de
cada variedad. La distancia entre dos lineas consecutivas fue de 60 cm y la distancia
entre semillas en la linea de 18,5 cm, para obtener una densidad de plantaciéon de 90
000 plantas/ha.

Segun los datos climatoldgicos proporcionados por la estacion de Fontecada (A
Coruia), perteneciente a la red de estaciones automaticas de la Conselleria de Medio
Ambiente de la Xunta de Galicia, el verano de cultivo se caracterizé por la falta de
precipitaciones, especialmente desde la siembra en mayo hasta julio, con un balance
hidrico de -89 L/m?, -121 L/m?y -91 L/m?en los meses de mayo, junio y julio, respecti-
vamente. Las temperaturas hasta agosto fueron en general suaves.

Un mes después de la siembra, se inspeccion6 todo el ensayo para detectar plantas
con algun sintoma de enfermedad en hoja, recogiendo muestras de hojas con decolo-
racion de cinco variedades. Trozos de estas hojas se dispusieron en camara humeda,
sembrando ademas fragmentos de hoja en placas Petri con el medio de cultivo Koma-
da, selectivo para especies de Fusarium (Komada, 1975), para forzar la esporulacion de
algunas especies fungicas. Las placas se incubaron a 24 °C. Las colonias de Fusarium
obtenidas se repicaron en medio PDA (Patata Dextrosa Agar), selectivo para hongos,
para obtener cultivos monosporicos, que sirvieron de base para la identificaciéon mor-
folégica y molecular de especies.

El cinco de octubre de 2011, cuando el grano estaba en estado pastoso, en cada
repeticion, se cortaron tres plantas de la linea central de 25 de las variedades de maiz,
separando hojas y porcion de tallo por debajo de la mazorca, que se llevaron al labo-
ratorio para su procesado inmediato. Hojas y tallos presentaban manchas amarillentas
y pardo-amarillentas, indicando la presencia de patdgenos fungicos. En el laboratorio,
trozos de tallo situados a uno-dos cm de los nudos de cada variedad se sembraron en
medio Komada. Los aislados obtenidos se sembraron en los medios SNA (Spezieller
Néhrstoffarmer Agar), recomendado para incrementar la esporulacion en el cultivo de
Fusarium, y PDA.

Las especies de Fusarium aisladas en ambos muestreos se identificaron obser-
vando caracteristicas macroscdpicas (forma y pigmentacion del micelio, velocidad de
crecimiento de las colonias) y microscopicas (presencia/ausencia y forma de macro-
conidios, microconidios y clamidosporas). La identificaciéon morfoldgica se comple-
menté con la identificaciéon mediante métodos moleculares, realizando un estudio de
la region ITS del rDNA y una parte de la secuencia del gen del factor de elongacion
la (gen EF-1a) de especies de Fusarium. Para ello, se extrajo ADN a partir de micelio
en cultivo y se amplifico con los primers ITS1-1TS4 y EF1-EF2, siguiendo los métodos
de White et al. (1990) y O’Donell et al. (2000), respectivamente. Los productos ampli-
ficados se secuenciaron en un equipo ABI PRISM 3130, comparando las secuencias
obtenidas con las depositadas en el GenBank (NCBI, 2011) y en la base de datos de Fu-
sarium del Broad Institute (2011). La identificacién molecular de una especie se acept6
cuando el porcentaje de identidad de secuencia fue superior al 98%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En todas las muestras de hojas sintomaticas tomadas un mes después de la siem-
bra, se detectd la presencia de especies de Fusarium (tabla 1). En una variedad se en-
contraron dos especies de Fusarium (E cerealis y E oxysporum) y en las otras cinco s6lo
una: E graminearum, F. oxysporum o E sporotrichoides.

Tabla 1. Especies de Fusarium detectadas en hibridos de maiz cultivados en Mazaricos (A Corufa)
un mes después de la siembra.

Variedad de maiz hibrido

Mas 23.B Mamilla Stern Gladi Josquin

E cerealis
FE oxysporum

Especies de

) E oxysporum
Fusarium 7P

E sporotrichoides  E graminearum  F sporotrichoides

En el momento de cosecha, el 100% de las variedades de maiz presentaron tallos
infectados por una o varias especies de Fusarium. Considerando todo el material anali-
zado, se detectaron siete especies. Las de mds prevalencia fueron E graminearum y una
especie (Fusarium sp.) no detectada previamente en Espafia (tabla 2), cuya identifica-
cion esta pendiente de confirmar. En menor proporcion se encontraron E oxysporum
y E cerealis, y en solo una ¢ dos variedades de maiz E arthrosporioides, F. avenaceum 'y
E sporotrichioides. La mayoria de estas especies no habian sido detectadas con anterio-
ridad en maiz en Galicia.

Tabla 2. Especies de Fusarium detectadas y preva-
lencia de cada una en 25 hibridos de maiz cultiva-
dos en Mazaricos (A Corufa) en el momento de corte
para ensilado.

Especies de Fusarium Prevalencia (%)
E graminearum 92
Fusarium sp. 84
FE oxysporum 28
E cerealis 16

E arthrosporioides
E sporotrichioides

E avenaceum

En mas de la mitad de los tallos analizados, se encontraron dos o mas especies de
Fusarium. Fusarium graminearum se encontrd asociado a Fusarium sp. en 13 varieda-
des, y en un nimero menor a E arthrosporioides, F. avenaceum, E. cerealis y E. oxyspo-
rum. En los tallos de cuatro variedades se detectaron tres especies: F graminearum y
Fusarium sp. asociadas a F. avenaceum (var. Marcello) 6 E cerealis (var. Phileaxx) 6 E

=>

O

Especies toxigénicas del género Fusarium presentes en precosecha de maiz forrajero... | 373

oxysporum (var. DK 315y Jennifer), y en una variedad (Columbia) cuatro: F. graminea-
rum, Fusarium sp., Eoxysporum y E sporotrichoides. Todas las especies identificadas
son toxigénicas. Fusarium graminearum produce zearalenona y deoxivalenol (Logrieco
et al., 2002). Su alta prevalencia indica la posible presencia de estos tricotecenos en
el forraje de la mayoria de las variedades estudiadas. Se ha demostrado que el nivel
de deoxivalenol estd directamente correlacionado con la presencia de E graminearum
(Visenti et al., 2010).

Fusarium oxysporum produce beauvericina, enniatinas, fumonisinas, fusaproli-
ferina y moniliformina (Leslie y Summerell, 2006; Dorn et al., 2009), mientras que E
cerealis se ha encontrado frecuentemente asociada a la presencia de nivalenol y fusare-
nona-X, dos tricotecenos de estructura préxima al deoxinivalenol, en granos de maiz
(Logrieco et al., 2002). La fusarenona-X es mads toxica que el nivalenol, y éste es mas
toxico que el deoxinivalenol. En cuanto a las especies de menor prevalencia, E arthros-
porioides y F. avenaceum pueden producir moniliformina, beauvericina y enniatinas
(Golinski et al., 1996; Logrieco et al., 2002) y E sporotrichioides produce T-2 (Visentin
et al., 2010), una de las toxinas mas potentes producidas por el género, beauvericina,
enniatinas, fusaproliferina y moniliformina (Dorn et al., 2009).

En trabajos recientes, se han encontrado algunas diferencias de severidad entre al-
gunos cultivares para la podredumbre de mazorca causada por F graminearum (Loffler
et al., 2010), E verticillioides (Clements et al., 2004; Loffler et al., 2010) y E proliferatum
(Robertson-Hoyt et al., 2006). Sin embargo, en ciertas localidades, las condiciones cli-
matoldgicas (sobre todo de estrés) la afectan enormemente, de manera que genotipos
que muestran menor severidad en una localidad en otra estan severamente afectados.
Esto dificulta la posibilidad de hacer seleccion de cultivares por su resistencia a espe-
cies de Fusarium que causan podredumbre de mazorca. No hay estudios de resistencia
de hibridos de maiz a la podredumbre del tallo causada por Fusarium.

CONCLUSIONES

La presencia de especies toxigénicas de Fusarium en tallos de 25 hibridos de maiz
forrajero cultivados en la provincia de A Coruia, frecuentemente dos 6 mas por tallo,
indica que los ensilados podrian presentar varias micotoxinas, algunas muy téxicas,
que podrian no solo disminuir la produccién de forraje sino tener efectos negativos
en la salud animal. La alta incidencia de Fusarium graminearum aconseja el analisis
de micotoxinas, particularmente dioxinivalenol y zearalenona, en ensilados de maiz
forrajero en Galicia para garantizar que no superan los limites impuestos en alimenta-
cién animal por la Unién Europea.
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