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RESUMEN

En Galicia, el ensilado de maiz forrajero se utiliza extensamente en la alimentacién
del ganado vacuno, sobre todo en explotaciones de leche. Diversas especies del género
Fusarium causan podredumbre de tallo y mazorca en cultivo de maiz, disminuyendo
el rendimiento del cultivo y produciendo toxinas, que persisten en el forraje ensilado y
pueden poner en riesgo el rendimiento, la fertilidad y la salud del ganado. El objetivo de
este trabajo fue estudiar la ocurrencia natural de especies de Fusarium en tallos de maiz
forrajero en Galicia, para conocer qué micotoxinas podrian estar presentes en el forraje
ensilado. Se identificaron, mediante métodos morfolégicos y moleculares, las especies
de Fusarium presentes en 45 hibridos de maiz forrajero cultivados en la provincia de A
Coruiia bajo condiciones naturales de fuerte estrés por sequia. En el momento de corte
para ensilado, se detectaron una o varias especies de Fusarium toxigénicas en todos
los hibridos. Las especies de mayor prevalencia fueron Fusarium graminearum, que
produce deoxinivalenol y zearalenona, y un Fusarium sp., que se encontraron en el 80%
y 64.4% de las muestras, respectivamente.
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INTRODUCCION

En Espaiia, en 2010 se cultivaron 96 981 ha de maiz forrajero que dieron una
produccién de 4 235 808 t de forraje verde, de las que un 90,5% se ensilaron
(MAGRAMA, 2012). La mayoria de la superficie cultivada (un 60%) y de la produccién
(un 77%) se localizé en las provincias de A Coruiia (38 666 ha, 2 589 250 t) y Lugo (19
344 ha, 675 106 t), que concentran la mayoria de la explotaciones de vacuno de leche
y de carne de Galicia. El ensilado de maiz forrajero es un componente fundamental de
la racién, especialmente en las explotaciones de vacuno de leche de mayor tamarfio, que
presentan una mayor intensificacién de la produccién forrajera (Fernandez-Lorenzo et
al., 2009).

En campo, antes del corte para ensilado, tanto el tallo como la mazorca del maiz
pueden ser infectados por hongos patégenos del género Fusarium, que pueden causar
pérdidas importantes de rendimiento y producir micotoxinas (Wu, 2007). Las toxinas
mds importantes son el deoxinivalenol (un tricoteceno de tipo B) y la zearalenona,
producidas principalmente por F. graminearum, y las fumonisinas, que generan sobre
todo F. verticillioides y F. proliferatum (Logrieco et al., 2002a; Munkvold, 2003), pero
cada vez se da mds importancia a otras toxinas que aparecen en menor proporcion, como
la moniliformina, beauvericina, enantinas y fusaproliferina (Jestoi, 2008). Segiin sus
caracteristicas quimicas, se distinguen tricotecenos de tipo A, como las toxinas T-2, HT-
2, monoacetoxiscirpenol y diacetoxiscirpenol, y de tipo B, como el deoxinivalenol y el
nivalenol y sus derivados mono y diacetilados (Bottalico, 1998).

El consumo por el ganado de piensos contaminados por micotoxinas puede tener
como consecuencia una menor ingestién del alimento, menores ganancias de peso,
mayor incidencia de enfermedades y disminucidn de la capacidad reproductiva (Binder
et al., 2007). El porcino es particularmente sensible a la toxicidad del deoxinivalenol,
que determina una menor ingestion voluntaria de alimento, y de la zearalenona, que
produce hiperestrogenismo y menor fertilidad (D6ll y Dénicke, 2011). En general se
considera que los rumiantes son mds tolerantes a los tricotecenos y a la zearalenona, ya
que la biota ruminal puede convertirlos en compuestos menos téxicos, de manera que
los residuos de estas toxinas en leche y carne no son de importancia para la salud piiblica
(Fink-Gremmels, 2008). Algunos autores sugieren, sin embargo, que es necesaria mas
investigacién en rumiantes, sobre todo en vacuno de leche, para averiguar los efectos
de estas micotoxinas cuando son consumidas a dosis altas durante largos periodos de
tiempo y en combinacién con otras (Seeling y Dénicke, 2005).

Las fumonisinas mas activas son las de la serie B, especialmente la FB1, que puede
producir leucoencefalomalacia en caballos y alteraciones en la funcién hepdtica e
inmune del ganado vacuno (Kellerman et al., 1990).
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Debido a sus efectos téxicos en varias especies animales y a que aparecen muchas
veces en concentraciones altas (con frecuencia a nivel de ppm), la Comisién de las
Comunidades FEuropeas (20060) publicé una recomendacién sobre la presencia de
deoxinivalenol, zearalenona y fumonisinas en los productos destinados a la alimentacién
animal, estableciendo valores orientativos, determinados para la especie animal de
mayor tolerancia, que no se deberian sobrepasar. En la Recomendacién de la Comisién
se sefiala la necesidad de recabar mas datos, por ahora limitados, sobre la presencia de
las toxinas H-2 y HT-2 en productos para alimentacién animal, de forma que se puedan
establecer valores orientativos en el futuro.

Por su importancia para la alimentacién humana y animal, el estudio de la ocurrencia
de hongos toxigénicos del género Fusarium se ha centrado en los granos del maiz.
Hojas y tallos del cultivo de maiz han recibido menos atencién, a pesar de que algunos
estudios indican que estan mds infectadas por Fusarium spp. que los granos (Di Menna
et al., 1997). Este hecho es relevante respecto a la posible toxicidad del forraje fresco
y especialmente del ensilado de maiz forrajero, ya que tanto los tricotecenos como la
zearalenona y las fumonisinas son muy estables y persisten en el forraje ensilado aunque
los propios hongos de Fusarium no sobrevivan al proceso de ensilaje (Mansfield y
Kuldau, 2007).

El conocimiento de las especies de Fusarium que pueden afectar al cultivo de maiz
forrajero en cada zona geogrifica es importante no solo para estudiar los niveles de
interaccion entre los patégenos de Fusarium y el maiz, sino para conocer los riesgos
de contaminacién del forraje, fresco o ensilado, por micotoxinas (Dorn et al., 2009).
El objetivo de este trabajo fue investigar la ocurrencia natural de especies de Fusarium
productoras potenciales de micotoxinas en tallos de maiz forrajero cultivado para
ensilado en Galicia.

MATERIAL Y METODOS

Se llevé a cabo un ensayo en una finca de 0,3 ha de una explotacién de vacuno
de leche situada en Mazaricos (A Coruiia, 42°56°42,0°N, 8°57°40,3”"W). Se diseiié
un experimento en bloques al azar con tres repeticiones para estudiar la incidencia e
identificar las especies de Fusarium en tallos de 45 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,0./
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%) v, para el control de vegetacién
espontanea, se aplicé 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
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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 plantacién de 90 000
plantas/ha.

Un mes después de la siembra, se inspeccioné todo el ensayo para detectar plantas con
algin sintoma de enfermedad en hoja, recogiendo muestras de hojas con decoloracién de
cinco variedades. Trozos de estas hojas se dispusieron en cdmara lmimeda, sembrando
ademads fragmentos de hoja en placas Petri con el medio de cultivo Komada, selectivo
para especies de Fusarium (Komada, 1975), para forzar la esporulacién 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 monospdricos, que sirvieron de base para la identificacion morfoldgica y
molecular de especies.

El cinco de octubre de 2011, cuando el grano estaba en estado pastoso, en
cada repeticién, se cortaron tres plantas de la linea central de las 45 variedades de
maiz, separando hojas v porcién de tallo por debajo de la mazorca, que se llevaron
al laboratorio para su procesado inmediato. Hojas y tallos presentaban manchas
amarillentas y pardo-amarillentas, indicando la posible presencia de patégenos flingicos.
En el laboratorio, trozos de tallo situados a uno-dos cm de los nudos de cada variedad se
sembraron en medio Komada. TLos aislados obtenidos se sembraron en los medios SNA
(Spezieller Néhrstoffarmer Agar), recomendado para incrementar la esporulacién en el
cultivo de Fusarium, y PDA.

Las especies de Fusarium aisladas en ambos muestreos se identificaron observando
caracteristicas macroscopicas (forma y pigmentacién del micelio, velocidad de
crecimiento de las colonias) y microscépicas (presencia/ausencia y forma de
macroconidios, microconidios y clamidosporas). La identificacién morfolégica se
complementé con la identificacion mediante métodos moleculares, realizando un
estudio de la regién ITS del rDNA y una parte de la secuencia del gen del factor de
elongacién la (gen EF-1a) de especies de Fusarium. Para ello, se extrajo ADN a partir
de micelio en cultivo v se amplificé con los primers ITS1-ITS4 y EF1-EF2, siguiendo
los métodos de White et al. (1990) v O’Donell et al. (2000), respectivamente. Los
productos amplificados se secuenciaron en un equipo ABI PRISM 3130, comparando las
secuencias obtenidas con las depositadas en el GenBank (NCBI, 2012) y en la base de
datos de Fusarium del Broad Institute (2011). La identificacién molecular de una especie
se aceptd 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
siembra, se detecté la presencia de especies de Fusarium (Tabla 1). En una variedad se
encontraron dos especies (I. cerealis y F. oxysporum) y en las otras cinco solo una: F.
graminearum, F. oxysporum o F. sporotrichioides.

TABLA 1

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

Table 1. Fusarium species detected in maize hybrids grown in Mazaricos (A Corufia) one month
after seeding.

Variedad de maiz hibrido

Mas 23.B Mamilla Stern Gladi Josquin

Especies de  F. cerealis

. F. oxysporum F. sporotrichioides F. graminearum F.sporotrichioides
Fusarium  F. oxysporum Ysp P 8 P

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
analizado, se detectaron diez especies. Las de mas prevalencia fueron F. graminearum
y una especie (Fusarium sp.) cuya identificacién estd pendiente de confirmar (Tabla
2). En menor proporcién se encontraron F. oxysporum, F. cerealis, F. cortaderiae v F.
subglutinans, y en solo una o dos variedades de maiz F. arthrosporioides, F. avenaceum,
F. sporotrichioides y F. verticillioides. 1.a mayoria de estas especies no habian sido
detectadas con anterioridad en maiz en Galicia. Otros autores han comunicado también
una alta diversidad de especies del género en tallos de maiz. Dorn et al. (2009)

encontraron 15 especies y Eckard et al. (2011) detectaron 12, lo que sugiere la existencia
de interacciones interespecificas.

La alta incidencia de Fusarium estuvo probablemente favorecida por las condiciones
climatolégicas del afio de cultivo. Las plantas estuvieron sometidas a un fuerte estrés
hidrico durante toda la fase vegetativa, con un balance hidrico (Precipitacién —
Evapotranspiracién potencial segiin Pennman-Monteith) altamente negativo en mayo,
junio y julio (-89 L/m?, -121 L/m? y -91 L/m?, respectivamente) (Figura 1). Hubo
Iluvias en agosto, durante la floracién, que determinaron un balance de 17,2 L/m?, pero
en septiembre, durante la maduracién del grano, hubo de nuevo condiciones de estrés
con un balance hidrico de -27,5 L/m2. Durante todos los meses de cultivo se registraron
temperaturas maximas medias altas y minimas medias bajas (Figura 2). Condiciones de
sequia y alta temperatura, particularmente antes y durante la antesis, podrian favorecer la
infeccion fiingica de la planta de maiz y la produccién de micotoxinas, como observaron
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Vincelli y Parker (2002) respecto a las fumonisinas. Recientemente Oldenburg y
Schittenhelm (2012) han demostrado que el riesgo de contaminacién por deoxinivalenol
producido por F. graminearum en granos aumenta cuando el maiz se cultiva bajo
condiciones de estrés hidrico prolongado.

TABLA 2

Especies de Fusarium detectadas y prevalencia de cada una en 45 hibridos de maiz
cultivados en Mazaricos (A Coruiia) en el momento de corte para ensilado. Se detallan las
principales micotoxinas que puede producir cada especie (Logrieco et al., 2003; Monds et al.,
2005; Jestoi, 2008).

Table 2. Fusarium species detected and prevalence of each in 45 maize hybrids grown in
Mazaricos (A Corufia) at time of cutting for silage. Mycotoxins produced by each Fusarium
species are provided (Logrieco et al., 2003; Monds et al., 2005, Jestoi, 2008).

Especies de Fusarium Prex;z:yie)ncia Micotoxinas*

F. graminearum 30 DON, ZEA, NIV, FUS, AcDON, DAcDON,
DACNIV

Fusarium sp. 64,4

F.oxysporum 178 MON, EN, BEA, FB, FUP

F. cerealis (= F. crookwellense) 15,6 NIV, FUS, ZEA, ZOH

F. cortaderiae 89 NIV

F. subglutinans 6,7 BEA, MON, FUP

F. arthrosporioides 4.4 MON, EN, BEA

F. sporotrichioides 44 T2, HT2, NEO, MASI;[]JDI;AS, BEA, EN, MON,

F. avenaceum 22 MON, EN, BEA

F. verticillioides 22 FB,, FB,, FB,, FUP, BEA

* AcDON, mono-acetildeoxinivalenoles (3-AcDON, 15-AcDON); BEA, beauvericina, DAcNIV, diacetilnivalenol
(4,15-AcNIV); DAS, diacetoxiscirpenol; DON, deoxinivalenol; EN, enantinas; FBI, fumonisina B1; FB2, fumonisina
B2; FB3, fumonisina B3; FUP, fusaproliferina; FUS, fusarenona-X (= 4-acetil-NIV); HT2, toxina HI-2; MAS,
monoacetoxiscirpenol; MON, moniliformina; NEO, neosolaniol; NIV, nivalenol; T2, toxina T-2; ZEA, zearalenona;
ZOH, zearalenoles (isomeros a.y ).
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FIGURA 1
Datos de precipitacion y balance hidrico durante los meses de cultivo, registrados en la

estacién de Fontecada (A Coruiia), perteneciente a la red de estaciones automiticas de la
Conselleria de Medio Ambiente de la Xunta de Galicia.

Figure 1. Precipitation and water balance data during the months of cultivation, registered at
the weather station in Fontecada (A Coruiia), which belongs to the automated weather station
network of the Conselleria de Medio Ambiente of Xunta de Galicia.
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FIGURA 2
Datos de temperaturas medias, maximas medias y minimas medias durante los meses

de cultivo, registrados en la estacion de Fontecada (A Coruiia), perteneciente a la red de
estaciones automaticas de la Conselleria de Medio Ambiente de la Xunta de Galicia.

Figure 2. Average temperature and average maxinuum and minimum temperatures data during
the months of cultivation, registered at the weather station in Fontecada (A Coruna), which
belongs to the automated weather station network of the Conselleria de Medio Ambiente of Xunta
de Galicia.
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La mayoria de las variedades estaban infectadas por F. graminearum, sola o junto
a otras especies del género. Fusarium graminearum es una especie altamente patégena
en maiz, responsable de importantes pérdidas econémicas en muchas zonas de cultivo
del mundo. Puede sobrevivir en restos de cosecha de maiz durante el invierno (Nyvall y
Kommedahl, 1970; Glenn, 2007) y también puede colonizar tejidos senescentes de otra
cosecha y de malas hierbas (Parry et al., 1995).

Todas las especies identificadas son toxigénicas. Fusarium graminearum produce
principalmente tricotecenos de tipo B, sobre todo deoxinivalenol, y zearalenona
(Logrieco et al., 2002a). Su alta prevalencia indica la posible presencia de estas
micotoxinas en el forraje de la mayoria de las variedades estudiadas. Se ha demostrado
que el nivel de deoxinivalenol y zearalenona estd directamente correlacionado con la
presencia de F. graminearum (Visentin et al., 2010; Boutigny et al., 2012), asi como
el de las fumonisinas con F. verticillioides y el de moniliformina y beauvericina con F.
subglutinans (Boutigny et al., 2012), ambas especies encontradas en este trabajo con
muy baja prevalencia.

Fusarium oxysporum produce beauvericina, enantinas, fumonisinas, fusaproliferina
y moniliformina (Leslie y Summerell, 2006; Dorn et al., 2009), mientras que F. cerealis
se ha encontrado frecuentemente asociada a la presencia de nivalenol y fusarenona-X,
dos tricotecenos de estructura préxima al deoxinivalenol, en granos de maiz (LLogrieco
et al., 2002a). La fusarenona-X es mas téxica que el nivalenol, y éste es mas téxico que
el deoxinivalenol. En cuanto a las especies de menor prevalencia, F. arthrosporioides 'y
F. avenaceum pueden producir moniliformina, beauvericina y enantinas (Golinski et al.,
1996; Logrieco et al., 2002b) v F. sporotrichioides produce T-2 (Visentin et al., 2010),
una de las toxinas mas potentes producidas por el género, beauvericina, enantinas,
fusaproliferina y moniliformina (Dorn et al., 2009).

En la mayoria de los tallos analizados, se encontraron dos o mds especies de
Fusarium. Fusarium graminearum se encontré asociado a Fusarium sp. en 22
variedades, y en un nimero mucho menor a F. arthrosporioides, F. avenaceum, F.
cerealis, F. cortaderiae, F. oxysporum, F. sporotrichioides y F. subglutinans (Figuras
3 y 4). En los tallos de seis variedades se detectaron tres especies: F. graminearum y
Fusarium sp. asociadas a I. avenaceum (var. Marcello) o F. oxysporum (var. DK 315,
Jennifer y Pesandor), y F. cerealis asociada a F. cortaderiae y F. verticillioides (var.
Delli) o a F. sp. y F. subglutinans (var. LG 32.77). En los tallos de dos variedades se
encontraron cuatro especies: I. graminearum y Fusarium sp. junto con F. oxysporum y
F. sporotrichioides (var. Columbia) o con F. cerealis v F. cortaderiae (var. Phileaxx). En
9 variedades se encontré Fusarium sp. junto con una o dos especies mds, pero no con F.
graminearum (Figura 5).
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FIGURA 3
Incidencia de F. graminearum, sola o con Fusarium sp. y otras especies de Fusarium, en variedades de maiz forrajero cultivadas en
Galicia.

Figure 3. Incidence of F. graminearum, alone or with Fusarium sp. and other Fusarium species, in forage maize cultivars grown in Galicia.
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F.graminearum  F. arthrosporoides F. cerealis F. cortaderiae F. oxysporum F. sporotrichioides Cultivares de maiz
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DKC 4372, Rulexx
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FIGURA 4
Incidencia de F. graminearum con especies de Fusarium distintas a Fusarium sp. en variedades de maiz forrajero cultivadas en Galicia.

Figure 4. Incidence of F. graminearum with Fusarium species other than Fusarium sp. in forage maize cultivars grown in Galicia.
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F.sp. F. cerealis F. cortaderiae F. oxysporum F. subglutinans F. verticillioides Cultivares de maiz
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FIGURA 5
Incidencia de Fusarium sp. con especies de Fusarium distintas a F. graminearum en variedades de maiz forrajero cultivadas en Galicia.
Figure 5. Incidence of Fusarium sp. with Fusarium species other than F. graminearum in forage maize cultivars grown in Galicia.
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La presencia de varias especies toxigénicas de Fusarium en los tallos del maiz y el
hecho de que cada una de las especies puede producir varias toxinas revela la posibilidad
de que el forraje fresco o ensilado pueda presentar una combinacién de micotoxinas, que
podrian sumarse a las presentes en las mazorcas si éstas estan también infectadas. La
presencia de muiltiples toxinas de Fusarium en maiz (incluyendo grano, harina y ensilado
de maiz), sobre todo de deoxinivalenol y fumonisinas, en distintos paises europeos
estd bien documentada (Griessler et al., 2010). En un estudio reciente en cultivos de
maiz forrajero para ensilado en 13 localidades del sur de Alemania, Schollenberger et
al. (2012) encontraron que tanto los tricotecenos de tipo A como los de tipo B pueden
estar presentes en todas las partes de las plantas de maiz (granos, mazorcas, espatas,
tallos), si bien con una distribucién desigual, llegando a detectar hasta 12 micotoxinas
en una misma muestra. [L.a concurrencia de multiples toxinas de Fusarium con distintas
caracteristicas quimicas y distintos modos de accién se considera un problema
importante por sus posibles interacciones aditivas o sinérgicas en relacién a sus efectos
adversos en produccién animal (Logrieco et al., 2002a), investigacion que debe
abordarse en el futuro. Estos estudios son particularmente necesarios en Galicia para
conocer la exposicion del ganado vacuno a las micotoxinas producidas por Fusarium,
especialmente en afios en que el cultivo de maiz forrajero se vea sometido a estrés por
sequia y/o temperatura y el desarrollo de los patégenos se vea favorecido.

La obtencién de variedades de maiz resistentes al ataque de distintas especies de
Fusarium toxigénicas parece la mejor opcidn para evitar la presencia de micotoxinas
en el forraje para ensilado. En trabajos recientes, se han encontrado algunas diferencias
de severidad entre algunos cultivares para la podredumbre de mazorca causada
por F. graminearum (Loffler et al., 2010), F. verticillioides (Clements et al., 2004;
Loffler et al., 2010) y F. proliferatum (Robertson-Hoyt et al., 2000). Sin embargo, en
ciertas localidades, las condiciones climatolégicas (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 seleccién
de cultivares por su resistencia a especies 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 45 hibridos de maiz
forrajero cultivados en la provincia de A Coruiia, frecuentemente dos o 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
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la salud animal. La alta incidencia de Fusarium graminearum aconseja el analisis de
micotoxinas, sobre todo deoxinivalenol y zearalenona, en ensilados de maiz forrajero en
Galicia para garantizar que no superan los limites recomendados en alimentacién animal
por la Unién Europea. Estos andlisis estarian especialmente recomendados en afios en
que las condiciones climatolégicas favorezcan el desarrollo de los patégenos.
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BIODIVERSITY OF FUSARIUM SPECIES IN STALKS OF
FORAGE MAIZE IN GALICIA (NW SPAIN)

SUMMARY

In Galicia (NW Spain), silage maize is extensively used for animal feeding,
especially in dairy cattle farms. Several Fusarium species can cause stalk and ear rot in
maize, which, besides reducing crop yield, are detrimental to performance, fertility and
health of livestock. The aim of this work was to study the natural occurrence of Fusarium
species in stalks of forage maize in Galicia, in order to know which mycotoxins might be
present in silage. We identified, by morphological and molecular methods, the Fusarium
species present in 45 forage maize hybrids grown in the province of A Corufia (NW
Spain) under natural conditions of severe drought stress. At time of cutting for silage,
one or more toxigenic Fusarium species were detected in all hybrids. The most prevalent
species were Fusarium graminearum, which produces deoxynivalenol and zearalenone,
and a Fusarium sp., which were found in 80% and 64.4% of the samples, respectively.

Key words: Fusarium graminearum, maize hybrids, mycotoxins, Zea mays.



