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RESUMEN

Paspalum dilatatum, (paslo miel) es una excelente
forrajera de producción estival, que durante el proceso
de floración es alacado por un hongo parásito, Claviceps
paspali, que muestra una marcada especificidad por las
gramlneas de este género.
Los objetivos de este trabajo fueron: Estudiar su ciclo
biológico, tanto sexual como asexual, conocfdo en base
aldel ClavicepspUtpurea (cornezuelo del centeno) puesto
que se verificaron diferencias importantes entre ambos.
Se comprobó que entre olras caracterfsticas morfólógicas
menores, Claviceps paspali es capaz de reiniciar su fase
asexual desde el esclerole, aumentando enormemente
su difusión.

SUMMARY

Paspalum dilafatum (.. honey grass .. ) is an excellent
forage grass of summer production; it Is atlacked by a
parasite tungus, Claviceps paspaA, which shows a markecl
specificity to gramineous of this genus.
The aims 01 this work were: To study its biologic cycle,
both sexual and asexual, known from CJaviceps purpurea
cycle (ergot), because important diflerences were verified
between Ihem.
It was proven tha! among other mlnor morphologic
characterislics, Claviceps paspali is able lo begin again
its asexual phase from the sclerotium, so hugely
increaslng its spreading.

INmODUCCIÓN

En los departamentos del sur de la provincia de Santa
Fe la ganaderfa ha sido desplazada por la agricultura
hacia las zonas marginales de esta región, generalmen­
te hacia áreas colindantes con rfos, arroyos y lagunas.
Estos terrenos de suelos con dificultades de drenaje,
húmedos y pesados registran abundante presencia de
pasto miel (Paspalum dilatalum) de excelente aptitud
pastoril.
En el otono, sobre todo cuando es muy húmedo, las
inflorescencias de estas gramlneas presentan gran nu­
mero de esclerofes de Claviceps paspatL Estos son por­
tadores de tOllinas tremorgénicas que al ser Ingeridas
por el ganado producen una sintomatologfa nerviosa If­
pica. La intolllcación posee un Indice de morbilidad de
1entre el 15 y el 30 % según el grado de contaminación
de la pradera, siendo la mortalidad casi nula, pero la pér­
dida de peso muy significativa.
las tOllinas del C. paspafi actúan especfficamente sobre
las células de Purkinge del cerebelo alterando la acción
moduladora der mismo sobre la partida de eslfmulos ner­
viosos desde el cerebro. Son caraclerfsticas de esta in­
toxicación la ataxia, astacla, dismetrla e hipermetrfa. Los
animales presentan hiperellcitabilldad y se toman agre­
sivos, sus orejas están erectas y electUan constantemente
movimientos de negación con la cabeza. Se verilican

tremores en las grandes masas musculares del tronco,
cuello y extremidades. SI se los excita caen en decúbito
adoptando posiciones anormales como pleurostótollO y
oplstótono.
El slndrome es reversible remitiendo los slntomas al reti­
rar los animales de la pradera.

MATERIALES Y MIITODOS

En el estudio del ciclo biológico det hongo en la naturale­
za de una pradera donde se presentaron casos de ani­
males intollicados. se seleccionaron grupos de 6 a 10
plantas adultas, que S8 rodearon con un alambrado para
evitar el pastoreo del ganado. Con el fin de controlar el
enmalezamiento y favorecer la visualización de las plan­
las, se utillzó el herbicida Glifosato al 4% durante el mes
de noviembre.
Se recogieron plantas adultas que se plantaron en ma­
ceta y se alojaron en invernácutos durante el mes de
septiembre. Al emitir sus inltorescencias se realizó la in­
fección artificial con la secreción melosa recogida de al­
guna flores, diluyéndolas en agua destilada y rociándo·
las con atomizador sobre flores de Paspalum en estado
de antesis.
VarIos grupos de plantas fueron cubiertos con jaulas de
tela metálica para corroborar el papel del viento y los in­
sectos en la dilusión del hongo y en el estudio de la
germinación del esclerote, además de la observación a
campo, fueron colocados en cajas de Petri, sobre arena
húmeda estéril a 5° C durante 75 dlas. Posteriormente
fueron llevados a 26° e en presencia de luz, hasta su
germinación.
En la coloración de conidios presentes en la secreción
melosa y previo a la observación, se ulilizaron elltendi­
dos de la misma coloreados con azul de metileno al 3 %
durante 5 minutos, lavados con agua destilada.
Se disgregaron cabezuelas estromáticas maduras con·
tenidas en agua destilada y lueron coloreadas con el
mismo colorante para visualizar peritecios, ascos y
ascosporas.
se utilizó como medio de cultivo agar-papa-delClrosa para
sembrar pequeños trozos de médula de esclerotes y se
incubó a 26° C con el objeto de observar el desarrollo
miceliat del hongo.

RESULTADOS

Los estudios permitieron eslablecer claramente tanto el
ciclo asellual del hongo (Sphacelia deliquesens) que se
desarrolla en las inflorescencias del pasto miel, como el
ciclo sellual sobre el suelo a partir de los esclerotes.
Ciclo asellual: comienza con la llegada de las ascosporas
a tos órganos lemeninos de las llores. Éstas germInan
mientras van penetrando hacia el ovario siguiendo el
desarrollo del tubo polinico a través del estilo, donde
generan un micelio blanco, algodonoso que se cubre de
acérvulos con conidióforos cortos, que producen gran
número de conldios ovales culminando con la necrosis
det embrión de la semilla.
Mientras desarrolla, el hongo elluda una secreción den­
sa, pegajosa, color ámbar ctara, muy semejante a la miel
que se acumula sobre la espiga y marca el primer indicio
de la invasión por C. paspali.
Entre una semana y diez días el exudado meloso co-
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mienza a perder transparencia notándose en su masa
grumos blanquecinos que van aumentando de tamaí'\o y
consistencia hasta llegar en quince a vejnte dfas a for­
mar un esclerote esférico, duro, color pardo claro de 2 a
5 mm de diámetro con superficie irregular, que ocupa el
lugar correspondiente a la semilla sobre la espiga.
El concepto generalizado sostiene que con la formación
dal esclerote culmina la fase sexual; sin embargo, se
comprobó que el ciclo asexual puede continuar, como
ocurre cuando la temperatura y humedad otoñal son al­
tas. En estas condiciones desde las grietas presentes en
la superficie dal asclerote, se forman células conidiales
que producen gran cantidad de conidios inmersos en una
secreción melosa idéntica a la que se observa sobre las
inflorescencias. Se pudo registrar también que sobre ta
superficie del esclerote puede crecer un micelio con las
mismas características morfológicas que el cultivado in
vitro o el desarrollado en el ovario. Aparentemente estas
dos últimos aspectos, son privativos de esta especie.
Ciclo sexual: se inicia a partir de tos esclerotes que han
pasado todo el invierno semienterrados en el suelo, lue­
go de caer de las espigas.
En el mes de diciembre con condiciones ideales de hu­
medad y temperatura, las plantas de pasto miel liberan
sus caí'\as florales, en tanlo los esclerotes inician su pro­
ceso de germinación. El proceso comienza cuando los
mismos evidencian sobre su superficie la formación da
dos a cuatro mamelones estromátlcos amarillos que cre­
cen hasta formar un pedicelo de aproximadamente 0,8
cm de altura y un diámetro de 1 mm, que presenta en su
extremo el esferidio, mas ancho y oscuro, de 3 mm de
diámetro.
Dentro del esferidio se torman pequefias cavidades ro­
deadas de tejido estromático denominadas peritecios.
Estos muestran un opéreulo que sobresale de la superfi­
cie, el ostlolo. En el interior del periteclo se identifican los
ascos en número variable, cilindricos, alargados,
unitunicados que alojan en su interior 6 ascosporas
filiformes, hialinas y céciles de 60 a 90~de largo por 1~

de diámetro. '
Cuando et esferidio ha madurado los ascos quedan en
libertad y tas ascosporas son expulsadas en lorma acti­
va, quedando libres para ser transportadas
mayoritariamente por los insectos hasta las flores, ger­
minando entre 24 y 36 horas después para reiniciar nue­
vamente el ciclo.

CONCLUSiONES

El estudio del ciclo vital de C. paspali permite afirmar,
que no obstante ser semejante a la otra especie del gé­
nero (e.purpúrea) presenta como dilerencia biológica, el
hecho de poder continuar la fase asexual una vez forma­
dos los esclerotes, a través de la exudación de una se­
creción melosa rica en conidios, sobre los mismos. Ade­
más, en su superficie se puede desarrollar un micelio
blanquecino con hifas generalmente estériles.
Se pudo comprobar que los insectos son mucho más
impor1antes que el viento en la difusión del hongo, ya
que las plantas cubiertas con tela metálica casi no regis­
traron infección.
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RESUMEN

Paspalum dllatatum, (pasto miel) es una excelente
forrajera de producción estival, que durante el proceso
de lloración es atacado por un hongo parásito, Clavlceps
paspati, que muestra una marcada especificidad por las
gramfneas de este género.
los objetivos de este trabajo fueron: Extraer, aislar e
identificar las toxinas responsables del cuadro tóxico,
desde las vacuotas lipídicas ubicadas dentro de los
esclerotes. las caracterfsticas morfobiológicas de este
hongo se estudiaron en ambiente natural, Vpor medios
anificlales.
Se desarrolló un protocolo para la extracción, aislamien­
to a identificación de estas toxinas presentes en los
esclerotes. As! se aislaron cuatro fracciones que fueron
identificadas por distintos mélodos y resultaron ser las
toxinas tremorgénicas paspalina, paspaUnlna,
paspalitremo A VB.

SUMMAAY'

Paspa/um dilatatum (~honev grass..) is an excellent
forage grass of summer production; it is attacked bV a
parasite fungus, Claviceps paspali, whlch lthOws 11 mll.tkitl
specifici!y to gramineous 01 thls genus.
The alms 011hls work were: To extract, to isolate and to
idenlify the toxins responslble of the inloxicalion from Ihe
lipldic vacuoles within the sclerolia. The morphobiologic
characteristics of this fungus were sludied in a natural
environment and bV artificial melhods.
A prolocol was developed for the extractlOn, isolation and
identificalion 01 these toxins present in the sclerolia, fhus,
lour tractions were identified by dilferent tñillFidds and
they resulted to be the tremorgenle toxln. pa8paline,
paspalinine, and paspalltreme A and a.

INTRODUCCiÓN

En los departamentos del sur de la provincia de Santa
Fe la ganaderla ha sido desple.zada por la agricultura
hacia las zonas marginales de esta reglón, generalmen­
te hacia áreas colindantes con rlos, arroyos y lagunas.
Estos terrenos de suelos con dificullades de drenaje,
húmedos y pesados regislran abundante presencia de
pasto miel (Paspa/um dilststum) de excelente aptitud
pastoril.
En el otoflo, sobre lodo cuando es muy húmedo, las
inflorescencias de estas gramfneas presentan gran nu­
mero de esclerotes de Claviceps paspali. Estos son por­
tadores de toxinas Iremorgénicas que al ser ingeridas
por el ganado producen una sintomatologla nerviosa If­
pica. la intoxicación posee un Indice de morbilidad de
1entre el 15 V e130 % según el grado de contaminación
de la pradera. siendo la monalidad casi nula. pero la pér­
dida de peso muy significaliva.
las toxinas del C. paspali actúan especflicamente sobre
las células de Purkinge del cerebelo alterando la acción

moduladora del mismo sobre la partida de eslfmulos ner­
viosos desde el cerebro. Son características de esta In­
toxIcación la ataxia, aslacia, dismetrfa e hipermetría. los
animales presentan hiperexcitabitidad V se toman agre­
sivos, sus orejas están erectas Vefectúan constantemente
movimientos de negación con la cabeza. Se verifican
tremoros en las grandes masas musculares del tronco,
cuello y extremidades. Si se los excila caen en decúbito
adoplando posiciones anormales como pleurostólono y
opistótono.
El s(ndrome es reversible remitiendo los slntomas al reU­
rar los animales de la pradera.

MATERIALES Y MltrODOS

1) Para el aislart'!Jento e identificación de las toxinas de
este hongo. se pesaron 200g de esclerotes secos V li­
bres de restos vegetales, provenienles de una pradera
de pasto miel donde se registraron numerosos casos de
intoxicación de bovinos.

los esclerotes fueron finamente molidos hasta llevar­
los a un polvo de lina granulometrla. Se colocaron en
recipiente de vidrio Vagregaron 250 cm' de cloroformo V
la mezcla se llevó a agitador rotatorio duranle 24h a 37°
C. la mezcla se lillró V se incorporó a un evaporador
rotatorio, donde rápidamente se obtuvo un residuo vis­
coso color ámbar oscuro.

2) Con ei 8b'jeto de separar los componentes lIpldicos
de las toxinas, va qU8 ton liposolubles, el residuo fue
disuelto en una mezcla de clcloexano-metanol-agua
(10:128:32), que se incorporó a una ampolla de decanla­
ción, se agitÓ brutetmente y se dejó reposar, luego de lo
cual se separaron dos lases una superior con el
6t619'SJlano V los Upidos que fue desechada y una inferior
más clara, con el metllnol-agua y las toxinas en caso de
estar presentes. Esta fase se llevó a evaporador rotato­
rio duranle 80 minutos a 52°C hasla secado total,
obteniéndose asf el extracto seco, listo para separar las
toxinas.

3) Para verillcar la existencia de mlcotoxinas en el ex­
tracto seco Vcontinuar con el proceso, se tomó una pe­
quefla rraceión de éste, se disolvió en cloroformo
deuterado V se le realizaron espectros de resonancia
magnética nuclear (MNR) para protones ('H).

4) Asimismo, para identificar el número de posibles toxi­
nas presentes en el extracto, se realizaron cromatografías
en capa delgada (TlC), sembrando una pequeña frac­
ción del mismo sobre'placas de sitica gel utilizando como
fase móvil benceno-acetato de etlto-cloroformo
(40:20:40). Tras la corrida se visualizaron cuatro man­
chas al ser reveladas con el revelador de Danishefsky.
Esto permitió conocer los Al de cada fracción.

5) Se separaron las distintas fracciones presentes en
el extracto realizando una cromatografía de columna pre­
parativa empaquetada con silica gel, donde se sembró
el extracto Vse lueron pasando sucesivas fases móviles
de 20 cm' cada una de cloroformo-banceno-acetato de
etilo, con un gradiente linear que aumentaba el 1 % de
acetato de etilo con cada volumen agregado a la colum­
na, aumentando asf progresivamente la polaridad de la
misma.

la fase móvil eJulda de la columna lue recibida en 100
tubos de ensayo colocados sobre un aparato colector de
fracciones automático, donde cada tubo recibió 500 go-
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taso
6) Para identificar entre qué tubos se ubicaba cada frac­

ción, se marcó en forma cuadriculada una placa de silica
gel donde se sembró con capilar una pequeña fracción
de cada tubo. Posteriormente, la placa fue revelada re­
conociendo asf los tubos que contenfan a las distintas
fracciones. Éstos fueron juntados y evaporados, obte­
niendo asl el extracto seco correspondiente a cada frac­
ción.

7) Para la identificación de cada una de estas fraccio­
nes se realizaron:
a) Espectrometrfa de resonancia magnética nuclear
(MNR), 'H Y ':IC, para establecer la estructura qulmica
de cada fracción, en base al análisis de sus señales..
b) Espectrometrfa de masas con el objeto de obtener los
pesos moleculares de cada fracción.
c) Espectrometría ultravioleta. Las muestras se disolvie­
ron en alcohol melflico al 95% y se calcularon sus
absorbancias y longitud de onda para establecer los pi­
cos de cada fracción.

RESULTADOS

Las pruebas identificatorias realizadas pennitieron cons­
tatar que las cuatro fracciones aisladas se correspen­
dlan con la eslructura inool-ak::aloidea propia de estas
toxinas. Una parte de las mismas esta formada por un
núcleo indol y la otra por un diterpeno, el geranilgeraniol.

En una sola extracción se aislaron e identificaron cua­
tro toxinas paspalina, paspalinina, paspalitremo A y
paspalitremo B.
La fracción 1 con un Af de 0,77 corresponde a paspalina
(C..H,':p.N). Su peso molecular es de 421,238, su es­
pectro ultravioleta absorbe medianamente a 280 mj.l
La fracción 2 con una Al de 0,58 corresponde a
Paspalitrem A (C~H,':p.N). Su peso molecular es de
501,287. su espectro ultravioleta presenta un pico de
absoreión a ).max 23S"lJ.y otro de baja intensidad de
absorción a una longitud de onda> max 280 m¡.t
La fracción 3 corresponde a paspalinina (CnH~,O.N). Su
Rf es de 0,40. su peso molecular de 433,225 y su espec­
tro ultravioleta presenta una banda intensa a 254 rn¡.t
debida a la presencia de la acetonaa.j3insaturada clcHca
y un pico de absorción de 310 mj.lque se extiende hasta
330m¡.t
la fracción 4 corresponde al paspalilremo B (C32H:nO,N)
Su Af es de 0,20. Su peso molecular de 517,287 y su
espectro ultravioleta presenta la misma banda de absor­
ción que el A aunque de menor inlensidad a 235 mj.l
Técnicas de cromatograffa liquida de alta presión (HPlC)
permitieron identificar las cuatro toxinas citadas. Dentro
de la fracción 4 se identificó otro compuesto, probable­
mente una nueva toxina, isómero o eplmero derivado de
aquél. Se logro aislarlo, pero a razón de su inestabilidad.
la fracción se descompuso y la escasa cantidad obteni­
da no permitió realizar las pruebas idenlificatorias que
se hicieron sobre las anteriores.

CONCLUSIONES

El primer indicio de la infección de gramíneas por C.
paspali es la presencia de un exudado meloso sobre las
inflorescencias de las plantas. En esta secreción ya se
registran la presencia de melabolitos secundarios, aun­
que nunca comprobamos la intoxicación del ganado por
su consumo, aun siendo éste masivo. Todo lo contrario
ocurre cuando la secreción se consolida en un esclerote
y este sufre un proceso de maduración, en este caso es

alto el porcentaje de animales que manifiestan los sig­
nos lipicos de la intoxicación, lo cual indica que las toxi­
nas tremorgénicas se ubican en el esclerote, donde man­
tienen su poder tóxico por el término de un año y medio.

Se puede afirmar que la concentración y el número de
metabolitos biológicamente activos depende del grado
de maduración del esclerote. En la secreción melosa se
encuentran metabolilos carentes de actividad
tremorgénica, que se constituirfan en los precursores de
las verdaderas toxinas.

Todos los principios dotados de actividad tremorgénica
tienen como característica común la presencia de un gru­
po oxidrilo (OH) en el carbono número 19 de la molécula,
por lo que ésto debe ser considerado como un marcador
de la actividad biológica de estas toxinas. los metabolitos
no tremorgénicos carecen del mismo, pero serian sus
precursores.

se pudo comprobar que estas toxinas son sumamente
lábiles e inestables, descomponiéndose fácilmente, por
lo que es muy importante realizar el trabajo de extrac­
ción, purificación e identificación en el tiempo más breve
posible.

El bajo peso molecular de estas toxinas y su
liposolubilidad facilitarlan su pasaje a través de la mem­
brana hematoencefálica, accediendo al sistema nervio­
so centrat donde desarrollan su actividad.

Las manifestaciones clfnicas de la intoxicación, se pro­
duce por ta ingestión de los esclerotes del hongo y se
presentan entre los meses de abril a junio.

La actividad biológica de estas toxinas lienen como
blanco las células de Purkinge de la corteza cerebelar, a
este nivel bloquean los receptores gabaminérgicos de
eslas células, impidiendo de este modo la incorporación
del cloruro al intenor de las mismas. De esta forma no se
produce la hiperpolarización celular y por consiguiente,
no envfan sus potenciales post-sinápticos inhibitorios; que
regularlan los estlmulos excitatorios que reciben las cé­
lulas de los núcleos profundos. Esta actividad Justifica la
sintomatologla cllnica tlpica.

Si bien estas toxinas afectan a varias especies, el bovi­
no es la más vulnerable por su comportamiento alimenti­
cio, ya que al consumir el forraje alto, ingiere gran mime­
ro de espigas y con ellas los esclerotes, conduciéndolos
a su intoxicación. '
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