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RESUMEN

Se estudia el ciclo bioldgico de Claviceps paspali,
un Ascomycete pardsito, altamente especifico de grami-
neas del género Paspalum (pasto miel). Desarrolla un
ciclo asexual (Sphacelia deliguescens) en el interior de
las flores del pasto miel y uno sexual, en la superficie del
suelo. El primero, comienza con la llegada de las ascos-
poras a la flor, que germina desarrollando un micelio y
una secrecion melosa muy rica en conidios, con el tiempo
ésta se transforma en una masa esclerotial. El segundo se
inicia con la germinacion del esclerocio, dando 2 a 4
cabezuelas estromdticas, en cuyo interior se encuentran
peritecios que contienen ascos con 8 ascosporas , las
cuales son expulsadas activamente y los insectos las tras-
portan nuevamente a la flor, cerrando asi el ciclo. La fase
asexual es la encargada de la difusion masiva del hongo
y la sexual de mantener el hongo viable hasta el verano
siguiente.

INTRODUCCION

En 1910, Stevens et al.(34), estudian un hongo
que tiene caracteristicas morfo-biologicas semejantes a
las del Claviceps purpurea (cornezuelo del centeno). Con-
cluyen que es un ascomycete, logrando establecer su ciclo
sexual y asexual, que pertenece al género Claviceps y lo
denominan paspali por afectar exclusivamente a
gramineas del género Paspalum (pasto miel) (4,5,6,8,
13,14,16,17,20,21,22,30,32,33). Desde 1960 a la fecha,
distintos paises (Italia, Inglaterra, Francia, Nueva Zelanda,
Argentina y Brasil) comunican casos de intoxicacién por
toxinas de Claviceps paspali (4,5,7,8,14,16,18,24,25,27,32).

A partir de la década del 80, en los departamentos

SUMMARY

The biological cycle of Claviceps paspali, an
Ascomycete, parasite highly specific to the graminea of
the genus Paspalum (honey grass) is studied. It develops
an asexual cycle (Sphacelia deliquescens) inside the
flowers of the grass, and one sexual on the surface of the
soil. The first cycle begins with the arrival of the ascospore
to the flower which germinates and produces a mycelium
and a honey-like secretium which is abundant in conidia,
and which becomes a esclerotical mass later on. The
second cycle begins with the germination of the sclerotium
which results in 2 to 4 stromatic heads having perithecia
inside of them that contain asci with 8 ascos-pores each.
The latter are actively expelled and insects carry them
back to the flower thus finishing the cycle. The asexual
phase is in charge of the massive spreading of the fungus
while the sexual one maintains the fungus viable until
the next summer.

del sur de la provincia de Santa Fe (Argentina), se produ-
cen notables cambios en el tipo de explotacion
agropecuaria, mediados por la aparicién del cultivo de la
soja. Esa amplia zona de la pampa hiimeda, con explota-
ciones mixtas, se transforma en netamente agricola, ya
que sus excelentes condiciones agro-ecologicas, permi-
ten realizar una cosecha de soja y una de trigo por afio,
con un alto indice de rentabilidad.

La ganaderia, en tanto, sufre un desplazamiento
hacia las zonas marginales de esta region, de muy infe-
rior aptitud agricola, como son las reas colindantes con
rios, arroyos y lagunas. Estos terrenos, de suelos con difi-
cultades de drenaje, himedos y pesados, suelen pasar una
parte del afio inundados, registran abundante presencia
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de una graminea mesotérmica de climas templados,
autoctona del continente sudamericano: el pasto miel
(Paspalum dilatanm)(8, 9). Esta forrajera posee muy bue-
nas aptitudes pastoriles, como ser: buena produccion de
materia seca, excelente digestibilidad, buen porcentaje de
proteinas y alta palatabilidad para el ganado, aunque la
caracteristica mas deslacada es su ciclo de produccion,
aportando abundante forraje en el periodo estivo-otoiial
(diciembre a mayo), época en que la cadena de pastoreo,
presenta un déficit nutricional, debido a la fructificacion
del resto de las gramineas.

En ¢l olofio, especialmente cuando es muy hii-
medo, luego de una temporada estival seca, las inflores-
cencias de esla graminea, presentan un gran nimero de
esclerocios de Claviceps paspali, que ocupan el lugar co-
rrespondiente a la semilla en la espiga. Estos esclerocios
conticnen varias (oxinas tremorgénicas (paspalina, paspa-
licina, paspalinina, paspalitrem A, By C) (4.5,7,9,10.11.
12,18.19.23.25.26,27,29,31,32,33,37), que al ser ingeri-
dos por el ganado, producen un sindrome tremorgénico
tipico. Los animales intoxicados, presentan sintomas ca-
racleristicos de las afecciones del sistema nervioso cen-
tral, unindice de morbilidad entre el 15 y 30%, segiin el
grado de contaminacion de la pradera, y una mortalidad
casi nula. pero la pérdida de peso es muy significativa en
dichos animales(14,16,18). Las toxinas de C.paspali, ac-
than especilicamente sobre las células de Purkinge del
cerebelo. alterando la accién moduladora del mismo so-
bre la partida de los impulsos nerviosos desde ¢l cerebro.
de alli su manifestacion clinica tipica (28,30).Son caracte-
risticas de esta afeccion, la ataxia, astaxia, dismeltria e
hipermetria. Los animales presentan hiperexitabilidad y
se lornan agresivos, sus orejas estdan erectas y efectiian
constaniemente movimientos de negacion con la cabeza.
Se verifican tremores en las grandes masas musculares
del tronco. cuello y extremidades. Si se los excita. mu-
chos cacn en decubito, adoptando posiciones anormales
con la cabeza. como pleurostotono y opistdtono(8, 16,30)
(foto 16). El sindrome es reversible, remitiendo los sin-
tomas. al retirar los animales de la pradera contaminada
(11.28.30.31,32.33).

El objetivo de esta linea de trabajo, fue estudiar
las caracleristicas morfo-biolégicas de C. paspali, ya que
siempre se ulilizé como modelo biol6gico para su des-
cripeion a otra especie del género (C. purpurea).

MATERIALES Y METODOS

El ciclo biologico natural del hongo, se estudio
durante cl verano-oloiio de 1996-1997: en campos de los
departamentos Caseros y San Geronimo de la provincia
de Santa Fe. S seleccionaron potreros que registraron un
alto indice de contaminacion en las plantas de Paspalum
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dilatatum, dénde se habian diagnosticado casos de intoxi-
cacion en el ganado en los ultimos dos afos.

a) Seleecion de las plantas en el campo. Gru-
pos de 6 a 10 plantas adultas de Paspalum spp., de distin-
tas partes del potrero, se aislaron con un circulo protector
de 40 cm de altura, para evitar la actividad del ganado, el
arrastre de esclerocios por corrientes de agua y el enma-
lezamiento. Para disminuir la densidad de los vegetales
que las acompafiaban y poder visualizar los esclerocios,
cuando caen al suelo, en el mes de noviembre se aplico el
herbicida glifosato. en forma individual, a pincel, diluido
al 25% en agua.

b) Aislamiento de las plantas en el campo.
Con el objeto de corroborar el papel del viento y de los
insectos en la dispersion masiva de conidios. plantas adul-
tas a las que previamente se les retir6 la caiia floral. fue-
ron cubiertas con jaulas de tela metdlica.

¢) Inoculacién de plantas en invernadero. Para
el estudio del ciclo biolégico, mediante la infeccion expe-
rimental con conidios, se recogieron plantas adultas de
los mismos potreros en el mes de septiembre (antes de la
emision de la cafia floral). Se plantaron en macetas de 20
litros y fueron llevadas a invernaderos de vidrio, entre
lemperaturas de25°C (minima) y 29 °C, (maxima) y hu-
medad aproximada de un 80%.

La infeccién artificial se realizd con la secre-
cion melosa de algunas espigas (muy ricas en conidios).
diluyéndolas con agua destilada, rocidndolas con un frasco
atomizador sobre [lores de Pa.s;onhgm en estado de antesis.
hecho que acontece en el mes de diciembre. Asi mismo,
se rociaron flores de otras gramineas de ciclo estival se-
mejante a las de Paspalum.

d) Estudio del ciclo en el Iaboratorio. Para el
estudio de la germinacion de los esclerocios, ademas de
la observacion cn el campo, se colocaron 100 esclerocios
en cajas de Petri sobre una capa de arena hiimeda estéril
de I cm de espesor que se mantuvieron durante 75 dias a
5% C; posteriormente se incubaron a 25-26° C, a la luz,
hasta su germinacion.

¢) Técnicas de coloracion. En la coloracion de
conidios y ascosporas, se utilizé azul de métileno al 3%.
Se realiz6 un extendido de la secrecion melosa presente
en las inflorescencias, sobre portaobjetos, se fij6 a la lla-
may se (in6 durante 5 minutos y se lavé con agua desti-
lada previo a la observacion. Cabezuelas estrométicas ma-
duras, contenidas en caja de Petri con agua, se disgrega-
ron y colorearon con el mismo colorante, para observar
peritecios, ascos y ascosporas.

f) Cultivos in vitro. Para observar la forma
micelial del hongo. que naturalmente se da en el interior
del ovario de la flor, éste se cultivd in vitro. Se utilizd
como medio de cultivo: agar-papa-dextrosa, con una so-
lucion de extracto de tierra. Se sembraron pequeiios tro-
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zos de médula de los esclerocios, lavados previamente
con hipoclorito de sodio al 2%, durante 10 minutos, para
eliminar otros hongos contaminantes ambicentales locali-
zados en la superficie. Una vez sembrado, se incubd a 25-
26 ° C en presencia de luz hasta su germinacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En general el ciclo bioldgico de Claviceps paspali
se esludio teniendo como modelo bioldgico bésico al ci-
clo de Claviceps purpurea, no obstante, se registraron
una serie de caracteristicas propias de la especie, eviden-
ciadas a lo largo de su estudio.

La fase asexual del ciclo. Sphacelia
deliquescens. (1lechas enteras en Fi gura 1), desarrollada
sobre las plantas de pasto miel, se inici6 entre mediados
y fines de noviembre, cuando las condiciones de tempe-
ratura. humedad y fotoperiodo, fueron ideales para el
ciclo vegeta-tivo de las especies de Paspalum. Las plan-
las, despucs de pasar secas todo el invierno, brotaron, cmi-
tiendo numerosos macollos desde la base, produciendo
una abundante masa foliar. De mediados a fines de di-
ciembre, cuando las condiciones continuaron siendo op-
timas, las plantas liberaron su cafia floral, que al llegar al
maximo desarrollo, segin la especie, dejaron libre la
inflorescenciu v ripidamente la flor entrd en periodo de
antesis. exteriorizando los organos femeninos (gineceo)
y los masculinos (androceo) ( Figura 1, punto ldel ciclo,
Foto 1) (16).

Las mismas condiciones que indujeron la flora-
cion de estas gramineas, estimularon la fructificacion de
los esclerocios, que culminé con la liberacion de las
ascosporas. por lo tanto, la antesis floral y la liberacién
de ascosporas se realiza en forma sincronizada. En al gu-
1os afos atipicos. este fendmeno puede adelantarse o atra-
sarse-hasta un mes.

Luego de la maduracién de la cabezuela es-
tromatica los perifecios dejaron en libertad los ascos, que
expulsaron las ascosporas en forma activa.

Ubicadas en las inmediaciones de la base de la
planta, a veces cubiertas por una masa de hojas muertas,
las ascosporas fueron transportadas por distintos tipos de
insectos (principalmente por adherencia a dipteros y
coledpteros fitofagos), desde la base de la planta hasta
sus inflorescencias.

En los tltimos afios, pudimos observar, la masi-
va proliferacion de un insecto, al que consideramos como
el principal diseminador, tanto de esporas, como de
conidios, generalizando la infeccion: se le conoce vulgar-
mente como sicie de oro o bicho moro (Astiyius astroma-
culatum) (Figura 1. punto 10 del ciclo, Foto 10).

Cuando las ascosporas filiformes llegan a los or-
ganos femeninos de la flor (gineceo), que son corlos y

plumosos, inician su germinacién emitiendo hifas que
avanzan por el tubo polinico, atraviesan el estilo, llegan-
do por dltimo al ovario de la flor, donde comienzan a
desarrollar un micelio blanco, algodonoso v suave. que
termina con la necrosis del embrién.

Las inflorescencias presentaron grados varia-
bles de infeccion que fluctuaron desde 0 a mas del 70%;
considerandose, que el grado de pilosidad de las glumas
externas de la flor, es una limitante a la propagacion del
hongo. ’

En su desarrollo, el hongo produjo una secre-
cion densa, pegajosa, de color ambar claro muy semejan-
te a la miel, que se acumuld sobre la espiga (Figura 1,
punto3, Foto 3). Esta secrecién melosa, rica en hidratos
de carbono, puede estar a su vez contaminada por hongos
dematidceos, que le otorgan una coloracién negruzca. La
presencia de esta exudacion es la primera evidencia de la
infeccion por este hongo. Durante el dia, si la radiacién
solar y la temperatura ambiente es alta, la secrecién se
deshidrata, notdndose solamente una consistencia pega-
josa sobre la espiga, para volver a rehidratarse con la hu-
medad de la noche y el rocio, siendo posible ver en las
primeras horas de la maiiana, su goteo sobre las hojas o el
suelo.

A partir del cuarto o quinto dia de la formacién
de la secrecion melosa, el hongo comicnza a desarrollar
células conidiogénicas,cilindricas a lageniformes, carac-
terizadas por presentarse juntas a modo de empalizada,
que rapidamente produjeron un elevado niimero de
conidios de 7,5-10 x 2.5-3.5um, cilindricos a elipticos de
apices redondeados (Figura 1, punto 2 del ciclo, Foto 2,
11) inmersos en la secrecion, que atraen a numerosos in-
sectos, a los cudles se adhieren. Estos insectos que vuelan
de flor en flor, provocaron la difusion masiva de la infec-
cién. Cada conidio que llega a una flor inicia un nuevo
micelio. Este tipo de infeccién se denomina secundaria o
conidica.Es importante destacar, que sobre una misma
espiga se pueden observar flores atacadas. vecinas a otras,
en las cudles el proceso de fecundacion se cumple nor-
malmente, llegando a la formacién de la semilla. Entre
una semana y diez dias, la secrecion comienza a perder
transparencia, notindose en su masa grumos blanqueci-
nos, que paulatinamente van aumentando de tamaiio y
consistencia, hasta llegar en el término de 15 a 20 dias a
formar un esclerocio esférico, de consistencia dura, color
pardo claro, de 2 a 5 mm de didmetro y superficie irregu-
lar que ocupa en la espiga, el lugar que corresponde a Ia
semilla ( Figura 1, punto 4.5 del ciclo. Foto 4, 5).

El esclerocio, sucle presentar contaminacién con
hongos del género Fusarium, que le dan una coloracién
rosa-anaranjada, o bicn, adopta una coloracién negruzca
cuando los contaminantes son dematidceos.

El concepto generalizado en la bibliografia
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(12.18.20.24.27.35), es que con la formacion del
esclerocio, culmina la fase asexual. Sin embargo, pudi-
mos comprobar. que formado el mismo, el ciclo asexual
puede continuar ya que en algunos casos, con alta hume-
dad. el esclerocio produce nuevamente secrecion melosa
sobre su superficie, que conliene numerosos conidios for-
mados por células conidiales, alojadas en las grietas de la
superficie del mismo (Figura 1,punto 15 del ciclo, Foto
15). Eslas secreciones, atraerian insectos, reanudando la
fase asexual desde el esclerocio ya formado. Este mismo
fenémeno se puede dar en los que han caido al suelo.
Hemos observado asimismo, que el esclerocio,
es capaz cle generar sobre su superficie un micelio, que
reune las mismas caracteristicas morfolégicas, que el cul-
tivado in vitro. o el desarrollado en el ovario; con la dife-
rencia. que sus hifas, en su gran mayoria son estériles y
no fructifican ( Figura 1, punto 14 del ciclo, Foto 14 ).
Eslas caracteristicas de reiniciar la fase asexual
desde el csclerocio, no se describen en la bibliografia re-
visada y podrian marcar una diferencia, con ¢l ciclo de
Claviceps purpurea (1,2,3.15,36).
La lase sexual del ciclo (flechas entrecortadas,
Figura 1), se desarrolla sobre la superficie del suelo; co-
mienza en el esclerocio, que después de pasar el invierno
sobre la ticrra que rodea a la planta, inicia su fructifica-
cion estimulado por la humedad de la misma, la tempera-
tura superior a 25°C y un fotoperiodo que va aumentando
progresivamente. Esto ocurre normalmente en el mes de
diciembre, coincidiendo con la floracion del pasto miel.
[Los esclerocios parcialmente enterrados y cubier-
tos con restos vegetales, tomaron una coloracion grisacea,
manifestando el primer signo de la fructificacion, que es
Ia formacion de uno o dos mamelones estromaticos ovoi-
des. de color amarillo claro, que emergen desde sus grie-
tas: continuaron creciendo hasta formar un pedicelo
estromatico de aproximadamente 1 cm de altura, con un
diametro de 1 a 2 mm, presentando una cabezuela estro-
malica en su extremo, esférica, mas ancha y oscura de 2
a4 mm (Figura 1, punto 7del ciclo, Foto 7). Dentro de
esla cabezuela estromatica, que esta estructurandose, mas
especilicamente. debajo de su superficie, presentaron pe-
queiias cavidades. rodeadas de tejido estromatico. En cada
una de éstas, las hifas, desarrollaron un ascogonio tinico
(gametangio [Cinenino), en cuya base se formod uno o mas
anteridios multinucleados (gametangio masculino).
Basdndose en el trabajo original de Killian (17)
en C. purpurea y olros ascomycetes semejantes. la plas-
mogamia debiera efectuarse entre uno de los anteridios y
el ascogonio: migrando los nicleos masculinos, hacia
los femeninos, a través del tricogino. Asi, durante esta
primera fasc de la reproduccion sexual, los dos nicleos
haploides debieran permanecer en dicariolase sin fusio-
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narse muy cerca dentro de una misma célula. Luego de
un tiempo, se estableceria la cariogamia y la meiosis den-
tro de las hifas ascogenas para restablecer el mimero
haploide en cuatro niicleos que se duplicarian con una
mitosis posterior, siguiendo un proceso que es bastante
similar en muchos Ascomycetes. Los ascos, se presenta-
ron en nimero variable, cilindricos, alargados, unituni-
cados, con un tipico engrosamiento apical en concordan-
cia con el opéreulo (Figura 1, punto 8 del ciclo, Foto 8).
Midieron de 100 a 130 pm de largo por 5 a 7 pm de
didmetro. En su interior presentaron 8 ascosporas,
filiformes, hialinas y sésiles de 60 a 90 pm de largo por 1
a2 pm de didmetro, presentando una tipica divisién me-
diana (Figura 1, punto 9 del ciclo, Foto 8).

En los cortes de los esclerocios pudimos apre-
ciar que a medida que se van formando los esbozos de
los ascos, a su alrededor prolifera el tejido estromatico
para constituir la pared del peritecio. La parte superior de
los peritecios, presentan un corto cuello (rodeado de
parifisis) cuyo ostiolo sobresale levemente en la superf(i-
cie de la cabezuela estromatica.

Enel interior de los peritecios,ovales o piriformes
de 200-250 x 70-90 pm, ademas de los ascos. pudimos
observar una serie de estructuras estériles (parafisis), uni-
das en la base al himenio y con un crecimiento hacia el
ostiolo (Figura 1, punto 8 del ciclo, Foto 8).

Cuando el desarrollo de la cabezuela culmina,
los ascos quedan en libertad y las esporas son eliminadas
desde estos en forma activa, quedando libres para ser lle-
vadas nuevamente por los inseclos, a las flores de Paspa-
N, germinando entre 36 y 48 horas después de ser ex-
pulsadas, dando origen a un nuevo micelio y reanudando
asi el ciclo.

La fase sexual, seria la encargada de perpetuar
al hongo al afio siguiente. Mientras que la fase asexual
(Sphacelia deliquescens) se encargaria de la difusion ma-
siva de la infeccion por C. paspali.

CONCLUSIONES

El estudio del ciclo vital de C. p;:sp{di, permite
afirmar, que no obslante ser semejante a la otra especie
del género (C. purpureaj, presenta como diferencia bio-
logica, el hecho de poder continuar la fase asexual una
vez formados los esclerocios, a través de la exudacion de
una secrecion melosa, rica en conidios, sobre la superfi-
cie del mismo. Ademis, en su superficie se puede desa-
rrollar un micelio blanquecino, con hifas generalmente
estériles.

Se pudo comprobar que los insectos, son mucho
mas importantes que ¢l viento en la difusion del hongo,
ya que las plantas cubiertas con tcla metalica casi no re-
gistraron infeccion.
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La imposibilidad de reproducir la infeccién en otras
gramineas de ciclo semejante, demuestra la alta especifi-
cidad del parasitismo de C. paspali, s6lo sobre gramineas
del género Paspalum.

El cultivo del hongo in vitro, presenta casi nula
fructificacién, tal como ocurre con el desarrollado sobre

la superficie del esclerote.

Por iltimo,en referencias a las posibilidades de
toxicidad para el ganado debido al consumo de los
esclerocios, un pastoreo intensivo, o el desmalezado a
45cm de altura que impida la floracién, controlaria el ries-
go de intoxicacion.

Ciclo Biologico de Claviceps paspali

Figura 1.- Diagrama del ciclo biologico de Claviceps paspali
Las flechas continuas representan el ciclo asexual y las flechas discontinuas el sexual.
Para los detalles vea el texto
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Caracteristicas biolégicas de C.paspali - D’ Esposito R. & Ldpez C.

Fotografias 1-7. 1.- Paspalum dilatatum, estigmas y anteras. 2.- Masas de conidios de Sphacelia deliquescens,
anamorfo de C.paspali 400x. 3.- Exudado meloso presente sobre la espiga durante el desarrollo del anamorfo fingico.
4, 5.- Vision a distintos aumentos de esclerocios de C.paspali sobre la espiga. 7.- Esclerocios germinando y dando
origen a estructuras pedunculadas semejantes a setas, con cabezuelas estromdticas esféricas de color amarillo.



Caracteristicas biolégicas de C.paspali - D’ Esposito R. & Lépez C.

Fotografias 8-16. 8.- Ascos y ascosporas en el interior del estroma 200x. 10.- Astiylus astromaculatum, sobre la
espiga de Paspalum dilatatum. 11.- Conidios del anamorfo de C.paspali 1000x. 14.- Esclerocio rodeado de micelio
blanco.15.- Secresién melosa sobre el esclerocio. 16.- Bovino enfermo presentando sintomas neurolégicos posturales.
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