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Riassunto

Le indagini condotte nel triennio 1982-94 sugli agenti causali del "marciume
rosato™ della spiga di mais in diverse aree della Sardegna {Cagliari, Oristano,
Sassari), hanno consenlite di accertare un‘slevata presenza di F. proliferatum
assieme a quella predominante di F. monilifarme. In alcuni campioni di spighe infette
- & stala riscontrata anche la presenza di F. equiseti, F. oxysporum, F. graminearum e
F. chlamydosporum. Le spighe infette da F. moniliforme e da F. proliferatum sono
risultate contaminate da fumonisina B, e da beauvericina. Come gli isolati di F. moni-
liforme, anche qualli di F. proliferatum sono risultati produttori di fumonisina By,
nonché di pil: elevate concentrazioni di beauvericina e di moniliformina.- L'elevata
presenza nelle spighe di mais affette da "marciume rosato” di isolati tossigeni di F.
proliferatum, assieme a quelli di F. moniliforme e alle loro micotossine, suggerisce un
importante ruolo sia- fitopatologice sia micotossicologice anche di F. proliferatum in
questa malattia.

Parole chiave: mais, marciume rosato, Fusarium spp., micotossine.
Summary

TOXIGENIC FUSARIUM SPECIES AND MYCOTOXINS iN MAIZE
AFFECTED BY EAR ROT, IN SARDINIA (ITALY)

Survays carried out in 1992-94 on the causal Fusarium species of pre-harvest
maize ear rot in saveral areas of Sardinia (Cagliar, Oristano, Sassarl), showed high
occurrence of F. proliferatum, together with the predominant presence of F. monili-
forme. F. equiseti, F oxysporum, F. graminearum, and F. chiamydosporum were also
present, to a lesser extent, in some infected samples. Maize ear samples infected by
F. monififorme and F. proliferatum were found contaminated by fumaonisin B, (8/8
samples, up to 250 mg/kg), and beauvericin (6/8, up to 30 mg/kg). The responsible
Isolates of F. proliferatum were able to produce fumonisin B; (20/20, up to 2,000
mg/kg), beauvericin {18/20, up to 200 mg/kg), and menilifermin (10/20, up to 5,300
mg/kg) on autoclaved corn; whereas those of F. moniliforme produced higher amount
of fumonisin By {13/13, up to 3,750 mg/kg}, but only traces of beauvericin {3/13, upto 5
mg/kg), and were not able to produce moniliformin. The high occurrence of toxigenic
isolales of F. profiferatum together with F. moniliforme in pre-harvest corn ear rot,
associated with their mycotoxins, suggests an impartant pathogenic and toxigenic role
of F. profiferatum in this disease.

Key words: maize, ear rot, Fusarium spp., mycotoxins.
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Introduzione

Fusarium moniliforme Sheld., assieme ad altre specie fungine del genere
Fusarium, sono responsabili, in diverse parti del mondo (Booth, 1971) ed anche in
italia (Bottalico et al., 1988), di gravi attacchi alle coltivazioni di mais, su cui causano
marciumi del culmo a della spiga.

Accanto alle loro capacitd patogeniche, questi funghi per altro esplicanc una
marcata attivitd tossigenica, non solo a carico delle piante {Cola ef al., 1973} ma
sopratiutte verso gli animali, a causa della produzione e dell'accumula nelle piante
infette di potenti micotossine. Particolare interesse rivastono gli attacchi di isolati di F.
moniliforme e di F. profiferatum {(Matsushima) Nirenberg, predutteri di fumonisina Bs,
beauvericina e moniliformina. La fumonisina By & una micotossina dotata di attivita
cancerogena, responsabile di leucoencefalomalacia negli equini (ELEM), di edema
polmonare nei suini (PPE) (Ross ef &f.,, 1990), di neurotossicita net bovini (Faifer et al,,
1982), ed & fortemente sospettata quale causa di cancro dell'esofage nell'uomo
{(Marasas, 1995).

Osservazioni preliminari effettuate in diverse aree della Sardegna hanng
consentito di accertare una vasta diffusione del "marciume rosato” delle spighe di
mals causato da specie di Fusarium. Scopo del presente lavoro & stato quello di
valutare la relativa incidenza delle varie specie di Fusarium e di vetificare la loro
capacita di produrre micolossine, come pure quello di determinare la naturale
presenza di queste ultime nelle spighe di mais prima della raccolta.

Materiali @ metodi

Raccolta dei campioni. Le spighe di mais, manifestamente colpite da marciume e
mostranti vari tipi di micelio fungino, sono stale prelevate all'epoca della raccolta in
diverse aree irrigue della Sardegna (Cagliari, Oristano e Sassari) negli anni 1992,
1993 e 1994. Di tali spighe sono stati ottenuti del camploni rappreseniativi (costituiti
da 4-5 spighe ciascuna) che, chiusl in sacchetti sterili, sono statt portali in laboratorio
g conservati a 4°C fino al momento delle analisi.

Isclamento e identificazione dei funghi. Da ogni campione sono state prelevate 100
cariossidi {20-25 per spiga) visibilmante infette che, opportunamente sterilizzale in
superficie con ipoclorite di sodio e tagliate in due parti, sono state poste in piastre
Pelri con un substrato contenente PCNB, selettivo per Fusarium (Nelson ef al., 1983).
Dopo una settimana di incubazione al buio a 25°C, le colonie di Fusarium svilup-
patesi sono slate trapiantate su piastre con PDA e incubate a 25°C per 10 giorni sotto
lampade fluorescenti e a iuce UV (2700 lux), con fotoperiodo di 12 h. Per lidenti-
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ficazione delle specie di Fusarium & stato seguito il sistema tassonomico di Nelson et
al. (1983). Colture monoconidiche ottenute su PDA e su CLA {carnation leafl agar)
sono state poi ulilizzate per le csservazioni morfologiche e par gl studi di tossi-
genicitd. Per preservare le coliure, micelic e conidi dei ceppi allevati su CLA sono
stati trasferiti asetticamente in fiale contenenti 1 ml di una soluzione sterile al 18% di
glicerolo e congelati a —75°C. Qli isolati sono stati depositati nella collezione
dell'lstituto Tossine e Micotossine da parassiti vegetali de! CNR di Bari.

Produzione di micotossine. 1solati monoconidici da ogni campione sono stali
accrasciuli su cariossidi di mals "Plata” (50 g), poriati ptima al 45% di umidita in
matracci da 250 ml e poi sterilizzati in autoclave a 120°C per 30 min. Le colture,
inoculate con 2 ml di sospensione acquosa contenente circa 107 conidi par ml; sono
state incubale al buio a 25°C per 4 settimane. !l materiale collurale & stato disseccato
in stufa a circolazione forzata a 60°C per 48 h, pol macinato finemente e conservato a
4°C sinc al momento delle analisi.

Analisi delle micotossine. Subcampioni di spighe di mais naturalmente infette da
Fusarium e materiale colturale di diversi isolati sono stati sottoposti ad analisi in
accordo con le procedurs rispettivamente di Shephard et af. (1990) par la fumonisina
B., di Logrieco et al. (1993) per la beauvericing, e di Bottalico et al. (1988} per la
maoniliformina. Le analisi chimiche sonc state effettuate mediante TLC & HPTLC per la
fumonisina By, HPLC e HPTLC per la beauvericina e TLC per la moniliformina.

Saggi biologici. La tossicita degli estratti colturali con metanolo di isolati di Fusarium
& stata saggiata su !arve di Arfemia salina L. secondo il metodo di Harwing e Scott
(1971), valutando la percentuale di mortaliti in plastre di coltura dopo incubazione a
27°C per 24 h (4 replicazioni per ogni ceppo).

Risultatl

Incidenza delle specie di Fusarium. Le tabelle 1 e 2 mostrano l'incldenza delle vare
specie di Fusarium agenti di marciumi delle spighe di mais rispettivamente nel 1932-
93 e nel 1993-94 in Sardegna. La specie predominante & risultala F. monilifarme, che
& stata isolata da tutti | campioni esaminati. Dopo F. moniliforme, 1a specie pitl diffusa
& risullata F. profiferatum, che nel 1933 & stata isolata da 9/15 campioni e sempre
assleme a F. moniliforme. In misura inferiore sono stati isolati anche F. equiseti
(Corda) Sace., F. oxysporum (Schlechtend.) Snyd. et Hans., F. chlamydosporum
Wollenw. et Relnk., F. graminearum Schwabe e F. culmorum (Wm. G. Sm.} Sacc.
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Tab. 1 - Presenza di specle di Fusarivm e relative micotossine in spighe di mais atiette da
"marciume rosato”.

Campione Fusari(r:?; spp.2 Micotossine (mg/kg)
° Fumorisina By Baauvericina
1992
851 F. monififorme (100} 150 10
F. proiferatum  {42)
8§52 F. moniliforme  {100) 175 5
853 F. monfiiforme (100} 125
SS 4 F. moniliforme  (100) 250 -
85 5 F. moniliforme (100} 250 10
F. profferatum  (30)
85 6 F. monififorma  (100) 175 -
19893
8529 F.monifforme  {4B) 200 a0
F. prokferatum  {100)
CA 40 F. nonilforme  (52) 250 10
F. proflferatum  (S6)

2 Parcentuale su 100 cariossidl per camplone

Presenza di micotossine nelfe spighe naturalmente infette. Nella tabella 1 sono ripor-
tati i risultati sulla presenza di micotossine, in relazione all'incidenza di F. moni-
liforme e di F. proliferatum, nelle spighe di mais affette da marciumi in pre-raccolta nel
1992-93 in Sardegna. Tutti i campioni sono risultati contaminati da fumonisina B1 (fino
a 250 mg/kg) e, eccetto due, anche da beauvericina {fino a 30 mg/kg).

Produzione di micotossine. | risultati sulla produzione di micotossine da pane di
isolati di F. moniliforme e di F. profiferatum sono riporiati rispsttivamente nelle tabelle
3 e 4. Palla tabella 3 si rileva che tutti gli isolati saggiati di F. maoniliforme hanno
prodotto fumonisina B¢ {da 750 a 3750 mg/kg), mentre solo tre di essi hanno prodoito
anche beauvericina {5 mg/kg). Per quanto riguarda F. proliferatum, la tabella 4 mostra
che anche gli isolati di questa specie sono risultali tutti produttori di fumanisina B1 (da
1000 a 2500 mg/kg), nonché 19/20 isolati anche di beauvericina (da 5 a 200 mg/kg),
mentre dieci di essi hanno prodotto pure moniliformina {da 150 a 5300 mg/kg).

in tabella 4 sono riportati anche i risultati riguardanti la tassicita di estratti colturali,
ottenuti con metanolo, di isolati di F. profiferatum verso larve di A. salina. Tale attivita
si riferisce quindi soltanto alla presenza di beauvericina, in quanto le alire due
micotossine sono state allontanate con la fase acquosa. Dall'esame di questa tabella
& possibile osservare che tutli gii estrati degli isolati produttori di beauvericina hanno
mostrato una elevata attivita verso le larve di A. safina. L'atlivita di alcuni estratti non

contenenti beauvericina potrebbe indicare la presenza di micotossine non ancora
identificata.
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Tab. 2 - Presenza di specie di Fusarium in spighe di mals affette da “marciume rosato”, nel
1893-94, in Sardegna?.

Fusarium Fusarium Fusarnum Altre
Camplone . moniliforme profiferalum equisell o
% % % N
1993

S5 28 a8 - - -

855 29 48 100 - -

SS 36 39 g - -

S8 37 100 2 - -

S5 38 54 61 - -

85 39 98 - - ’ -

CA 30 100 - 23 5 {F. chlamydasporum)

CA 31 50 79 18 -

CA 32 a6 - 26 -

CA 33 98 34 4 2 (F. culmorum)

CA 34 76 34 - 5 (F. chlamydosporum)

CA 35 100 - - -

CA 40 52 96 - -

CA 41 100 - - -

CA 42 67 45 6 3 (F. gramingarum)

1994 i

SS 43 100 28 - -

S5 45 53 42 - g (F. oxysparum)

S5 46 100 - - : -

85 410 100 - 15 -

OR 412 : 100 -~ - -

OR 414 . BS - - 3B (F. oxysporum)

a Percentuali su 100 cariossidi per ogni campione.

Discussione

Le specie di Fusarium pilt frequentemente isolate da spighe di mais con
"marciume rosato” in Sardegna sona risultate F. moniliforme e F. proliferatum. Questi
risultati, mentre confermano i ruolo predominante di F. moniliforme in questa malaftia,
metiono in risalto la significativa presenza di F. profiferatum. Tale presenza rafforza
l'opinione su un ruolo di F. proliferatum nella stessa malattia, come indicherebbero le
— anche se scarse — sagnalazioni di questo patogeno sia nelle cariossidi sia in parti
vegetative dal mais in diverse altre aree maidicole del mondo (Logrieco ef al., 1990).
Inoltre, come F. “moniliforme, anche F. proliferatum & presente all'internc della
cariossidi e dovrebbe quindi essere capace di attuare infezioni sistemiche, oitre alle
infezioni localizzate sulle piante da parte di inoculo presente nell'aria.

Le spighe di mais infette da F. moniliforme e da F. proliferaturn sono risultate con-
taminate da elevate concentrazioni di fumonisina B nonché da beauvericina. Mentre
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Tab. 3- Produzione di fumonisina B4 e di beauvericina da parte di isolati di F. moniliforme da
spighe di mals affette da "marciume rosalo” prima della raccolta, nel 1992, in Sardegna.

Micotossine (mg/kg)®
Camgpione lns?éﬂob (makal

Furnonisina By Beauveridina
S5 1 1777 37so - ,
§s52 1755 1000 5
ss2 1757 750 -
S5 2 1758 1700 -
§8 2 1759 2125 -
8§83 1745 2250 -
53 1746 1700 5
SS3 1747 1250 5
S5 4 1721 2500 -
S 4 1744 3750 -
885 1776 2250 -
SS 6 1173 2500 -
856 1774 2500 -

2 |solali accrescluti a 25°C per 4 seltimane su cariossidi di mals sledlizzate in autoclave.
b Numero della Collezione delltstituto Tossine e Micotessine da parassill vegetall del CNR, Bari,

& da ritenere scontato l'accumulo di tale tossina da parte di F. monififorme, & da
presumere che a tale accumulo abbia contribuite anche F. proliferatum, come dimo-
strano le prove di tossigenicita condotte sugli isolati di questa specie. Inaltre, la
presenza di piu significative quantitd di beauvericina nelle spighe colonizzate da
enlrambe le suddette specie di Fusarium, a confronto con quslle colonizzate solo da
F. moniliforme, & giustificala dalila maggiore potenzialita di F. proliferatum di produrre
beauvericina, come risulia dalle prove di tossigenicita condotte in vitro.

Per quanto riguarda Ia tossigenicita di queste due specie di Fusarium, e cioé la
capacita di produrre micotossine, i risullati oftenuti indicano una maggiore tossicita da
parte di F. proliferatum. Infatti, a differenza degli isolati di F. moniliforme, quelli di F.
proliferatum, oltre ad altrettanto significative concentrazioni di fumonisina By, hanno
prodotto non solo pil elevate concentrazioni di beauvericina, ma anche monili-
formina, non prodotia invece da F. monilifarme. Inglire, i saggi di tossicita condottl con
gli estratii colturalt di F. proliferatum, oltre a confermare I'attivita della beauvericina nai
confronti delle larve di A. safina, hanno anche indicato la presenza negli estratti
organici di metaboliti diversi dalla beauvericina ma con analoga attivita. A tal riguardo
merita ricordare che negli estratti colturali di aitri isolati di F. proliferatum é stata

recenteamente identificata un'altra micotossina, denominata fusaproliferina {Bottalico
et al., 1993).
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Tab. 4 - Produzione di micotossine da parte di ceppl di F. profiferatum isolati da spighe di
mais nel 1993 e tossicitd deqli estratti colturall versoe larve di A. salina.

Micotossine Tossicita
Campione Il?éag (o) estrattib

Fumonisina By Beauvericina Monildormina %
SS 1 1494 1500 a0 - -
S5 1 1506 2500 40 - -
85 5 1750 1750 175 - -
8 5 1751 1750 150 - -
8529 1725 1875 150 150 100
5529 - 1726 1500 150 © 200 100
8529 1727 2000 125 150 100
S5 29 1728 1750 125 4000 100
5538 1719 2000 100 650 100
S5 a8 1720 2000 150 5300 100
CAI 1762 . 1750 150 330 100
CA 31 1763 1000 5 250 91
CA 31 1764 1000 - - 65
CA 33 1752 2000 . 200 - 100
CA 33 1761 1875 9 - 92
CA 34 1748 1750 150 - 100
CA34 - 1749 1750 125 - 100
CA 40 1722 1750 10 - 76
GCA 40 1723 2000 100 3300 89
CA 40 1724 1500 125 4650 100

8 Numero della Collezione dell'lstitulo Tossine e Micotossine da parassiti vegelali del GNR, Bari.
5 percentuale di mortaiita delle larve.

In conclusione, i risultati epidemiologici e tossicologici sulla presenza di F. prolife-
ratum nelle spighe di mais con "marciume rosato” suggeriscono implicazioni di carat-
tere sia fitopatolegico sia micotossicolegico da parte di questo patogeno, da valutare
congiuntamente al ruolo gia accennato di F. moniliforme nella stessa malattia,
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