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RESUMEN

Se ha estudiado la concentracion de alcaloides en los distintos estados de desarrollo de una festuca t6-
xica en comparacion con otra innocua, y la posibilidad de que la infeccion con Epichloe typhina pueda ser
transmitida hacia plantas pré6ximas sanas.

Los resultados indican:

a) Festuca toxica

En el estado vegetativo de las plantas jovenes, tanto los alcaloides pirrolizidinicos (Jolinas), como per-
lolina, se encuentran en concentraciones pequefias, aumentando luego durante la encafiazén y floracién.
Los niveles de infeccién fangica y de alcaloides pirrolizidinicos fueron medianos o elevados en los estados
vegetativos siguientes, ain durante los meses frios.

b) Festuca innocua

Si bien la perlolina aumenté marcadamente desde el estado vegetativo a la floracion, no fue posible de-
tectar, en ese lapso, alcaloides pirrolizidinicos.

En los estados vegetativos siguientes, durante dos afios, tanto el contenido de estos alcaloides como la
infeccién con Epichloe typhina fueron practicamente nulos.

ALKALOIDS AND FUNGIC INFECTION IN FESCUE:
STATES OF GROWTH AND POSSIBILITY OF CONTAMINATION

SUMMARY

The alkaloid content in different states of growth of both a toxic and a non toxic tall fescue, and the
possibility of transmission of the infection with Epichloe typhina to neighbouring healthy plants, has
been studied. The results indicate:

a) Toxic tall fescue

At the vegetative state of young plants, the pyrrolizidinic alkaloids (loline) as perloline, were found in
low concentrations, later increasing during the jointing and flowering states.

The levels of both the fungic infection and the pyrrolizidinic alkaloids were either moderate or high in
the succesive vegetative states, even during the cold months.

b) Non toxic tall fescue

Although perloline markedly increased from the vegetative to the flowering states, it was impossible to
detect pyrrolizidinic alkaloids in that period. At the following vegetative states (during two years) neither
these alkaloids nor Epichloe typhina infection have been found.
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INTRODUCCION

La festuca alta (F. arundinacea Schreber)
es, por sus valiosas condiciones agronémicas,
una forrajera ampliamente difundida en la
pampa himeda y subhiimeda de nuestro pais.
En un trabajo previo de nuestro laboratorio
(R. de Guglielmone et al, 1983) se ha co-
mentado que, con frecuencia harto inconve-
niente, las praderas con festuca pueden pro-
ducir toxicidad al pastoreo directo funda-
mentalmente durante la temporada primave-
ro-estival. Aun cuando todavia se desconoce
el factor toxico, nuestros resultados (R. de
Guglielmone y Séenz, 1980; R. de Gugliel-
mone et al, 1982) permiten suponer que el
alcaloide diazofenantrénico perlolina, cuanti-
tativamente el mas importante durante los
meses calidos, no seria el responsable directo
0 Unico del “sindrome de verano”, puesto
que en las festucas innocuas puede encon-
trarse en igual 0 mayor concentracion que en
las toxicas. En cambio, la diferencia funda-
mental parece radicar en otro alcaloide, que
hemos identificado como lolina, pirrolizidi-
nico, presente en cantidades significativas so-
lo en festucas toxicas (R. de Guglielmone et
al, 1982 y 1983). Es por ello, que este alca-
loide, sin poder aun atribuirle caracter de
agente etiologico del sindrome, puede ser, en
cambio, considerado como factor indicativo
de toxicidad actual o potencial de la pastura.

Dado que se ha supuesto que en algunos
estados fenolégicos la festuca puede ser mas
téxica que en otros, parte del objetivo de es-
te trabajo fue conocer si en esos estados se
produce una variaciéon en el contenido de al-
caloides pirrolizidjnicos.

Por otra parte, recientemente, se lia infor-
mado que el aumento de los alcaloides pirro-
lizidinicos acetil lolina y formil lolina (deri-
vados N- sustituidos de lolina base) esta aso-
ciado, en festucas toxicas de EE.UU. (Bush
et al, 1982) a una infeccion endofitica pro-
vocada por Epichloe typhina (Fires) Tulasne,
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un hongo clavicipetdceo ahora redenomina-
do Acremonium coenophialium (Morgan-
Jones y Gams, 1982).

Resultados preliminares de nuestro labo-
ratorio (R. de Guglielmone etal, 1984) han
permitido confirmar que en las festucas toxi-
cas de nuestro pais puede encontrarse una
asociacion similar, mientras en las festucas
innocuas hay solo trazas o ausencia de loli-
nas y no se detecta infeccion fungica.

Dada la importancia practica que tendria
la propagacién de la infeccion entre plantas
proximas, en este trabajo se ha estudiado la
probabilidad de contaminacion flngica y/o
de aumento del contenido de alcaloides pi-
rrolizidinicos en una festuca innocua, adya-
cente a una toxica, en funcion del tiempo.

MATERIALES Y METODOS

En una superficie perteneciente al campo
de la Universidad de Lujan, se limitaron cua-
tro parcelas de 3 m x 1,50 m, separadas por
caminos de 0,50 m. En junio de 1981 se im-
plantaron dos de ellas con semilla (cultivar
de origen desconocido), cosechada en un fes-
tucal probadamente téxico, situado en un es-
tablecimiento particular en Canals, provincia
de Cérdoba; y las otras dos parcelas con se-
milla fiscalizada del cultivar “El Palenque ’
provista por la EERA, INTA, Pergamino. Es-
te cultivar ha demostrado, a través de varios
afios, su inocuidad al pastoreo de ganado bo-
vino. Las parcelas implantadas con semilla
del festucal toxico se denominaron TAy Tb
y aquéllas correspondientes al cultivar “El
Palenque” PAYy Pr

En la Catedra de Manejo y Conservacion
de Suelos de la Facultad de Agronomia,
UBA, se llevé a cabo el analisis de contenido
de nitrégeno total en alicuotas puntuales de
las cuatro parcelas.

La siembra (densidad 800 plantas por me-
tro cuadrado) se realizo en lineas distancia-
das 0,15 m, utilizdndose para el anlisis ma-
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terial vegetal solo de las seis centrales, para ;

evitar efecto de borde. En los distintos esta-
dos fenologicos, vegetativo, encafiazén vy flo-
racion, se obtuvieron muestras de dos lineas
para cada uno, habiéndose realizado los cor-
tes el 3/10/81, el 3/11/81 y el 5/12/81, res-
pectivamente.

La extraccion de alcaloides de tallos y ho-
jas de festuca y su posterior purificacion, se-
paracion cromatografica, identificacion y va-
loracion espectrofotométrica se realizé segun
el método previamente descripto (R. de Gu-
glielmone et al.,, 1983). Dado que no se dis-
puso de droga testigo para lolina, su identifi-
cacion se realizd por las caracteristicas cro-
matograficas demostradas en tres sistemas
distintos de ensayo y los resultados se expre-
san como absorbancia a 270 nm por gramo
de pasto seco (R de Guglielmone et al.,
1983). La perlolina fue valorada a 395 nmy
los resultados se expresan como microgra-
mos por gramo de pasto seco.

Para el estudio de contaminacion fungica
se obtuvieron muestras representativas de
Ta,Tb y Pa el 6/1/83, 7/6/83 y 23/11/84.
La deteccién del hongo endofitico Epichloe
typhina se llevo a cabo segun la técnica origi-
nal de Bacon et al. (1977) con ligeras modi-
ficaciones. Sintéticamente, se obtuvieron
cortes de las dos vainas basales externas de
diez macollos de cada muestra, elegidos al

azar. Los cortes se trataron con una solucién
acuosa de azul de anilina al 0,1 por ciento,

adicionada de 50 ml de &cido lactico, en ba-
fio Maria hirviente durante 10 minutos. Lue-
go de enfriar o conservar en heladera por no
mas de 72 horas, los cortes se observaron en
un microscopio binocular Zeiss. El grado de
contaminacién se expresé como porcentaje
de macollos infectados, adjudicando a cada
uno un valor de 0 a 10, segun que la canti-
dad de hifas fuera nula, escasa, mediana o
abundante respectivamente. El reconoci-
miento del endéfito se ha realizado basando-
se en las caracteristicas morfolégicas des-
criptas originalmente por C. W. Bacon et al
(1977); hifas delgadas, largas, tabicadas, rec-
tas 0 mas generalmente onduladas, extrace-
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lulares, no ramificadas, que corren en el sen-
tido del diametro celular mayor y que se ti-
fien de azul intenso. Todas las otras formas
endéfitas observadas fueron descartadas para
el computo de porcentaje de infeccion.

En la Figura 1se muestra la fotografia de
un preparado de nuestro laboratorio, obteni-
do de Ta . Un preparado similar, remitido a
C. W. Bacon (Universidad de Georgia, Esta-
dos Unidos de Norteamérica) fue reconoci-
do, a nuestro requerimiento, como corres-
pondiente a Epichloe typhina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Hasta mediados de 1982 el Gnico factor
indicativo con que contabamos para suponer
la toxicidad de una festuca desconocida, era
la magnitud de concentracion de lolina. Este
componente, que en el sistema de solventes
que hemos utilizado para su separacion cro-
matografica (n-butanol, acido acético glacial,
agua, 12. 3: 5) tiene un Rfde 0,16-0,19 (R.

Figura 1:Epichloe typhina en festuca téxica.
Fotomicrografia de un preparado de vaina basal de

Ta obtenido segln materiales y métodos. Las fie-
chas indican hifas del endéfito (x 500).

Rev. Facultad de Agronomia, 5 (3): 147-154, 1984



150 Alicia R. Ramirez de Guglielmone et al.

de Guglielmone et al.f 1983), cuando es elui-
do y recromatografiado durante 30 horas o
mas se separa en dos alcaloides que, serian,
supuestamente, acetil lolina y formil lolina,
derivados N-sustituidos de la lolina base
(Robbins et al, 1972) y, por consiguiente,
alcaloides pirrolizidinicos. En este trabajo se
valoraron conjuntamente.

En una primera etapa, se analizaron las va-
riaciones en la concentracion de estos alcaloi-
des y de perlolina, durante los distintos esta-
dos fenoldgicos de la festuca téxica, en com-
paracion con el cultivar “El Palenque”. En
todas las muestras analizadas de este cultivar
se comprobd virtual ausencia de lolina, tanto
por tincion del cromatograma con iodoplati-

Figura 2: Variaciones en la concentracidon de alcaloides de festuca en los distintos estados fenolégicos.

Ta y Th: parcelas obtenidas de semilla de un festucal toxico.B

y Pb parcelas del c.v. “El Palenque”. El

contenido de N en g % fue 0,182; 0,183; 0,183 y 0,181, respectivamente. Cada punto es.la media de dos
submuestras. Los valores de concentracion de lolina corresponden a la absorbancia total a 270 nm por g
de pasto seco y corresponde al componente que incluye acetil lolina y formillolina (ver texto). En el 20y
30 corte las concentraciones de perlolina en las parcelas téxicas fue significativamente distinta por analisis

de variancia (P <0,01) respecto de las innocuas.
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nato de potasio como por medida de absor-
bancia a 270 nm del eluato obtenido del mis-
mo, en la zona de Rf 0,16-0,19 (Figura 2).
Con respecto a la festuca toxica, los niveles
de alcaloides pirrolizidinicos en el estado ve-
getativo, fueron muy bajos, aumentando al-
rededor de seis veces en la encafiazon, para
mantenerse luego sin variaciones notables.
Esta evoluciéon concuerda con resultados pre-
vios a otros autores (Gentry etal., 1968).

Con respecto a perlolina, las cuatro parce-
las demostraron poseer cantidades medibles
desde el estado vegetativo. Hacia la encafia-
z6n hubo en Ta y Tb un aumento brusco
(concentraciones significativamente mayores
que en Pa y Pb) que pareci6 luego estabili-
zarse en la floracion, mientras que en Pa y
Pb el aumento de concentracion prosiguio
con valores aproximadamente 8 veces mas al-
tos que en Ta y Tb. La interpretacion de es-
tos resultados no es fécil. Sin embargo, te-
niendo en cuenta que actualmente se consi-
dera que los alcaloides no son meros estadios
terminales del metabolismo nitrogenado, si-
no mas bien reservorios en continua movili-
zacion (Tso y Jeffrey, 1959) y que la dispo-
nibilidad de N original (Cuadro 1), y la in-
fluencia de la temperatura y humedad en ca-
da una de las parcelas fue similar, es posible
suponer que en la festuca téxica dicha dispo-

151

nibilidad se diversifico parcialmente hacia la
formacién de dos tipos de alcaloides, pirroli-
zidinicos y diazofenantrénicos, mientras que
en el cultivar “El Palenque por causa des-
conocida, perlolina fue largamente el alcaloi-
de més importante. Este aumento notable de
perlolina durante el verano confirma nues-
tros resultados previos (R. de Guglielmone
et al 1980), los que indicaban ademds un
descenso espectacular del contenido de este
alcaloide en los meses frios. Aun cuando per-
lolina no parece ser el factor etioldgico del
“sindrome de verano \ no puede descartarse
al presente su accion como coadyuvante en
el cuadro por el efecto demostrado “in vi-
tro” sobre la microfauna y microflora rumi-
nal (Bush etal 1972).

Durante el lapso en que estudiamos la va-
riacion de alcaloides en los distintos estados
fenoldgicos de festuca, no existia informa-
cion sobre la relacion entre lolinas e infec-
cion fangica. Si bien en 1977, Bacon et al
describieron la identificacion de hifas de Epi-
ehloe typhina en festuca téxica y en pasto
quilla (Agrostis perennis (Walt.) Tuck.), sélo
desde 1981 informaciones preliminares sobre
comportamiento animal en festucas infecta-
das (Schmidt et al 1981) y posteriores so-
bre contenido de alcaloides pirrolizidinicos y
porcentaje de infeccion (Bush et al, 1982)
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indicaron la importancia de ambos eventos
como factores indicativos de toxicidad.
Nuestra experiencia al respecto, iniciada du-
rante el verano 82/83, ha permitido confir-
mar este criterio para festucas toxicas de
nuestro pais (R. de Guglielmone etal., 1984).

La busqueda de Epichloe typhina y la de-
terminacién del contenido de lolina se reali-
z6 en las parcelas Ta, Tg y Pa al estado ve-
getativo obtenido por cortes sucesivos duran-
te un afio calendario. Los resultados se mues-
tran en el Cuadro 1. Durante el ensayo, Ta
y Tb presentaron desde mediano a alto tenor
de infecciéon y contenido de alcaloides, este
Gltimo semejante al estado de encafiazén de
las plantas jovenes. El pico de ambos para-
metros en Ta se obtuvo, sorpresivamente,
durante junio de 1983, lo que eventualmente
podria atribuirse a la disponibilidad real de
agua. En efecto, la diferencia entre precipita-
cién y evaporacion mensual fue negativa pa-
ra enero de 1983 y positiva para junio de
1983 y febrero de 1984 (Cuadro 1). En cam-
bio no podemos explicar los distintos valores
obtenidos en Ta y Tb siendo la misma semi-
lla y la implantaciéon contemporénea, ya que
Tb presenta un 40 por ciento menos de loli-
na é infeccion fungica que TA. Sin embargo,
conviene tener en cuenta que, de acuerdo i
otros investigadores (Boling et al, 1982) aln
los valores de Tr configuran las caracteristi-
cas de una festuca toxica. PA por el contra-
rio, no mostré infeccion fungica ni cantida-
des de lolina medibles por nuestro método.
Dada la escasa distancia entre parcelas (ver
Materiales y Métodos) y el tiempo transcurri-
do desde su implantacién (3 afios) puede su-
ponerse que el cultivar “El Palenque ’ perma-
neci6 sin infectarse. Esto supone que la
transmisién del endéfito entre plantas proxi-
mas es improbable, por lo menos a corto
plazo.

Lamentablemente, no sabemos al presen-
te, si el cultivar “El Palenque” es resistente a
la infecciéon o si, como indican informes re-
cientes (Siegel, 1983) el endofito ““in vivo ’
tiene un ciclo incompleto sin generar formas
reproductivas, siendo la via de propagacion
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mas probable, las hifas contenidas en semilla.
Por ello, el riesgo de contaminacién de una
festuca innocua, no resistente, podria depen-
der del depodsito accidental de restos de ta-
llos u hojas infectados sobre matas sanas he-
ridas durante el corte que supone el pastoreo.
En resumen, los resultados presentes per-
miten suponer que, si bien en el estado vege-
tativo de la planta joven tdxica, la cantidad
de alcaloides pirrolizidinicos es la mas baja,
en los sucesivos estados vegetativos, tal como
se dan durante pastoreos intensivos, dicha
concentraciéon no llega nunca a disminuir a
esos niveles. Esto se asocia al respetable te-
nor de contaminacion fungica, ain en los
meses frios. Pareciera que estos resultados
son incompatibles con la practica habitual de
pastoreo de festucas tdxicas desde mayo a
setiembre, la cual indica que generalmente
no surgen problemas. Sin embargo, es nece-
sario considerar que si bien durante este lap-
so los indicadores de toxicidad pueden no
disminuir en magnitud, el sindrome animal,
caracterizado por un estado febril, no llega-
ria a manifestarse clinicamente por la posibi-
lidad de disipacion de calor favorecida por
las condiciones ambientales. Ello esta corro-
borado por experiencias de otros autores
(Boling et al, 1982) y por el hecho, no infre-
cuente en nuestro pais, que la elevacion
brusca de humedad y temperatura en el in-
vierno provoquen una subita aparicion del
cuadro. Es por ello que el riesgo de toxicidad
solo se evitara con la erradicacion de la festu-
ca que ha manifestado problemas y su susti-
tucién por cultivares probadamente inno-
cuos. Nuestra tarea futura apunta al estudio
de aquellos que estan libres de alcaloides pi-
rrolizidinicos y contaminacién flngica.

CONCLUSIONES

La concentracion de alcaloides pirrolizi-
dinicos en el estado vegetativo de plantas jo-
venes de festuca téxica, parece ser una situa-
cién irrepetible, puesto que tanto en los
otros estados fenolégicos, como en los esta-



Alcaloides e infeccién flngica en festuca

dos vegetativos siguientes, dicha concentra-
cién es, como minimo, cuatro a cinco veces
mayor.

En las condiciones de este ensayo, la in-
feccion fangica, que invariablemente se aso-
cia a la presencia de alcaloides pirrolizidini-
cos en festucas toxicas, no se transmite, por
lo menos durante tres afios, a plantas préxi-
mas libres de ambos indicadores de toxicidad.

Si bien aln no se conoce si alguno o0 am-
bos de estos indicadores de toxicidad animal
pueden ser considerados agentes etioldgicos
del sindrome, dado que ellos persisten en los
sucesivos estados vegetativos de festuca toxi-
ca, el pastoreo es desaconsejable, incluso en
meses frios, ante cambios eventuales de tem-
peratura ambiente que disminuyan la posibi-
lidad de pérdida de calor animal.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido apoyado por subsidios
del CONICET (N° 8808 c/82 y N° 8808
d/83) y por A.A.C.R.E.A. La Fundacion
Bunge y Bom a través de la Fundacion Fa-
cultad de Agronomia ha contribuido becan-
do a uno de los autores. La EERA, INTA
Pergamino, ha provisto la semilla fiscalizada
cultivar “El Palenque”, utilizada en el ensa-
yo. Los autores agradecen a la Céatedra de
Manejo y Conservacion de Suelos, Facultad
de Agronomia, UBA; y al Ing. Agr. Eduardo
Antonio Ducca, de la Facultad de Agrono-
mia, UBA, por el valioso aporte a este traba-
jo a través de la compaginacion de datos de
la Estacion Agroclimatica Campo Lujan.

BIBLIOGRAFIA

1) Bacon, C. W.; J. K. Porter; J. D. Robbins and
E. S. Luttrell, 1977. Epichloe typhina from
toxic tall fescue grasses. Appl. Environ. Micro-
biol 34: 576-581.

153

2) Boling, J. A.; R. W. Hemken; L. P. Bush; R.
C. Buckner; J. A. Jackson Jr. and S. G. Yates,
1982. Role of alkaloids and toxic compund
(s) in the utilization of tall fescue by rumi-
nants Proceedings XIV. Internat. Grassl.
Congr. A. Smith ed., Boulder, Colo. Westview
Press. Pag. 722-725.

3) Bush, L. P.; J. A. Boling; G. Allen and R. C.
Buckner, 1972. Inhibitory effects of perloline
to rumen fermentation in vitro. Crop Sci. 12:
277-279.

4) Bush, L. P,; P. L. Cornelius; R. C. Buckner;
D. R. Varney; R. A. Chapman; P. B. Burrus;

C. W. Kennedy; T. A. Jones and M. J. Saun-
ders, 1982. Association of N-acetyl loline and
N-formyl loline with Epichloe typhina in Tall
Fescue. Crop Sci. 22: 941-943.

5) Gentry, C. E.; R. A. Chapman; L. Henson and
R. C. Buckner, 1968. Factors affecting the al-
kaloid content of tall fescue. Kentucky Agri-
cultural Experiment Station. 1-15.

6) Morgan-Jones G. and W. Gambs, 1982. An en-
dophyte of Festuca arundinacea and the ano-
morph of Epichloe typhina, new taxa in one
of the new Sections of Acremonium, Mycota-
xon, 15: 311-318.

7) Ramirez de Guglielmone, A. E. y A. M.Séenz,
1980. Determinacion de alcaloides de Festuca
arundinacea (Schreb.) en relacién con toxici-
dad. Memorias del 111 Congreso Argentino de
Ciencias Veterinarias. Ed. por Sociedad de
Medicina Veterinaria Buenos Aires. Pag. 204-
214.

8) Ramirez de Guglielmone, A. E.; A. M. Saenz;
S. I. Gahan; M. A. Carabelli y M. B. Guglicl-
moni, 1982. Alcaloides de festuca: variacio-
nes cuali-cuantitativas y toxicidad. Produc-
cion Animal, 9: 280-288.

9) Ramirez de Guglielmone, A. F.; A. M. Séenz;

M. A. Carabelli; M. B. Guglielmoni; F. O. Ba-

sile y M. C. Pereyra, 1983. Influencia del sue-

lo y la fertilizaciéon nitrogenada sobre el con-
tenido cuali-cuantitativo de alcaloides de fes-
tuca cultivar “F1 Palenque”.Rev. Facultad de

Agronomia, 4 (1): 69-77.

Ramirez de Guglielmone, A. F.; A. M. Séenz;

M. B. Guglielmoni; M. A. Carabelli; E. O. Ba-

sile; M. C. Pereyra y G. J. Segal, 1984. Indica-

dores de toxicidad en festuca. Rev. CREA,

105: 72-75.

Robbins, J. D.; J. G. Sweeny,"S. R. Wilkinson

and D. Burdick, 1972. Volatile alkaloids of

Kentucky 31 tall fescue seed. J. Agr. Fodd

Chem. 20: 1040-1042.

10)

11)

Rev. Facultad de Agronomia, 5 (3): 147-154, 1984



154

12)

Alicia E. Ramfrez de Guglielmone et al.

Schmidt, S. P.; C. S. Hoveland; C. C. King;
E. M. Clark; N. D. Davis; D. M. Ball; L. A
Smith; H. W. Grimes and J. L. Holliman, 1981.
Fungus limits fescue pasture gains. Highlights
of Agricultural Research Published by Agri-
cultural Experiment Station of Auburn Uni-
versity Alabama. Vol 28, N° 2.

Rev. Facultad de Agronomia, 5 (3): 147-154, 1984

13)

14)

Siegel, M. R., 1983. Mode of transmission of
the fescue endophyte. Proceedings Tall Fes-
cue Toxicosis Workshop, Atlanta Georgia.
48-51.

Tso, T. C. and R. N. Jeffrey, 1959. Bioche-
mical studies on tobacco alkaloids. I. The fate
of labelled tobacco alkaloids supplied to Nico-
tiana plants. Arch. Biochem. Biophys. 80:
46-56.



