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1 — INTRODUCCION

1.1 - Trigo, generalidades.

En el Uruguay el trigo es uno de los principales cereales cultivados y de
significancia econdmica. La mayor parte de la produccién esta destinada a la
fabricacion de harinas para panificadoras y pasteleria. El trigo se usa también
para fabricar cereales de desayuno y, en menor medida, en la elaboracion de
cerveza, whisky y alcohol industrial. Los trigos de menor calidad y los
subproductos de la molienda y de la elaboracién de cervezas y destilados se
utilizan como raciones para el ganado.

Los granos de cereales desde su formacion en la planta hasta su utilizacion o
consumo final estan expuestos a la colonizacion por una gran variedad de
microorganismos, de los cuales los hongos filamentosos son los mas
importantes. La colonizacién fungica de los granos provoca su deterioro, este
puede implicar retencion o perdida de viabilidad del grano, perdida de peso
seco, aumento de acidos grasos, calentamiento del grano y germinacion (Jayas
et al. 1995). Los hongos pueden colonizar los granos en estadios tempranos de
su desarrollo o bien en posteriores etapas de almacenamiento o
procesamiento. Algunas de las especies fungicas que contaminan los granos

son potenciales productoras de micotoxinas (Pan et al., 2009).

1.2 - Micotoxinas.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos, principalmente, al
final de la fase exponencial o al inicio de la fase estacionaria de crecimiento de

los hongos (Bullerman & Draughon, 1994) y son sintetizadas por grupos
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taxonémicos restringidos como ser Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Las
micotoxinas son compuestos biolégicos activos capaces de causar diversos
desordenes clinicos en humanos y animales cuando son ingeridas, ademas de
generar grandes pérdidas a nivel econdmico. La presencia de micotoxinas en
los granos esta directamente relacionada al crecimiento fungico, si no hay
desarrollo de hongos no habra formacién de toxinas. Sin embargo, la existencia
de hongos no implica su produccién ya que las condiciones pueden no ser
adecuadas para su sintesis o las cepas pueden no ser toxicogénicas. En
general, la sintesis de micotoxinas se asocia a condiciones de estrés, tales
como cambios en la temperatura, humedad o aeracion y presencia de agentes
agresores (Santin, 2008). La produccién de micotoxinas se ve favorecida por
condiciones de humedad elevada (Bullerman, 1982), siendo los cultivos de
climas humedos y calurosos de regiones tropicales y subtropicales los mas
propensos a la contaminacion con micotoxinas en relacion con los de zonas
templadas (Mills, 1989). La presencia de CO, y O, también influyen en el
crecimiento y produccién de micotoxinas. Por ejemplo, un nivel de 20% de CO»
disminuye el crecimiento y la produccion de aflatoxinas, pero solo a niveles de
O, menores del 1% el crecimiento y la produccion de aflatoxinas se inhibe

completamente (Northolt & Bullerman, 1982).

1.2.1 - Toxinas de Asperqillus.

Dentro del género Aspergillus, Aspergillus flavus es una de las principales
especies productoras de aflatoxinas, las cuales pertenecen a una familia de

compuestos derivados de la bisfuranocumarina (Figura 1). El grupo de
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aflatoxinas comprende las toxinas Bl, B2, G1 y G2, siendo la B1 la de mayor
toxicidad. A partir de la ingesta de alimento contaminado con aflatoxina Bl o
B2, se produce el derivado metabdlico M1 y M2 respectivamente, los cuales
son formados y excretados en leche de animales y humanos (Sweenwy &

Dobson, 1998).

Las aflatoxinas son las micotoxinas mas importantes debido a su propiedad
hepatocarcinogénica y alta toxicidad en comparacion a otros compuestos
quimicos. Afectan a animales y humanos cuando son ingeridas en gran
cantidad o de manera sostenida durante un largo periodo de tiempo. La
aflatoxina mas comunmente encontrada en los alimentos es la Bl. Las
aflatoxinas B1 y M1 son las mas toxicas y los dafos resultantes del consumo
de granos contaminados van desde dafo agudo al higado, incluyendo necrosis
y hemorragia, hasta cancer hepatico. En animales también ocasionan
disminucién en la tasa de crecimiento y baja productividad (leche, huevos, etc).
Son también inmunosupresoras, teratogénica y mutagénicas. Cabe destacar
gue las aflatoxinas B1 y M1 estan clasificadas como carcindgenos grado 1 por
la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC). Pueden estar
presentes en leche y derivados, carne de cerdo o huevos si el animal consume
suficiente cantidad de alimento contaminado. Este tipo de micotoxina es
producido se desarrollan principalmente durante la etapa de almacenamiento
del grano (Creppy, 2002) a temperaturas entre 12 y 40°C y altos niveles de
humedad (Satin, 2008). El perfil de aflatoxinas y su concentracion dependen
del sustrato, la cepa y las condiciones ambientales como humedad y

temperatura. A. flavus es capaz de producir inicamente aflatoxinas B1 'y B2 y
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contiene un gran porcentaje de cepas no toxicogénicas (Sweenwy & Dobson,

1998).
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Figura 1. Estructura de las aflatoxinas B1, B2, G1, G2 y los derivados metabdlicos M1 y M2

1.2.2 - Toxinas de Fusarium.

Los hongos del género Fusarium son los principales contaminantes de cereales
y oleaginosas en nuestro pais debido a sus caracteristicas climaticas ya que
estos hongos requieren de temperaturas mas bajas que Aspergillus para su
crecimiento y produccién de micotoxinas (Satin, 2008). La produccion de

micotoxinas por Fusarium, puede ocurrir antes, durante y también después de
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la cosecha, si el material no es tratado y secado adecuadamente. Estos hongos
son los mas prevalentes durante el desarrollo de los cultivos en el campo y
pueden producir una gran variedad de micotoxinas, siendo las principales los
tricotecenos, la zearalenona y las fumonisinas (Diekman & Green, 1992; Satin,
2008). Los tricotecenos son un grupo con mas de 150 metabolitos relacionados
estructuralmente, siendo las principales especies productoras F. graminearum,
F. culmorum, F. poae y F. sporotrichioides. En funcion de sus diferencias en la
estructura quimica estos pueden ser divididos en cuatro subgrupos (Figura 2);
grupo A, en la posicidn C-8 presentan un grupo funcional diferente al carbonilo,
dentro de este grupo se encuentran las toxinas T-2, HT2, diacetoxiscirpenol
entre otras; grupo B, en la posicion C-8 presentan un grupo carbonilo, por
ejemplo nivelenol (NIV), deoxinivalenol (DON) y Fusarenol- X (FUS-X); grupo
C, tienen un segundo grupo epoxi en la posicion C-7, C-8 o C-9, C-10
(baccharin); grupo D, contienen un anillo macrociclico entre el C-4 y el C-5 con
doble enlace éster, por ejemplo roridina A, D y E. A nivel mundial, en los granos
prevalecen los tricotecenos del tipo A y B siendo mas frecuentes los primeros.
Causan gran variedad de efectos téxicos, disturbios gastrointestinales, vomitos,
diarrea, rechazo al alimento, aborto y anemia, entre otros (Diekman & Green,
1992; Coulombe, 1993; Osweiler, 2000). Este grupo de micotoxinas esta
caracterizado por inhibir la sintesis proteica, afectando la funcién mitocondrial
y generando consecuencias a nivel de membrana y division celular (Yazar &
Omurtag, 2008). En la micotoxicosis aguda causada por estas micotoxinas se
producen dafios en los tejidos hematopoyéticos, en el sistema nervioso,

gastrointestinal y cardiovascular (Vildes, 1998).
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Las cepas de F. graminearum pueden producir tres tipos de tricotecenos; NIV y
sus acetilados (quimiotipo NIV), DON y 3-acetildeoxinivalenol (quimiotipo 3-
AcDON) o DON vy 15-acetildeoxinivalenol (quimiotipo 15-AcDON). En Norte
América, Europa Central y el sur de Rusia el quimiotipo predominante es el 15-
AcDON mientras que el quimiotipo 3-AcDON es el predominante en el norte de
Europa, algunas partes de Asia, incluida China, Austria y Nueva Zelanda

(Reynoso et al., 2011).
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Figura 2. Estructura de los tricotecenos del tipo Ay B.

1.2.3 - Toxinas de Penicillium.

Las especies de Penicillium son capaces de producir una gran variedad de

micotoxinas pero en general no son las principales sintetizadas sobre granos.
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1.2.4 - Reglamentaciones.

En el MERCOSUR y en el Codigo Bromatolégico Uruguayo existen
reglamentaciones que determinan los niveles maximos aceptables de
micotoxinas en granos destinados a consumo humano. Para DON el limite
permitido es de 2000ug/kg en trigo y subproductos de trigo, mientras que para
las aflatoxinas se establece como limite 20ug/kg en maiz, harina de maiz y

mani (Pan, 2000).

1.3 - Hongos y micotoxinas del almacenamiento.

La FAO ha estimado que el 25% de los granos de cereales en el mundo estan,
anualmente, contaminados con micotoxinas (Ramos et al., 1997), y su
frecuencia esta determinada tanto por factores propios de la planta como los
climaticos del afio de la cosecha. Por ello, la incidencia de especies
micotoxigénicas puede variar anualmente de acuerdo a la magnitud de las
precipitaciones y la temperatura prevalente a lo largo del desarrollo de las
plantas. A su vez, las condiciones de almacenamiento pueden favorecer el
desarrollo de algunas especies fungicas provenientes del campo o instaladas
en los sitios de almacenamiento que alteran la calidad nutricional de los granos
y el grado de contaminacién con micotoxinas. Se considera a los hongos del
almacenamiento como la principal causa del deterioro de los granos. Se estima
gue entre un 5y un 10% de la produccion mundial de cereales y oleaginosas
se pierden durante esta etapa (Jayas et al. 1995, Satin, 2008). Las condiciones
Optimas para el desarrollo de los hongos y para la produccion de micotoxinas
estan determinadas principalmente por los niveles de humedad y temperatura

durante el almacenamiento, que varian segun la especie.
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1.4 - Ensilados.

El ensilado es una de las practicas convencionales de la conservacion de
alimentos para animales (Fink-Gremmels, 2008), es una técnica de
conservacion que se basa en procesos quimicos que se producen en los
tejidos vegetales cuando se encuentran bajo condiciones anaerobicas
adecuadas y con una humedad entre el 23 y 40% para los silos graniferos.
Para los silos de planta entera los requerimientos de humedad son entre 60 y
80% sin previo secado y en donde se garantiza la conservacion por una
reduccion del pH, entre 4 y 4,5. La evolucién del material dentro del silo
depende de la humedad inicial del grano (6ptimo entre 28 y 35%), el grado de
ruptura del grano, su compactacion y de la conservacion de la estructura del
contenedor, para impedir el ingreso de aire y/o agua. La formacion de acido
lactico que se produce, como consecuencia del desarrollo de bacterias
acidolacticas, actia como agente conservador (Olivarez, 2002). En condiciones
Optimas de almacenamiento, el medio acido y la anaerobiosis generan un

ambiente desfavorable para el desarrollo de hongos y micotoxinas.

El ensilaje de grano humedo puede realizarse en silos tipo torta, trinchera, silos
verticales o silos tipo bolsa (silobag), siendo ésta tltima la opcién mas difundida
en Uruguay. La alternativa del silobag tiene como principal ventaja la facilidad
operativa, baja inversion relativa y buenas condiciones de conservacion
(Repetto et al., 2005). En trabajos experimentales se ha observado que desde
el punto de vista nutritivo practicamente no existen diferencias entre el grano

ensilado con alta humedad y el seco (Clark & Harshbarger, 1972; Clark et. al.,
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1974 ay b, Chandler et. al., 1975, Dhimian & Satter, 1992; Alvarez et. al., 1995
y Romero et. al., 1997). Sin embargo, hay varios factores que hacen que los
requerimientos necesarios para una buena conservacion del grano no se
cumplan a campo. Asi, la presencia de bolsones de aire como consecuencia de
la mala compactacion, perforaciones en el revestimiento que pueden ser
causadas por animales silvestres o trozos del forraje, o exposicion demasiado
prolongada al aire en el frente de extraccion de los silos afectan la buena
conservacion. La presencia de oxigeno puede permitir un rapido crecimiento
fingico en presencia de alta humedad y a la gran riqueza nutritiva del material
ensilado (Olivarez, 2002). Esto a su vez lleva aparejado la reduccion del valor

nutricional del grano y la posible produccion y acumulacion de micotoxinas.

La reducida informacion acerca de las poblaciones toxicogénicas y las
micotoxinas en ensilados de trigo hiumedo llevaron a realizar el estudio de la

evolucion de las poblaciones fungicas y las micotoxinas presentes.
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2 - OBJETIVOS

Identificar y determinar el porcentaje de infeccion por las especies fungicas

presentes en granos de trigo

Evaluar si existe variacion en la composicién de las comunidades fangicas

antes de ensilar, a los 60, 90 y 120 dias de almacenamiento.

Determinar y cuantificar la presencia de aflatoxinas y deoxynivalenol en las
muestras de trigo antes de ensilar y a los 60, 90 y 120 dias de

almacenamiento.

Determinar el potencial toxicogénico de las cepas de A. flavus y F.

graminearum.
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3 - MATERIALES Y METODOS

3.1 - Identificacion fungica.

Se analizaron muestras de trigo provenientes de cuatro establecimientos que
fueron analizadas al momento de la cosecha y a los 60, 90 y 120 dias de
ensilado. Estas muestras fueron tomadas mediante un calador cilindrico de 1m
de longitud y 0.5 cm de diametro a lo largo de los silobags, a tres alturas
diferentes y en ambas direcciones. La cantidad final de muestra a tomar de
cada silo fue de 5 Kg que fue homogenizada y reducida a una sub-muestra
representativa de 1 Kg. A partir de dicha sub-muestra se tomaron 100 granos y
se esterilizaron superficialmente con NaOC| al 0.4% durante 1 minuto, se
enjuagaron 2 veces con agua destilada estéril y se secaron con papel de filtro
estéril (Samson et al., 1992). Estos granos se sembraron en cajas de Petri
conteniendo medio papa dextrosa agar (PDA: papa blanca 25%, dextrosa 2%
y agar 2%). Se incubaron a 25°C durante 5-7 dias bajo periodos de 12 hs de
luz blanca, 12hs de luz negra. Las colonias emergentes fueron contadas y
transferidas a medios de cultivo especificos y se identificaron en base a las
caracteristicas micromorfolégicas. Las especies de Fusarium se identificaron
segun Nelson et al.,, (1983). Las colonias aisladas de Fusarium fueron
subcultivadas en PDA, para poder describir las caracteristicas microscépicas y
la pigmentacion tanto de la colonia, como del medio de cultivo y en agar hojas
de clavel (CLA: agar-agua al 2% y 2-3 trozos de hojas de clavel parcialmente
sumergidas en el medio de cultivo) para la observaciéon de las caracteristicas

macro y microscépicas. Las especies de Aspergillus fueron identificadas
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subcultivando las colonias en agar extracto de malta (MEA: extracto de malta
2%, peptona 0,1%, glucosa 2%, agar 2%) e incubandolas a 25°C, en agar
Czapek-extracto de levadura (CYA: K;HPO,4 0,1%, concentrado de Czapek 1%,
extracto de levadura 0,5%, sacarosa 3%, agar 1,5%) a 25°C y 37°C y en agar
Czapek-extracto de levadura con 20% de sacarosa (CY20S; K;HPO, 0,1%,
concentrado de Czapek 1%, extracto de levadura 0,5%, sacarosa 20 %, agar
1,5%) a 25°C (Klich & Pitt,1988). Las especies de Dematiaceae se identificaron
segun Ellis (1976), los Coelomycetes de acuerdo a Sutton (1980) y los

Zygomycetes de acuerdo con Samson et al.,(1995).

3.2 - Humedad.

Se determinaron los niveles de humedad relativa de las muestras a los distintos
tiempos de ensilado mediante secado en estufa a 25°C, esta se calcul6 como
la diferencia entre el peso inicial de la muestra y el peso de la muestra luego de

tres pesadas constantes.

3.4 - Determinacion de micotoxinas y caracterizacion de cepas.

Las micotoxinas fueron determinadas y cuantificadas mediante inmunoensayo
enzimatico competitivo (ELISA) empleando los kit comerciales Ridascreen®
Fast DON y Ridascreen Fast Aflatoxin SC (R-Biofarm AG).

Se evalu6 también la capacidad toxicogénica de las cepas de Aspergillus flavus
aisladas. Las aflatoxinas fluorescen en presencia de luz UV lo que permite
realizar una rapida deteccion de cepas productoras. Para ello se inocularon

cajas de Petri conteniendo coco agar (CA: coco en polvo 20%, agar 1,5%) y se
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evaluo la produccién de fluorescencia bajo luz UV (365nm) a los 5, 7 y 14 dias

de incubacion en la oscuridad.

La determinacion del potencial toxicogénico de las cepas de F. graminearum
aisladas se realiz6 mediante PCR multiple basada en la metodologia de
Quarta et al. (2006). Cada quimiotipo es detectado en base al tamafio
molecular de las bandas amplificadas; un fragmento de 525 pb indica la
capacidad de sintesis de DON, una banda de 354 pb indica el quimiotipo 3-
AcDON, una banda de 625 pb indica el quimiotipo NIV y un fragmento de 708

pb corresponde al quimiotipo 15- AcCDON.

3.5 - Andlisis de datos

Se calculo el porcentaje de infeccidon como el numero de granos contaminados
por una especie sobre el total de los granos. Este valor indica la incidencia de
una especie en el total de la partida de granos de trigo analizados.

Las correlaciones obtenidas entre las diferentes variables estudiadas fueron
analizadas mediante el coeficiente de correlacion de Pearson utilizando el

programa Sigma STAT version 2.01 (Chicago).
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4 - RESULTADOS
Del total de los granos analizados, el 100% estaba colonizado por especies

fungicas y se obtuvieron un total de 2368 aislamientos.

Tabla 1. Distribucién de especies de hongos aislados de muestras al momento de la cosecha y
durante las distintas etapas de almacenamiento

ENSILADO
ESPECIES CAMPO 60 DIAS 90 DIAS 120 DIAS

Alternaria alternata 53% 2%

Aspergillus flavus 100% 100% 100%
Muestra 1 |Epicocum purpurascens 36%

Fusarium graminearum 95%

Sporotrix schenckii 100% 99% 100%

Alternaria alternata 59% 41% 19% 8%

Aspergillus flavus 2% 100%

Aspergillus niger 2%

Epicocum purpurascens 25% 23% 17% 16%

Fusarium acuminatum 1%

Fusarium equiseti 1%

Fusarium graminearum 89% 59% 14% 5%
Muestra 2 . i

Fusarium lateritium 1%

Fusarium poae 1%

Fusarium sambucinum 1%

Fusarium sporotrichoides 1%

Fusarium sp. 2%

Penicillium sp. 100% 2%

Sporotrix schenckii

Alternaria alternata 7% 57% 56% 51%

Aspergillus flavus 29%

Epicocum purpurascens 23% 6% 2% 7%

Fusarium acuminatum 1% 1%
Muestra 3 |Fusarium graminearum 82% 61% 56% 50%

Fusarium lateritium 1%

Fusarium nygamai 1%

Fusarium poae 3%

Fusarium sambucinum 4% 1%

Alternaria alternata 46% 43% 8% 15%

Aspergillus flavus 10% 87% 40%

Aspergillus niger 6%

Aspergillus clavatus 1%

Epicocum purpurascens 17% 13% 4%

Fusarium acuminatum 1%

Fusarium graminearum 88% 36% 9% 9%
Muestra 4 |Fusarium lateritium 1%

Fusarium oxysporum 1%

Fusarium sambucinum 1%

Fusarium sporotrichoides 11%

Fusarium subglutinans 1%

Fusarium sp. 1%

Penicillium sp. 1%

Sporotrix schenckii 83%
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Se analizaron un total de 16 muestras provenientes de cuatro establecimientos
al momento de la cosecha y a los 60, 90 y 120 dias de ensilado (4 muestras x 4

tiempos de almacenamiento)(Tabla 1; Figura 3).

Fusarium fue el género predominante a campo con un porcentaje de infeccién
de 89,7 %, siendo la especie mas frecuente F. graminearum (88,5%). A los 60
dias de almacenamiento también predominaron las especies del género
Fusarium (41,5%), nuevamente, la especie predominante fue F. graminearum
(39,0%). Luego de 90 dias de almacenamiento se observd que hubo una
disminuciéon en los niveles de infeccion de F. graminearum (19,7%) y
finalmente, a los 120 dias de ensilado se registré6 un 16% de infeccidn (Figuras

3y4).

A campo, Alternaria alternata (58,7 %) fue después de F. graminearum la
especie mayormente aislada. Durante el ensilado se observd una disminucion
en el porcentaje de infeccidon de esta especie llegando al final del mismo a un

porcentaje de infeccion del 18,5%.

La tercer especie predominante en campo fue Epicocum purpurascens (25,2
%). A los 60 dias de ensilado su porcentaje de infeccion fue de 10,5 %

reduciéndose a niveles de 5,7% a los 90 y 120 dias.

Aspergillus flavus no fue aislada a campo pero si estuvo presente durante las
distintas etapas de almacenamiento, siendo su porcentaje de infeccion de
27,5% a los 60 dias y de 47,2% a los 90 dias de ensilado. Una vez
transcurridos los 120 dias de almacenamiento, el porcentaje de infeccién en las

muestras alcanzé el 58,2% (Figuras 3y 4).
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Otra especie uUnicamente encontrada en el almacenamiento fue Sporotrix
schenckii, variando sus niveles de infeccion durante el transcurso del tiempo.

(Figura 3).

En una Unica muestra se observaron altos niveles de contaminacién con
hongos del género Penicillium (25,0%) por primera vez a los 90 dias de
almacenamiento. Si bien este género estuvo presente a los 120 dias su

porcentaje de infeccion fue muy bajo (0,7%).
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Figura 3. Porcentaje de infeccidn de las especies contaminantes mas frecuentes de las muestras de trigo

Respecto a la variabilidad de especies durante las distintas etapas del
almacenamiento, se observa que a partir de los 60 dias de ensilado hay una
disminucién en el numero de aislamientos de hongos pertenecientes a la
especie F. graminearum y comienzan a aumentar los pertenecientes a A.

flavus, exhibiendo una significativa correlacion negativa (r = -0.974, p< 0.05).
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Se pudo determinar que F. graminearum presenta una correlacion negativa (r =
-0.972, p< 0.05) con el tiempo de almacenamiento mientras que A. flavus

presenta una correlacion positiva (r = 0.997, p< 0.05) (Figura 4).
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Figura 4. Evolucion de £. graminearum y A. flavus durante el almacenamiento

Los niveles de humedad relativa de los silos variaron desde un 9.6% en las
primeras etapas de almacenamiento hasta un 20% en el Ultimo mes de
ensilado (Tabla 2). En la figura 5 se observa que a medida que transcurre el
tiempo de almacenamiento el porcentaje de humedad de las muestras

aumenta.
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Tabla 2. Porcentajes de humedad de las
muestras durante el tiempo de ensilado

% HUMEDAD
60 dias 14.4
M.1 |90dias 14.6
120 dias 19.2
60 dias 9.6
M. 2 | 90dias 10
120 dias 11.6
60 dias 12.8
M. 3 | 90dias 12
120 dias 124
60 dias 10
M.4 [ 90dias 13.2
120 dias 15.2

(M.: muestra). La humedad de las muestras

de campo no fue determinada

% de humedad

14 -

124

10

60

Tiempo de ensilado (dias)

90

120

Figura 5. Variacion de los niveles de humedad

durante el almacenamiento

Se detecto la presencia de micotoxinas durante todo el periodo del ensilado.

Los niveles de DON variaron de 9750 pg/Kg a 5525 pg/Kg mientras que la

presencia de aflatoxinas fue detectada a partir del segundo mes del ensilado,

alcanzando un nivel de 11,7 ug/Kg al final del mismo (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles de DON y Aflatoxinas en el momento de la cosecha y durante el ensilado

Campo 60 dias 90 dias 120 dias
DON DON AFLA DON AFLA DON AFLA
(Mg/kg) | (Ma/kg) | (Ma/kg) | (Ma/kg) | (Mg/kg) | (Mg/kg) | (Hg/kg)
Muestra
. 9600 5100 11.9 5600 16.6 4900 23.13
Muestra
5 12400 6300 nd 6800 18.1 7900 23.28
Muestra
3 7400 3000 nd 3400 nd 3800 6.1
Muestra
4 9600 6800 nd 6300 12.2 7430 14.6

nd: no detectado
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Se observo que los niveles de aflatoxinas aumenta una vez que se incrementa
el porcentaje de infeccion de A. flavus encontrdndose correlacion positiva entre
este par de variables (r = 0,000579, p< 0,05). Como era de esperar F.
graminearum no presenta ningun tipo de correlaciéon con DON (r = 0,0920, p>

0,05) ya que una vez producida la micotoxina esta permanece sin estar

asociada a la especie productora.

Se logro determinar la capacidad toxicogénica de las cepas aisladas de A.
flavus utilizando como medio coco-agar. Bajo esta modalidad se analizaron un
total de 34 cepas correspondientes a los distintos periodos de almacenamiento

de cada muestra contaminada con A. flavus (Tabla 4).

Tabla 4. Numero de cepas de cada muestra inoculadas en CA y reveladas bajo luz UV a los 5, 7
y 14 dias.

DIAS
7

5 14

Muestra| Cepas

60 dias
90 dias
120 dias

4 cepas (-); 1 cepa (+)
5 cepas (-)
4 cepas (-); 1 cepa (+)

4 cepas (-); 1 cepa (+)
4 cepas (-); 1 cepa (+)
4 cepas (-); 1 cepa (+)

3 cepas (-); 2 cepas (+)
1 cepa (-); 4 cepas (+)
1 cepa (-); 4 cepas (+)

120 dias

3 cepas (-); 1 cepa (+)

2 cepas (-); 2 cepas (+

1 cepa (-); 3 cepas (+)

120 dias

4 cepas (-); 1 cepa (+)

3 cepas (-); 2 cepas (+

2 cepas (-); 3 cepas (+)

===
alw|n

90 dias

120 dias

5 cepas (-)
5 cepas (-)

5 cepas (-)

2 cepas (-); 3 cepas (+

2 cepas (-); 3 cepas (+)
1 cepa (-); 4 cepas (+)

Cepas (+): Arrojaron fluorescencia cuando se expusieron a luz UV; Cepas (-): cepas que no
fluorescieron bajo luz UV (M.: muestra)

En base a los resultados obtenidos se puede determinar que no todos las
cepas de A. flavus aisladas son capaces de producir aflatoxinas. El 67,6% de
las cepas de A. flavus presentaron fluorescencia cuando se inocularon en CA,

siendo potencialmente productoras de aflatoxinas (Figura 6).
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Figura 6. A. Fluorescencia de cepa de A.flavus productora de aflatoxinas

B. cepa A.flavus no productora

Se determind el perfil toxicogénico de 12 cepas de F. graminearum aisladas de
las muestras al momento de la cosecha, donde los niveles de contaminacion
por parte de esta especie es mayor. Mediante PCR multiple se amplificaron
cuatro fragmentos del cluster de genes implicados en la biosintesis de
tricotecenos (Figura 7).

Del total de las cepas analizadas 11 presentaron quimiotipo 15-AcDON
mientras que una unica cepa presentd quimiotipo NIV (Figura 8). No se

encontraron cepas del quimiotipo 3-AcDON.
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700 pb
600 pb
500 pb

Figura 7. Corrida electroforética de los productos de PCR de F. graminearum.
Linea 1. F. graminearum quimiotipo NIV, lineas 2 a 6 . graminearum
quimiotipo 15-AcDON, linea 7 marcador de peso molecular

Numero de cepas analizadas

15-AcDON NIV

Figura 8. NUmero de cepas de F. graminearum aisladas pertenecientes a los
quimiotipos 15-AcDON y NIV.
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5 - DISCUSION

En trigo, los principales géneros de hongos descritos en el momento de la
cosecha son Fusarium, Alternaria, Rhizopus, Epicocum y Cladosporium
(Bensassi et al. 2011; Mionetto et al. 2010).

En la etapa de almacenamiento en general se observan variaciones en la
micobiota presente en los granos en comparacion con la observada a campo,
siendo los géneros predominantes en el almacenamiento Aspergillus,
Penicillium, Eurotium, Geotrichum, entre otros (Castellari et al. 2010). Trabajos
realizados en Argentina y Méjico sobre silos de maiz indican que Aspergillus es
uno de los géneros predominantes junto con Penicillium y Fusarium. Dentro
de este género la especie predominante es A. flavus (Castellari et al. 2010;
Gonzalez et al. 2011; Reyes-Velazquez et al. 2008). En este trabajo se observo
gue las especies encontradas en campo persistieron durante el
almacenamiento disminuyendo sus porcentajes de infeccidn, mientras que
durante el almacenamiento se encontraron nuevas especies cuyos porcentajes
de infeccion variaron en los distintos tiempos de almacenamiento. Durante el
momento de la cosecha F. graminearum fue la especie predominante mientras
gue en las Ultimas etapas del almacenamiento A. flavus fue la especie
mayormente aislada. Esto se ve reflejado en los resultados donde se muestra
gue en relacién al tiempo de almacenamiento F. graminearum exhibe una
correlaciéon negativa y A. flavus presenta correlacion positiva, a su vez al
comparar el numero de aislamientos durante las distintas etapas se observa
una clara correlacion negativa entre ambas especies. También se observé la

presencia de A. alternata, E. purpurascens y Penicillium sp., en distintas
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etapas. En general es comun que se dividan las especies fungicas en dos
grandes grupos: hongos de campo y hongos de almacenamiento. Los hongos
de campo son los que infectan las semillas mientras el cultivo aun esta en
campo, entre ellos se encuentran especies de Fusarium, Alternaria, Epicocum y
Cladosporium. Por otro lado estan los hongos del almacenamiento, estos
invaden las semillas durante dicha etapa, siendo las especies de Aspergillus y
de Penicillium las mas frecuentes (Santin, 2008). Esta agrupacion se ve
reflejada en los resultados obtenidos en este estudio.

Si bien Sporotrix schenckii no es un hongo cominmente aislado en el
almacenamiento, las condiciones del mismo pueden haber favorecido su
aparicion ya que este es un hongo que crece en un rango de temperatura de
25°C a 30°C, aunque algunas cepas pueden crecer a menores temperaturas.
S. schenckii es un hongo dimorfico por lo que se transforma en levadura
patdgena cuando la temperatura alcanza los 37°C. Causa esporotricosis
humana y animal, enfermedad subcutanea muy comun en humanos, ademas,
es capaz de causar infeccién pulmonar y sistémica con consecuencias fatales
(Zhang et al., 2011). Es por esto que la presencia de este hongo en este tipo de
almacenamiento podria ocasionar dafios a consumidores finales y a quienes

manipulan el alimento.

Tanto F. graminearum como A. flavus son importantes hongos productores de
micotoxinas de alto impacto para la salud humana y animal, en este trabajo los
porcentajes de infeccion por parte de estos hongos fueron muy elevados
llegando a 89,7% F. graminearum en campo y 58,2% A. flavus al final de la

etapa de almacenamiento. Estos porcentajes tan altos hacen que aumente la
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probabilidad de que se encuentren cepas capaces de producir micotoxinas. En
el momento de la cosecha se determiné la presencia de DON en todas las
muestras analizadas en niveles superiores a los permitidos, desde 7400 pg/kg
hasta 12400 pg/kg. F. graminearum fue la especie con mayor numero de
aislamientos en la etapa a campo y la presencia de micotoxinas en muestras
de trigo pertenecientes a este estadio indicaria la presencia de cepas
productoras de DON.

En estadios tardios de almacenamiento se observa una disminucion en el
porcentaje de infeccidn por parte de esta especie registrandose una correlaciéon
negativa entre la presencia de la misma respecto al transcurso del tiempo de
almacenamiento, sin embargo, los valores de DON detectados contindan
estando por encima de los limites establecidos para esta micotoxina. Esto
indica que si bien las condiciones de almacenamiento son capaces de restringir
el crecimiento de F. graminearum, la micotoxina permanece y en niveles por
encima de los permitidos.

A medida que avanza el tiempo de almacenamiento los niveles de aflatoxinas
aumentan hasta que a los 120 dias alcanzan valores de aproximadamente 23
Mg/kg siendo estos superiores a los permitidos (20 pg/kg). La presencia de
aflatoxinas coincide con la aparicion de cepas de A. flavus en las muestras y
esto se evidencia con la existente correlacion positiva entre los niveles de
aflatoxinas y los porcentajes de infeccion con A. flavus, infiriéndose la
presencia de cepas productoras de estas toxinas.

La presencia tanto de DON como de aflatoxinas fue determinada mediante
ELISA competitivo. Se determin6 que en las dltimas etapas del

almacenamiento ambas estan presentes (aflatoxinas 23 pg/kg y DON 3800 a
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7900 pg/kg) en niveles superiores a los permitidos, DON 2000upg/kg y
aflatoxinas 20ug/kg. Por lo tanto se observa que bajo este tipo de
almacenamiento se mantienen los niveles de las toxinas producidas a campo y
las condiciones de almacenamiento promueve el desarrollo de nuevas especies
fungicas productoras de otras micotoxinas.

Un posible factor determinante para la aparicibn de nuevas especies
toxicogénicas son los altos niveles de humedad de este método de
almacenamiento. En general los hongos no crecen cuando los niveles de
humedad son menores a 13.5% (Jayas et al. 1995). De acuerdo a lo analizado,
si bien se observé un aumento en los niveles de humedad a medida que
avanzan las etapas de almacenamiento, no en todas las muestras se observan
niveles de humedad superiores a 13.5%. Por lo tanto podria existir otro
elemento responsable de desencadenar la alta contaminacion fungica como
por ejemplo la presencia de oxigeno combinada con altas temperaturas. Es
necesario determinar otros factores como son la temperatura y la disponibilidad
de oxigeno para lograr identificar cuales son las limitaciones de este método de
almacenamiento que promueve la contaminacién fungica. Las etapas de
almacenamiento donde los niveles de humedad son superiores coinciden con
la aparicion de cepas de A. flavus, esto podria indicar que esta especie se ve
favorecida por las condiciones que se generan en este tipo de almacenamiento
aunque estadisticamente no exista una correlacion positiva entre los niveles de
humedad y el porcentaje de infeccion en las muestras con A. flavus (p>0,05).
Esta especie es capaz de tolerar altos niveles de acido acético, acido
propidnico, y otros acidos lo que la hace capaz de colonizar en este tipo de

almacenamiento ya que es caracteristico de esta técnica de almacenamiento el
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pH &cido generado por bacterias acidolacticas, ademas el desarrollo de estas
especie se ve favorecido por los altos niveles de humedad y temperatura
(Jayas et al. 1995).

Respecto a la capacidad toxicogénica de las cepas de A. flavus mediante el
método de screening y en base a los altos niveles de aflatoxinas determinados
en la muestra se puede concluir que existe un alto porcentaje de cepas
productoras de micotoxinas (67,6%). Por otro lado es necesario determinar el
tipo de aflatoxina que se produce ya que no todas presentan la misma toxicidad

como también la capacidad de que sea metabolizada o no en M1.

Las cepas de F. graminearum aisladas correspondieron principalmente al
qguimiotipo 15-AcDON lo cual coincide con los resultados obtenidos en la
region. En Argentina, el analisis de 116 cepas colectadas de diferentes
regiones reveld que mas del 92% presentaban quimiotipo 15-AcDON aunque, a
diferencia de lo aqui reportado, no se observaron cepas con quimiotipo NIV
(Reynoso et al., 2011). En Brasil se han encontrado cepas de F. graminearum
aisladas de trigo con quimiotipo NIV aunque en bajas proporciones 7% y en
nuestro pais previamente se han encontrado porcentajes de 1.6% (Pan, 2011).
Por otro lado, se analizaron 92 cepas de F. graminearum aisladas de cebada
en Brasil que presentaron mayoritariamente quimiotipo 15-AcDON (66%),
seguidas del quimiotipo NIV (29.3%) y en menor proporcidon se encontraron
cepas de quimiotipo 13- AcDON (4,3%) (Astolfi et al.,, 2011). Es de gran
importancia determinar la presencia de cepas con quimiotipo NIV, ya que esta
toxina es de mayor significado toxicolégico que DON y de cepas con quimiotipo

15-AcDON ya que también esta toxina presenta un grado mayor de toxicidad
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qgue DON. Un estudio mas profundo de las cepas productoras de NIV es
necesario para poder determinar las condiciones que favorecen su produccion
y la frecuencia y distribucién de estas micotoxinas en alimentos para consumo

humano y animal.

Esta técnica de almacenamiento plantea muchas dificultades respecto al
control del desarrollo fangico ya que pareceria que promueve el desarrollo de
A. flavus, especie capaz de generar metabolitos toxicos para la salud humana 'y
animal y de S. schenckii, especie potencialmente patégena de humanos y
animales si se dan las condiciones necesarias. Ademas, si bien hace que
disminuyan los porcentajes de infeccion por parte de F. graminearum, las
micotoxinas generadas a campo por esta especie se conservan durante todo el
almacenamiento. Esto lleva a que el producto final presente altos niveles de
contaminacion con micotoxinas que afectan la salud del consumidor final. Por
otra parte, la co-ocurrencia de distintas micotoxinas es un tema de interés ya
gue algunos autores plantean que podria generarse efectos sinérgicos,
antagonistas o aditivos cuando se encuentran combinadas (Speijers &
Speijers, 2004; Diaz, 2008). Cabe mencionar que en trigo almacenado en
silobag pudimos identificar la presencia de cepas potencialmente productoras
de DON, NIV y aflatoxinas. Por lo tanto es necesario un estudio mas profundo
del almacenamiento tipo silobag para asi poder determinar medidas tomar
para disminuir o controlar este tipo de contaminacion. El conocimiento de los
aspectos ecofisiologicos de las especies contaminantes podria contribuir a la
busqueda de herramientas que permitan controlar su desarrollo y produccién

de micotoxinas.
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