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RESUMEN

Los taninos condensados (TC) son compuestos fendlicos que en cultivos de
sorgo aportan caracteristicas protectoras, variando su efecto de acuerdo a la
proporcion en que se encuentren. El objetivo del presente trabajo fue estudiar
la evolucion de las concentraciones de TC en ensilajes de granos humedos de
sorgo almacenados en silo-bags, a diferentes tiempos de conservacion, y su
relacién con la contaminacion fungica de los principales géneros toxicogénicos
de interés pecuario. Se obtuvieron muestras de silos de grano humedo de
sorgo de cuatro establecimientos lecheros comerciales, dos con genotipo alto
en taninos (ATC) y dos con genotipo bajo en taninos (BTC). Los muestreos
(n=16) se realizaron al momento del ensilaje (dia 0) y a los 30, 90 y 180 dias
del proceso. La concentracién de TC en % de materia seca (MS), se determind
mediante despolimerizacién oxidativa en butanol-HCI por espectrofotometria
(550 nm). Para el estudio micologico se sembraron granos de sorgo en cajas
de Petri con medio papa dextrosa agar (PDA) a pH 4, incubadas 5 a 10 dias a
25 °C. El analisis estadistico se realizO mediante un modelo lineal mixto,
considerando como efecto fijo: grupo (ATC y BTC), tiempo e interaccion grupo-
tiempo. Al dia O el grupo ATC presento6 valores de concentracion de 0,70 % TC
y el grupo BTC de 0,06 % TC. A lo largo del tiempo de almacenamiento (180
dias), la concentracion de TC en el grupo ATC descendio, a diferencia del
grupo BTC en el cuél se mantuvo constante (P< 0,05). A los 180 dias el grupo
ATC presentd valores superiores de concentraciones (0,21 % TC) a los
registrados en el grupo BTC (0,03 % TC) (P< 0,05). Todos los ensilajes de
grano humedo de sorgo presentaron en algun momento aislamiento de hongos
toxicogénicos. Mas del 50 % de las especies de Aspergillus, correspondieron A.
flavus. Su incidencia aumento a los 30 dias de almacenamiento y a partir de los
90 dias disminuyd significativamente (P< 0,05). Las especies de Fusarium
identificadas con mayor frecuencia fueron F. nygamai (44,2 %) y F.
graminearum (36,5 %). La dinamica de los TC en granos humedos de sorgo
durante el tiempo de almacenamiento en el ensilaje, es dependiente de los
valores iniciales de TC al momento de su elaboracion. Los perfiles de
contaminacion fangica fueron diferentes independientemente de los niveles de
TC de los silo-bags estudiados.



SUMMARY

Condensed tannins (CT) are phenolic compounds which provide protective
characteristics to sorghum, when they are located in the plant, and their effects
depend on the proportion in which they are found. This work studies the
evolution of CT concentrations in high moisture wet grain sorghum stored in
silo-bags at different storage times, and their relation to fungal contamination of
the main toxigenic genres in our agriculture. Samples were obtained from grain
sorghum silos of four different commercial dairy farms. In two of them it was
found the high tannin genotype (HCT) sorghum and in the other two the low
tannin genotype (LCT) was found. The samples (n = 16) were taken at the time
of ensiling (day 0) and at 30, 90 and 180 days. The concentration of TC (% DM)
was determined by oxidative depolymerization in butanol-HCI and measured
spectrophotometrically (550 nm). For mycological study sorghum grains were
sown in Petri dishes with potato dextrose agar medium (PDA) at pH 4 and
incubated during 5-10 days at 25 °C. Statistical analysis was performed using a
linear mixed model, considering as fixed effects: group (HCT and LCT), time
and group-time interaction. At day 0 HCT group showed concentrations of 0,70
% CT and LCT group showed values of 0,06 % CT. During the storage time
(180 days) HCT group significantly decreased, however the LCT group
remained with similar values to day 0 (P < 0,05). At 180 days the HCT group
showed higher concentration values (0,21 % CT) than those recorded in the
LCT group (0,03 % CT) (P < 0,05). All wet silage sorghum grain at some point
had toxigenic fungi isolation. Over 50 % of the species of Aspergillus identified
corresponded to A. flavus. Its incidence increased after 30 days of storage and
then after 90 days it significantly decreased (P < 0,05). Fusarium species most
frequently found were F. nygamai (44,2 %) and F. graminearum (36,5 %). The
dynamics of CT in high moisture sorghum grain during storage time in silo-bags
depend on the initial values of CT at preparation time. Fungal contamination
profiles were different independently of the level of CT of the silo-bags studied.



INTRODUCCION

La mayor demanda de productos de origen animal y sus derivados a
nivel mundial en los ultimos afios, ha traido una intensificacion en los sistemas
productivos, tanto a nivel agricola como ganadero. Esta realidad no es ajena a
nuestro pais y hace cada vez mas dificil satisfacer las necesidades energéticas
de los animales de produccién con utilizacion de pasturas como Unica fuente de
alimento durante todo el ciclo productivo. Esto lleva a un incremento en la
elaboracion de reservas de alimento para cubrir dichas necesidades (Meireles
y Riet-Correa, 1993).

Una de las estrategias tecnologicas aplicadas para dar respuesta a estas
demandas, es la utilizacion de granos y/o ensilajes que aporten energia para
balancear dietas, complementando o sustituyendo las pasturas naturales
cuando estas son escasas. Es asi que en Uruguay, en los Ultimos afios se ha
visto incrementado el uso de ensilaje de grano humedo como suplemento. Esto
permite una conservacion por mas tiempo sin pérdidas en la calidad nutricional
(Chalkling y Brasesco, 1997).

Entre los granos mas utlizados en la alimentacion del ganado, se
encuentran el maiz y sorgo. El uso de este ultimo se ha incrementado, en parte
debido al precio favorable en relacion a otros cereales, basicamente el maiz y
por sus caracteristicas de cultivo. El area de siembra destinada al sorgo, ha
aumentado en los ultimos afos. La superficie destinada al cultivo de sorgo de
acuerdo a los datos del anuario 2010 fue de 35.000 hectareas (DIEA, 2010).

El ensilaje de sorgo presenta varias ventajas al de maiz como pueden
ser, menores costos de produccion, mayor tolerancia a la sequia, mejor
capacidad de recuperacion luego de largos periodos de sequia y mayor
produccion de materia seca bajo estas condiciones (Araujo y col., 2002).

Otra caracteristica favorable del cultivo de sorgo es la presencia de
taninos, compuestos fendlicos que le confieren ventajas agrondmicas
respecto a otros cultivos. Entre estas se destacan su resistencia al ataque de
aves, insectos y a la contaminacion fungica previo a la cosecha (Magalhaes y
col., 1997).

Uno de los principales problemas del uso de ensilajes de grano humedo
de sorgo, es que la calidad del producto final guarda una alta relacion con su
proceso de elaboracién, siendo este un punto critico de control donde muchas
veces suele contaminarse el silo. En el presente trabajo nos planteamos el
estudio de la concentracion de taninos condensados (TC) en relaciéon al tiempo
de conservacion y a las poblaciones fungicas presentes en diferentes
variedades de sorgo. Esto permitira ofrecer una herramienta mas a la hora de
elegir una variedad de sorgo y el manejo posterior de esta reserva.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Cultivo de Sorgo

El sorgo es una graminea de origen tropical, adaptado en diversas
partes de mundo a través de programas de mejoramiento. Se cultiva
ampliamente en zonas de clima templado y es uno de los granos con mayor
uso en la alimentacién animal y humana (Chessa, 2001). Su ciclo es anual o
bianual, presentando alturas de 0,5 hasta los 4 m dependiendo de la especie.
Sus cafias presentan un didmetro que varia desde 1 — 1,5 cm, con panoja
densa y granos de forma eliptica de color blanco, castafio claro o rojizo (Gallo,
1987).

Figura 1. Cultivo de Sorgo Forrajero

Esta graminea surge como alternativa forrajera debido a sus
particularidades como especie C4, que le confiere mayor eficiencia
fotosintética. Es muy resistente a la deshidratacion por su sistema radicular
fibroso y muy extenso que puede alcanzar hasta 1,5 m de profundidad Tiene
una baja relacion de transpiracion, expresada como kilos de agua requeridos
para producir un kilo de materia vegetal. Posee ademas la habilidad de
permanecer en dormancia durante sequias y luego reanudar su crecimiento
(Bennett y Tucker, 1986).

Segun la Asociacion de Productores de Sorgo de los EUA (2003), seria
el quinto cereal en importancia a nivel mundial y el tercero en el flujo
internacional de granos forrajeros, con el 7 % del total, sélo superado por el
maiz y la cebada, con el 72 % y 17 % respectivamente. Durante la segunda
mitad del siglo XX, la superficie sembrada de sorgo en el mundo se incremento
en un 60 %, con un aumento en la produccién del 244 % (FAO, 1995).

El aumento de la produccion de sorgo se relacionaria a la necesidad de:
incorporar materia organica a suelos degradados y, mejorar rendimientos de
cultivos y al creciente uso del mismo como ensilajes de planta entera, grano
hamedo y concentrado para la alimentacion animal (Diaz y col., 2007).



En la actualidad existe una gran variedad de sorgos en el mercado, ya
sea del tipo forrajero o granifero y sus respectivos hibridos, los cuales se
diferencian por la duracion del ciclo y la presencia o no de TC en el grano entre
otros (Chessa, 2001).

Clasificacion del Cultivo de Sorgo
Segun el objetivo de produccién

La eleccion del tipo de sorgo va a depender del objetivo de produccion,
agrupando los sorgos ya sea para: a) Pastoreo directo y fardos, donde se
utilizan las variedades de sudan y los hibridos de sudan y b) Ensilaje y grano,
son utilizados los hibridos doble propésito graniferos-forrajeros (Carambula,
2007).

Segun Coria (2007) los sorgos se podrian clasificar de acuerdo al tipo
en: Forrajero, Doble Propdsito (DP), Sileros y Graniferos.

Forrajeros: se utilizan como una fuente de verdeo de verano, con
elevadas producciones de materia seca, alta capacidad de rebrote,
macolladores y con baja proporcion de grano (menos del 10 % de la planta
entera). A su vez dentro de este grupo, los sorgos pueden presentar
caracteristicas que los diferencian y permiten agruparlos en:

-Sudan: sorgos mas adaptados al pastoreo directo, con alto volumen de
forraje por hectarea y de gran capacidad de rebrote y macollaje. Presentan la
desventaja de perder rapidamente calidad al encafar.

-Fotosensitivos: se caracterizan por no florecer en estas latitudes
debido al extenso periodo vegetativo que presentan (mas de 120 dias desde
emergencia a panojamiento). Esta caracteristica permite el mantenimiento del
valor nutritivo, especialmente de la digestibilidad de la planta. Tienen buena
aptitud para el pastoreo directo y generan gran volumen de forraje.

-Azucarados, sorgos con alto contenido de azUcar (carbohidratos no
estructurales) en cafia. Presentan menor velocidad de crecimiento, menor
macollaje y rebrote que los sorgos forrajeros tipo Sudan. Desde el punto de
vista nutricional presentan alta calidad y palatabilidad, debido al mayor
contenido de azUcares y una aceptable produccién de grano. Son aptos para el
pastoreo directo o la elaboracion de reservas como rollo o silaje.

-BMR (Brown Mid Rib, nervadura central marrén), sorgos que gracias a
una mutacidn genética presentan un menor contenido de lignina en hojas y
tallos (30 a 60 % inferior al normal). La lignina es un componente de la pared
celular totalmente indigestible para los rumiantes, por lo tanto estos sorgos
presentan una mayor digestibilidad de la materia seca. Presentan una
aceptable produccién de grano, y son aptos para el pastoreo directo o para la
confeccion de ensilaje.
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Doble propésito: son sorgos que mantienen el indice de cosecha de los
graniferos pero debido a que son 40-50 cm mas altos, mas macolladores y
foliosos, el rendimiento de materia seca de planta entera es superior a la de los
graniferos.

Sileros: son una combinacion entre sorgos graniferos y forrajeros
azucarados, con una aceptable relacidon hoja-tallo-panoja, que permite generar
un buen ensilado, de buena produccion de materia seca por hectarea y
aceptable calidad intrinseca, dado que en general presentan un alto contenido
de azucares solubles en tallo que favorecen una rapida fermentacion del
material ensilado.

Graniferos: La planta moderna de sorgo granifero es de 0,5 -1,5 m de
altura (Bennett y Tucker, 1986). Poseen alto potencial para la produccion de
grano, con bajo aprovechamiento en pastoreo directo y buena producciéon de
forraje total por hectarea (pasto+ grano). Un 30-65 % del rendimiento de estos
sorgos corresponde al componente grano. Algunos de estos presentan buena
aptitud para ensilar (DP).

Segun el color de los granos

Teniendo en cuenta el color de los granos este cultivo pude ser
clasificado en tres grupos, Marrones: de testa pigmentada con alto contenido
de TC; Rojos y Blancos: sin TC (Chessa, 2001).

Estructura del Grano de Sorgo

La estructura del grano de sorgo se compone fundamentalmente de tres
partes (Figura 2): el pericarpio o cobertura del grano, el endospermo o tejido de
reserva y el embrion o futura planta. El pericarpio es la parte mas externa
constituido a su vez de tres partes (epicarpio, mesocarpio y endocarpio). Existe
ademas otra estructura que puede 0 no estar presente en el grano que se
denomina testa. La misma consiste en una capa fuertemente coloreada por
debajo del endocarpio, que contiene la mayoria de los TC del grano. Estos
ultimos aparecen en la testa con la maduracion del grano y se observan como
una capa continua de color marron rojizo a violaceo (Domanski y col., 1997).

Endosperma Endosperma
Penférico Perniférico

Pericarpio Pericarpio

5= Endosparma Cémeo =
Aleurona 4—' \ Eﬂé
meoF

Figura 2. Estructura del grano de sorgo: corte transversal del grano de sorgo
con y sin testa pigmentada presente

Aleurona
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Compuestos Fendlicos presentes en el grano

Debido a que el sorgo no presenta una proteccion para sus semillas,
como por ejemplo la chala del maiz o las glumas del trigo y la cebada, la planta
de sorgo produce varios compuestos fendlicos con ese fin. Estos compuestos
sirven como una defensa quimica contra pajaros, patdégenos y otros
competidores. Entre los compuestos fendlicos se destacan los taninos, los
mismos son compuestos no nitrogenados, de estructura polifendlica y alto peso
molecular (500 a 3000 Dalton) (Magalhaesy col., 1997).

Los taninos pueden ser clasificados en dos grupos: los hidrosolubles con
un carbohidrato central con ligadura de &cidos fendlicos carboxilicos y los
condensados que son una mezcla de polimeros flavonoides (Van Soest, 1994).
Ambos grupos de taninos (hidrolizables y condensados) son muy reactivos
debido a la gran cantidad de hidroxilos fendlicos que poseen (Reed, 1995).

Todos los sorgos graniferos poseen como constituyentes de sus granos,
sustancias tanicas hidrolizables (acido galico y acido elagico), las cuales no
representan un factor negativo al considerar su valor biolégico. Solo los sorgos
con testa pigmentada, poseen TC (catequinas, flavonoides vy
leucoantocianidinas) (Chessa, 2001).

Los TC también Illamados proantocianidinas, son polimeros de
flavonoides, (3-hidroxiflavonol y/o 3,4 dihidroxiflavandiol) constituidos
predominantemente por unidades de leucoantocianidinas. Los precursores
necesarios para la sintesis de los flavonoides (estructura basica de los taninos),
son el acetato y la fenilalanina que se originan del metabolismo de los
carbohidratos y las proteinas respectivamente (Ribero-Pereira y col., 2007).

Jansman (1993) afirmé que los TC no son afectados por enzimas, pero

se descomponen al ser tratados con acidos, formando pequefias cantidades de
antocianidinas, siendo clasificados como proantocianidinas.
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Formacién del complejo Tanino- Proteina

La principal caracteristica de los TC es la habilidad que posen de
interactuar con las proteinas. Esto no ocurre con los taninos hidrolizables, que
son rapidamente degradados en grupos fendélicos mas pequefios incapaces de
reaccionar con las proteinas del medio (Hagerman y col., 1992). Segun
Mangan (1988), ademéas de poder unirse a las proteinas los TC tienen la
capacidad de unirse a polisacaridos como la celulosa, hemicelulosa y pectinas
(Kumar y Vaithiyanathan, 1990).

La asociacion de taninos con proteinas y la estabilidad de este complejo
se debe sobre todo a la formaciéon de puentes de hidrégeno e interacciones
hidrofébicas entre esas moléculas. Las proteinas difieren enormemente en
cuanto a la afinidad con los taninos, siendo las principales caracteristicas que
influyen positivamente en esta asociacion: el alto peso molecular, la estructura
mas abierta y flexible, el punto isoeléctrico y el contenido de prolina. Esta ultima
es la mas importante ya que posee caracteristicas hidrofébicas y contribuye a
la formacion mas abierta de la molécula de proteina (Magalhaes y col., 1997).
En cantidades suficientes es la responsable de la estructura tridimensional y la
flexibilidad de la molécula, favoreciendo asi la fijacion de los taninos sobre sus
diferentes grupos (Zimmer y Cordesse, 1996).

El complejo tanino - proteina es pH dependiente: los puentes de
hidrogeno entre tanino y proteina se rompen a pH < 3,5, disociandose el
complejo en condiciones de medio acido como las que se encuentran en el
abomaso y primeras porciones del duodeno de los rumiantes (Reed, 1995).
Bajo condiciones alcalinas los taninos pierden su capacidad de unirse a las
proteinas, porque se promueve una polimerizacion de los taninos, que conduce
a la formacién de polimeros mas grandes y no reactivos con las mismas
(Makkar y Singh, 1993; Makkar y Becker, 1996).

Entre otros factores que influyen en la formacién de estos complejos se
encuentra la presencia de iones inorganicos, la cual afecta positivamente la
formacion de los mismos, (Pérez-Maldonado y col., 1995) demostraron que la
presencia de estos iones fue esencial para la formacion de complejos tanino-
proteina en el liquido ruminal. La fuerza ionica y la fuerza de union hidrofobica
del complejo también se ve favorecida con la temperatura (Oh y col., 1980
citado por Huyghe y Bayourthe, 2010)
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Cuantificacion de Taninos

Los métodos para la cuantificacion de los taninos pueden ser basados
en las propiedades quimicas de los mismos o su capacidad de unirse a
diversos sustratos, especialmente las proteinas (FAO — IAEA, 2000). A
continuacion se citan brevemente los diferentes métodos por los cuales pueden
ser cuantificados:

Métodos Quimicos

a) Determinacion de fenoles totales: este método se basa en el
hecho de que los fenoles son sustancias reductoras. Cabe destacar que todos
los taninos son fenoles, pero no todos los fenoles son taninos.

b) Determinacion taninos totales: es en parte quimico, basado en
las propiedades reductoras de los taninos y fisico ya que los mismos son
medidos como la reduccion de los fenoles totales, que ocurre al agregar un
agente de union como polivinilpolipirrolidona (PVPP).

C) Determinacion de TC: est4d basada en la despolimerizacion
oxidativa que sufren los TC en butanol-HCI. La presencia de un agente férrico
es utilizada para aumentar la reproductibilidad y sensibilidad de la prueba
(Porter y col., 1985; Magalhaes y col., 1997).

d) Determinacion de Gallotaninos: toma en cuenta la hidrdlisis de
los gallotaninos hasta acido gallico en condiciones acidas.

Métodos de unidon-precipitacion de proteinas

a) Determinacion de los fenoles que precipitan las proteinas: se
fundamenta en la formacién de complejo tanino-proteina (tanino extraido de la
planta y la proteina albumina sérica bovina).

b) Ensayo del papel de filtro - Ponceau: Los complejos tanino-
proteina sobre el papel de filtro son coloreados usando el colorante de
Ponceau.

C) Difusion radial: las moléculas de tanino migran a través de un gel
impregnado con proteina (albumina sérica bovina). Los complejos formados en
el gel aparecen en forma de anillos los cuales indican la cantidad de complejos
formados segun su diametro.

Métodos Bioldgicos

El alimento a analizar se coloca en un sistema de fermentacion in-vitro
con liquido ruminal, en presencia y ausencia de polietilenglicol (PEG), que tiene
gran afinidad por los taninos, llegando a romper el complejo tanino-proteina.
Luego midiendo la produccion de gas y la cantidad de masa microbiana
producida en presencia y ausencia de PEG se puede hacer una estimacion de
la cantidad de taninos presente (FAO — IAEA, 2000).

Como vimos anteriormente existen varios métodos de laboratorio para
detectar los taninos o la presencia de granos con testa pigmentada. Pero existe
ademas una forma rapida y relativamente segura que ha sido adoptada por
muchos compradores de grano, la misma es la denominada: Prueba de
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Blanqueo con cloro, en la cual luego de calentar a bafio Maria los granos con
hipoclorito de sodio e hidroxido de potasio los granos con TC tomaran un color
oscuro y los que no los poseen un color claro (Chessa, 2001).

Taninos Condensados: Ventajas y Desventajas
Ventajas

Desde el punto de vista agrondmico la principal ventaja de estos
compuestos es la resistencia a pajaros, importante en ciertas regiones donde
puede ocurrir un ataque tan severo que llegue a afectar toda una plantacion.
Este ataque se observa principalmente cuando el grano se encuentra en
estadio de lechoso a pastoso. La resistencia otorgada por los taninos se debe a
la astringencia que le otorgan al grano cuando se forman los complejos tanino-
proteina precipitando a estas Ultimas (Magalhaes y col., 1997).

Favorecen también la resistencia a hongos que causan la
descomposicion del grano antes de su cosecha y que afectan
significativamente la produccion y la calidad de los granos y semillas. Por lo
tanto contribuyen indirectamente a la posible reduccion de la concentracion de
aflatoxinas en la masa del grano. En cuanto a la resistencia a los insectos, se
relacionaria con los pulgones, pero solamente en el periodo inicial del
crecimiento del sorgo ya que los compuestos fenolicos no poseen control
sobre los insectos en los granos almacenados (Magalhaes y col., 1997).

Reducen la germinacion precoz de los granos en la panicula que
comunmente ocurre durante periodos prolongados de lluvia después de la
maduracion fisioldgica cuando las altas temperaturas favorecen la germinacion.
En este caso, el mecanismo de accion de los taninos esté relacionado con el
efecto de latencia de las semillas, ya que una vez que se encuentra en la testa
del grano el tanino puede retardar la absorcion de agua atrasando
consecuentemente la germinacion. Ademas de esto, los taninos pueden formar
complejos e inactivar enzimas implicadas en el proceso de germinacion
(Magalhaes y col., 1997).

Con respecto al efecto sobre la alimentacién de rumiantes se podria
decir que los taninos afectan positivamente, ya que los mismos, precipitan las
proteinas provenientes de la ingesta, con lo que aumentan su pasaje hacia el
intestino delgado donde son absorbidas (Otero e Hidalgo, 2003).

Existen suficientes evidencias que demuestran que los taninos mejoran
la produccion de carne y lana cuando los animales se encuentran afectados por
parasitosis gastrointestinales. Los mecanismos que explicarian la accion de los
TC en los animales afectados por parasitosis gastrointestinales pueden ser
clasificados como de tipo directo (efecto sobre el pardsito en si mismo) e
indirecto (afectan el estado general del individuo y modifican la respuesta del
animal a la enfermedad) (Poppi y col., 1986).
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Estas mejores ganancias de peso que se obtienen en animales
parasitados consumiendo forrajes con TC se atribuyen a una mayor
disponibilidad proteica en el intestino, este mismo pasaje de proteinas
modificaria el pH del lumen intestinal y consecuentemente se alteraria el
establecimiento larval (Kahn y Diaz-Hernandez, 2000).

Diversos autores como Abdel y col., (2007), evidenciaron que taninos
provenientes de sorgos comerciales tienen una gran actividad antimicrobiana
sobre todo para bacterias como Salmonella typhimurium y otras
Enterobacterias.

Desventajas

Dentro de las desventajas se destaca la de disminuir la digestibilidad del
grano, ya que fijan las proteinas del mismo reduciendo su disponibilidad,
ademas de inhibir la accion de la amilasa (enzima clave para la degradacion
del almiddn).En este sentido, pueden provocar una disminucion del 10 al 30 %
y aun mayor en la eficiencia alimenticia, en comparacion con los sorgos que no
poseen estos compuestos. Los granos de sorgo de bajo contenido en taninos
tienen un valor nutritivo equivalente al 96 a 98 % del grano de maiz. El valor
alimenticio de un ensilaje de grano humedo es equivalente entre sorgo y maiz,
especialmente en sorgos sin taninos (Chessa, 2001).

Altas concentraciones de taninos condensados (5-10 % de la MS),
deprimen el consumo voluntario y la digestibilidad del forraje. Esto provoca
cierta limitacion en el uso del sorgo como base en la dieta de los animales,
principalmente en los monogastricos (Magalhaes y col., 1997). La disminucion
en el consumo segun Kumar y Vaithiyanathan (1990), se debe a tres
fendmenos: en primer lugar porque los taninos son astringentes y por lo tanto
menos apetecibles, en segundo lugar, porque disminuyen la degradabilidad de
la MS en el rumen (Waghorn y col., 1994, citado por Zimmer y Cordesse,
1996), y por ultimo porque aumentan los niveles relativos de ciertas hormonas
peptidicas comunes por la disminucién en la ingesta. En este sentido, al
disminuir el consumo y la digestibilidad de alimento los taninos afectan
negativamente el desempefio productivo de los animales (Reed y col., 1990).

De acuerdo con Kumar y Singh (1984), los alimentos ricos en taninos
deben ser ofrecidos con ciertas restricciones ya que pueden provocar una
disminucién en la produccion de leche, disminucion en la digestibilidad del
azufre, alteraciones toxico-digestivas en el intestino, higado, bazo y rifiones,
con presencia de moco en orina y constipacion. Aungue segun otros autores,
Hibberd y col., (1985) y Josifovich y col., (1987), los rumiantes adaptados a
dietas ricas en fenoles, poseen microorganismos capaces de modificar o
destruir integralmente estas sustancias, reduciendo considerablemente su
toxicidad.
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Métodos de desactivacion de Taninos Condensados

Existen diferentes métodos para la desactivacion de los TC en los
granos de sorgo, los mismos pueden ser clasificados en métodos fisicos y
quimicos.

El método fisico mas utilizado ha sido el descascarado o perlado del
grano (Chibber y col., 1978), el cual permite la remocion del pericarpio y de la
testa siendo esta Ultima estructura el sitio donde se ubican los TC.

Entre los métodos quimicos se destacan el uso de sustancias como el
polietilenglicol (PEG) y la urea.

El PEG, es un detergente no idnico, soluble en agua, que forma
complejos insolubles con los taninos condensados en un amplio rango de pH
(2-8,5), (Jones y Mangan, 1977). Dicha sustancia puede evitar la formacion o
desplazar a la proteina del complejo proteina-tanino (Silanikove y col., 2001).

La urea también ha sido utilizada para disminuir el efecto negativo de los
taninos. Algunos autores indicaron que el tratamiento con urea sobre un grano
hamedo de sorgo con alto contenido de taninos, proporciona una adecuada
conservacion en aerobiosis y ademas inactiva rapidamente los taninos
mejorando la digestibilidad in vitro (Russell y Lolley, 1989).
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El ensilaje como método de conservaciéon del alimento

El ensilado es un proceso de conservacién quimico en el cual, por
accion de microorganismos y en ausencia de oxigeno, se producen acidos que
inhiben los procesos de descomposicion del forraje. Se cumple a través de
varias etapas, que concluyen en 30 a 40 dias segun el material ensilado
(Chiossone y col., 2011).

Proceso de Ensilado

Este consta de varias etapas, las cuales pueden ordenarse segun el tipo
de fermentacion, el género de microorganismo predominante y el nivel de pH
(Scarpitta, 2008) en:

Fase Aerdbica: esta fase comprende el periodo cosecha-ensilaje y es
determinante de la calidad final del silo. Durante la misma el material es
atacado por microorganismos desencadenando procesos de respiracion celular
gue consumen carbohidratos, disminuyendo la calidad del material y afectando
el proceso de conservacion. Por lo tanto es fundamental que la misma
transcurra lo mas rapido posible, reduciendo el tiempo entre la cosecha y el
llenado del silo.

Fase de Fermentacion Acética: comienza cuando ha desaparecido el
aire del silo y ha bajado el pH, por lo general no se extiende mas de 24 a 72
horas.

Fase de Transicion: cuando el pH ha bajado lo suficiente hasta valores
de 5 se inhibe el desarrollo de las bacterias acéticas dando paso al inicio de la
fermentacion lactica.

Fase de Fermentacién Lactica: es la mas larga de todas y se
caracteriza por el desarrollo de bacterias lacticas que producen acido lactico.
Culmina cuando el pH ha bajado hasta valores de 4 a 4,5 donde el desarrollo
de bacterias es inhibido estabilizandose el medio.

Fase Estable: el pH esta bajo y se garantiza la conservacion del
material.

Fase de Deterioro Aerdbico: comienza con la apertura del silo, que
lleva paulatinamente al deterioro del mismo. El proceso de deterioro se puede
dividir en dos etapas:

a) Degradacion de los acidos organicos por la accion de levaduras y
ocasionalmente de bacterias que producen acido acético. Esto induce
un aumento del pH dando lugar a la segunda etapa.

b) Aumento de temperatura y de la actividad de los microorganismos
(mohos y bacterias), con deterioro del ensilaje.
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Clases de silos 0 almacenaje

El ensilaje es almacenado en una estructura denominada silo, la
capacidad del mismo va a estar determinada de acuerdo a las necesidades
particulares de cada establecimiento. Las estructuras mas utilizadas para
almacenar silos son: Silos Torta, Bunker o Silo Malla recubierto en su interior
por plastico y Silo-Bolsa (silo-bag) (Chalkling y Brasesco, 1997).

Existen diferentes variantes con respecto al ensilaje, el cual puede
realizarse con la planta entera del cultivo y se denominan (silo planta entera), o
solo su componente grano, donde se diferencian los de grano humedo y los de
grano seco. En nuestro pais el silo de grano humedo tiene un papel muy
importante en la cadena productiva. Este se define como el grano cosechado
con una humedad comprendida entre el 23 y el 40 % (siendo el 6ptimo 28 %),
gue es conservado sin previo secado en condiciones de anaerobiosis
(Chalkling y Brasesco, 1997).

Segun Scarpitta, (2008) la utilizacion de esta tecnologia permite hacer
un uso mas eficiente de las pasturas, fundamentalmente en invierno cuando
éstas poseen bajo aporte energético y buen balance de proteinas. De esta
manera el ensilaje de grano ayudaria a cubrir esta limitante.

Microflora del ensilaje

La microflora del ensilaje juega un papel clave para el éxito del proceso
de conservacion. Puede ser dividida en dos grupos principales; los
microorganismos benéficos y los microorganismos indeseables, estos ultimos
pueden causar deterioro anaerébico (clostridios y enterobacterias) o aerobico
(levaduras, bacilos, Listeria spp y mohos).Estos microorganismos indeseables
no soélo reducen el valor nutritivo del ensilaje sino que pueden ademas afectar
la salud de los animales o alterar la calidad de la leche, o ambas, como es el
caso de Listeria spp, clostridios, hongos y bacilos (FAO, 2001).

Los componentes benéficos pertenecen a los géneros: Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus y Streptococcus. La
mayoria de ellos son mesoéfilos, por lo tanto pueden crecer en un rango de
temperaturas que oscilan entre 5 y 50 °C. Son capaces de bajar el pH del
ensilaje a valores entre 4 y 5, dependiendo de las especies y del tipo de forraje.
Todos ellos son aerobicos facultativos, pero muestran cierta preferencia por la
condicion anaerdbica (Hammes y col., 1992).
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Microorganismos indeseables

Las levaduras son microorganismos eucariéticos, anaerdbicos
facultativos y heterotréficos. En todo ensilaje, tanto la actividad de levaduras
anaerObicas como aerdbicas son indeseables. Bajo condiciones anaerdbicas
las levaduras fermentan azucares produciendo etanol y CO, (McDonald vy col.,
1991). EIl etanol no sélo disminuye el azucar disponible para producir acido
lactico, sino que también produce un mal gusto en la leche. Bajo condiciones
aerobicas, muchas especies de levaduras degradan el acido lactico en CO, y
H,0, este efecto eleva el valor del pH del ensilaje, lo cual a su vez permite el
desarrollo de otros organismos indeseables (Oude Elferink y col., 2001).

Los clostridios son bacterias anaerdbicas que forman endosporas. La
mayoria de estas enterobacterias que se encuentran en los ensilajes no son
patégenas, aunque su desarrollo en el mismo es perjudicial, porque compiten
con los integrantes benéficos por los azucares disponibles. Ademas pueden
degradar las proteinas, disminuyendo el valor nutritivo del ensilaje y creando
problemas por la produccion de aminas biogénicas que son toxicas y
disminuyen la palatabilidad del ensilaje (Oude Elferink y col.,, 2001),
especialmente en animales no acostumbrados a su sabor.

Las enterobacterias no proliferan en ambientes con valores bajos de
pH, por lo tanto las técnicas de ensilaje que aseguren un rapido y significativo
descenso de este parametro en el ensilaje, provocaran una inhibicion del
desarrollo de las enterobacterias (McDonald y col., 1991).

Bacterias productoras de acido acético: son &acido tolerantes y
aerobicas obligatorias. Todas las bacterias aisladas de muestras de ensilaje
pertenecen al género Acetobacter. La actividad de estas bacterias en el
ensilaje es perniciosa porque puede iniciar un deterioro aerobico al oxidar el
lactato y el acetato produciendo CO, y agua. Generalmente, las responsables
principales del inicio del deterioro aerdbico son levaduras; las bacterias
acéticas se encuentran ausentes o juegan un papel poco importante en este
problema (Oude Elferink y col., 2001).

Los bacilos son bacterias que se asemejan a los clostridios, poseen
forma cilindrica y forman esporas. Algunos son capaces de producir sustancias
fungicidas, y se los ha usado para inhibir el proceso de deterioro aerdbico en
ensilajes (Phillip y Fellner, 1992). Su desarrollo es indeseable porque no solo
son menos eficaces como productores de acido lactico y acético comparado
con el grupo benéfico, sino que en las etapas finales, incrementan el deterioro
aerobico.

Para disminuir el desarrollo de Bacillus en el ensilaje, la temperatura de
almacenaje no deberia ser muy alta y se debera minimizar el ingreso de aire.
Ademas se debe reducir toda contaminacién inicial del ensilaje con tierra o
estiércol (McDonald y col., 2006).
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Listeria: Los integrantes del género Listeria son organismos aerobicos o
anaerobicos. Con relacion a los efectos negativos sobre la calidad del ensilaje,
la mas importante especie es la L. monocytogenes, anaerobica facultativa, y
patogénica para varios animales y para el hombre. Oude Elferink y col., (2001),
han sefalado que el uso de ensilaje de mala calidad ha sido una de las fuentes
principales de contaminacion de la leche cruda con L. monocytogenes.

Hongos / Mohos

Los hongos son organismos eucariotas. Su presencia en un ensilaje es
facil de identificar debido a los filamentos de diversos colores y de gran
tamafo que producen muchas de sus especies. Se pueden desarrollar en
cualquier sitio del ensilaje donde encuentren oxigeno, pero si fue realizado
correctamente esto ocurre solo al inicio del almacenamiento y se restringe a la
capa exterior de la masa ensilada. Durante el deterioro aerébico que es la
Ultima etapa del proceso del ensilaje, todo el contenido puede ser invadido por
hongos (Mc Donald, 1991)

Se estima que entre el 10 y 30 % de los granos cosechados,
dependiendo de la tecnologia de almacenamiento y del clima, se pierden
debido al deterioro producido por los hongos, muchos de los cuales son
productores de micotoxinas (Chelkowski, 1991). La FAO 1999, estima que el 25
% de los granos de cereales y oleaginosas en el mundo estan anualmente
contaminados con micotoxinas. No soélo disminuyen el valor nutritivo y la
palatabilidad del ensilaje sino que también son un riesgo para la salud de los
animales y las personas. Las esporas de mohos pueden asociarse a ciertas
afecciones pulmonares y reacciones alérgicas (Oude Elferink y col., 2001).

Otros problemas de salud asociados con los hongos se relacionan con
las micotoxinas, las cuales son elementos toxicos elaborados por distintos tipos
de hongos que crecen en plantas, henos, silos, granos, subproductos y otros
alimentos almacenados. Estas toxinas producen la enfermedad denominada
micotoxicosis que se presenta en animales y el hombre. Y dependiendo del tipo
y la cantidad de las mismas presentes en el ensilaje, los problemas de salud
pueden variar desde ligeras molestias digestivas, pequefios problemas de
fertilidad y una disminucién de las defensas naturales, hasta serios dafios en el
higado, rifiones y abortos (Osweiler, 2000).

Los géneros de hongos toxicogénicos en alimentos, como ensilajes, no
necesariamente producen gran cantidad de micotoxinas, y la presencia de los
mismos no significa producciéon de estos metabolitos. Ademas, pueden
detectarse micotoxinas y no encontrarse los hongos (Auerbach, 1998).

Para reducir el desarrollo de hongos, las técnicas de ensilaje deben de
minimizar el ingreso de aire bajo una excelente compactacién y cierre
hermético de la reserva. Se pueden utilizar ademas aditivos que inhiben el
deterioro aerodbico, y asi poder prevenir o limitar el desarrollo de estos
contaminantes (Oude Elferink y col., 2001).
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TIPOS DE HONGOS CONTAMINANTES SEGUN FAO 2010
Hongos de campo:

Fusarium (F. moniliforme ,F. roseum, F. tricinctum ,F. nivale )
Alternaria sp.

Helminthosporium sp.

Cladosporium sp.

Penicillium (P. oxalicum, P. Funiculosum, P. oylopium, P.

variables, P. oydrinum)

Hongos de almacenaje:

Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus)

Penicillium sp.

Hongos del deterioro avanzado:

Chaetomiun sp.

Aspergillus ( A. clavatus, A. fumigates)
Scopulariopsis sp.

Rhizopus sp

Mucor sp.

Absidia sp.
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Principales géneros de hongos de interés pecuario

Dentro de estos se destacan fundamentalmente: los géneros
Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Osweiler, 2000; Yiannikouris y Jouany,
2002). Los hongos de almacenamiento mas importantes corresponden a
especies de Aspergillus y Penicillium, en cambio las especies de Fusarium
invaden las plantas fundamentalmente en el campo (D’Mello y col., 1999).

Aspergillus spp., produce diferentes micotoxinas, entre las que se
destacan las aflatoxinas Bi, Bz, Gi, Gz, My y M;, siendo M; el derivado
metabdlico de la B;, excretado por leche, y el de mayor significado toxicologico.
Las aflatoxinas B; y M; estan clasificadas como carcinégenos grado 1 por la
Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC).

Los efectos de las aflatoxinas se observan en diversas especies
animales, especialmente animales de granja, bovinos de leche y de carne en
confinamiento. Causan importantes pérdidas econdmicas por disminucién de la
produccion (leche, huevos, carne), menor ganancia de peso y muertes de
animales. Ademas pueden estar presentes en leche y derivados, carne de
cerdo o huevos (Colvin y col., 1984). Provocan desde dafio agudo de higado,
con necrosis y hemorragias, hasta cancer hepatico, y son teratogénicas e
inmunosupresoras (Colvin y col., 1984; Yiannikouris y Jouany, 2002).

Con respecto al género Fusarium se destaca que muchas de las
especies son fitopatdgenas, causando lesiones en tallos y raices e infecciones
en las espigas, lo que provoca graves pérdidas econdmicas a la producciéon
agricola (Zinedine y col., 2007). Entre las principales micotoxinas producidas
por este género y dependiendo de factores ambientales se encuentran los
Tricotecenos:  Deoxynivalenol  (DON), nivalenol, Toxina T-2 vy
Diacetoxyscirpenol (DAS); la Zearalenona y las Fumonisinas (Yiannikouris y
Jouany, 2002).

Los Tricotecenos causan gran variedad de efectos téxicos, disturbios
gastrointestinales, vomitos, diarrea, rechazo al alimento, aborto y anemia, entre
otros (Diekman y Green, 1992; Coulombe, 1993; Osweiler, 2000).

La Zearalenona, actia como disruptor enddcrino en machos y hembras
(Osweiler, 2000). Es un contaminante natural de maiz, trigo, cebada, avena,
sorgo, henos y ensilajes (Yiannikouris y Jouany, 2002; Zinedine y col., 2007).
En bovinos, existen reportes en vacas que presentaron hiperestrogenismo,
infertilidad, hipogalactia y disminucion de la tasa de concepcion, asociados al
consumo de diferentes niveles de zearalenona (Weaver y col., 1986a; Weaver
y col., 1986b)

Las Fumonisinas B; y B, estan clasificadas por la IARC como posibles
carcindégenos humanos (grado 2B) por estar asociadas a cancer esofagico en
humanos y en animales de experimentacibn. También provocan
leucoencefalomalacia equina (Marasas y col., 1988) y edema pulmonar porcino
(Harrison y col., 1990).
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OBJETIVOS

» Objetivo general

Estudiar la dindmica de la concentracion de taninos condensados en
ensilajes de grano humedo de sorgo de cuatro genotipos de sorgo al momento
de la cosecha (dia 0) y en tres momentos diferentes de su almacenamiento en
silo-bags (30, 90 y 180 dias) y su efecto sobre las poblaciones fungicas
presentes.

> Objetivos especificos

Determinar las concentraciones de taninos en cuatro genotipos de
sorgos utilizados para silo-bags de grano humedo, al inicio, a los 30, 90 y 180
dias del ensilaje.

Establecer las relaciones existentes entre los niveles de taninos
condensados y la produccion de los principales hongos toxicogénicos,
Aspergillus, Penicillium y Fusarium.

HIPOTESIS

El tiempo de almacenaje de ensilajes de grano humedo de sorgo
conservados en los silo-bags muestreados, baja la concentracion de TC de los
mMiSmos.

Los ensilajes de grano humedo de sorgo ensilados con alto contenido

de TC, tiene menor contaminacion de hongos toxicogénicos que los ensilajes
de grano humedo de sorgo con bajo contenido de TC.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Las muestras utilizadas para la determinacion de los TC fueron extraidas
de sorgos destinados a la elaboracion de ensilajes de grano humedo. Las
mismas fueron colectadas de 4 establecimientos lecheros remitentes a
CONAPROLE de los departamentos de San José y Flores. En el cuadro 1 se
pueden ver las fechas de siembra y de cosecha, variedades y caracteristicas
de los sorgos de cada productor.

La colecta se realizé al momento de la cosecha y con los granos con
humedades entre 27-32 % segun el productor. A los 30, 90 y 180 dias del inicio
del ensilaje, se visitaron dichos establecimientos para obtener muestras de los
silo-bags en estudio.

Cuadro |. Origen y variedades de sorgos utilizados en el ensayo, segun los niveles de
taninos

Productores Fecha de Fecha de Variedad Nivel de Lugar
siembra cosecha de sorgo taninos
1 11/12/09 01/05/10 Aca 558 Alto San José
Hibrido
2 02/01/10 10/05/10 Flash 10 Bajo Flores
Granifero
3 28/12/09 08/06/10 546 Bajo San José
Granifero
4 27/11/10 12/05/10 Morgan 108 Alto Flores
Hibrido

Las muestras fueron extraidas utilizando un calador, realizando
perforaciones a ambos lados del silo durante todo su trayecto de las zonas
altas, media y baja respectivamente (ver figura 3). Cada orificio de perforacion
fue sellado de forma adecuada con una cinta, para mantener la estabilidad del
silo.
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Figura 3. Extraccion de muestras de silo-bags, realizadas mediante calador

En cada extraccion se obtuvo una muestra homogeneizada de
aproximadamente 5 kg, las cuales se depositaron en bolsas plasticas,
identificadas con el nombre de cada productor y la fecha de extraccion para
luego ser llevadas a la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la
Republica para su conservacion y posterior analisis. En el Laboratorio de
Toxicologia en conjunto con el Departamento de Nutricion Animal, se realizo la
determinacién de humedad, pH y cantidad de TC.

Para determinar los TC (proantocianidinas) en los ensilajes de grano
himedo de sorgo se utilizo la técnica de Porter y col., (1985) adaptada por
Makkar. Esta se basa en la despolimerizacion oxidativa de los taninos en
butanol-HCI (FAO - IAEA, 2000).

El aislamiento e identificacion de hongos lo realizo la Dra. Dinorah Pan
en el Laboratorio de Micologia de la Facultad de Ciencias - Facultad de
Ingenieria. Para esto se tomaron 100 g de cada muestra (congelada) y se
sembraron en cajas de Petri conteniendo medio papa dextrosa agar (PDA) a
pH 4. Se incubaron durante 5 a 10 dias, con periodos de 12 horas de luz
blanca y 12 horas de oscuridad a 25 °C. Aquellas colonias correspondientes a
los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium fueron transferidas a medios
especificos para su identificacién. Aspergillus y Penicillium en un medio agar
extracto de malta (MEA), y PDA para Fusarium.
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Procedimientos y determinaciones
Preparacion de la muestra

Las muestras se secaron en estufa a 105 °C por 24 horas hasta llegar a
peso constante, para calcular la materia seca (MS), y se mantuvieron en
desecador hasta su procesamiento (ver figura 4). Posteriormente como se
observa en la figura 5 los granos de sorgo fueron molidos hasta un tamafio de
0,5 mm en un molino eléctrico (Fritsch GMBH Idar — Oberstein, Alemania).

Figura 4. Muestras ya secas y colocadas en
desecador

Figura 5. Molienda de la muestra de silo de sbrgo

Extraccion de los taninos condensados

Para la extraccion de los TC se pesaron 0,2 g de las muestras con
balanza de precisién (Scientech SA 210). Se colocaron en tubos con 5 mL de
éter etilico acidificado para ser centrifugados durante 10 minutos a 3000 rpm
como se ve en la figura 7. Asi se eliminan restos de pigmentos y grasa que
pudieran contener las muestras secas de modo que el sobrenadante se
descarto.

Luego se adicionaron 10 mL de solucion de acetona 70 % en los tubos
agitando vigorosamente con vortex (Scientific Industries Genie 2) (ver figura 6),
se transfirid a un vaso de Bohemia y se someti6 a un tratamiento con
ultrasonido durante 20 minutos en un bafio ultrasénico (Cole-Parmer 8891)
como se muestra en la figura 8. Nuevamente se transfirio el contenido a los
tubos (ver figura 9) y se centrifugd 10 minutos mas. Los sobrenadantes fueron
filtrados y colectados en balones de 25 mL mantenidos en heladera a
temperatura aproximada de 4 °C.
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Figura 7. Centrifuga con
las muestras

Figura 8. Sonicador en funcionamiento Figura 9. Tubos con la muestra lista
para ser filtradas
El sedimento sobrante fue tratado un vez mas con acetona 70 % y se

repitieron los pasos de ultrasonido y centrifugado de modo de asegurar una
buena extraccion de los taninos.

Los sobrenadantes fueron colectados en los balones refrigerados y se
afor6 con acetona 70 %, manteniendo nuevamente en heladera. Se puede
observar en la figura 10 las diferentes coloraciones de los filtrados.
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Figura 10. Balones con la extraccion de los taninos condensados

Nota: El proceso de extraccion realizado para cada silo en cuestion fue
repetido para cada momento de analisis (dia 0, 30, 90, 180) y fue hecho por
duplicado.

Medicion de los Taninos Condensados

Para la medicion de los TC se tom6 una alicuota de 500 uL de la
extraccion refrigerada la cual fue colocada en un tubo de ensayo con roscay se
le adicioné 3 mL de solucion de Butanol-HCI (950 mL de butanol mas 50 mL de
HCIl p.p.a) y se agité vigorosamente (vortex). Luego se le agregd 250 uL de
reactivo Férrico (1g de sulfato de amonio férrico en 50 mL de HCI 0,2 N) y se
volvié a agitar.

P RIRE R £ 2 TG
e "doéewe )
A koo oy \ \\

Figura 11. Muestras en la fase de Bafio Maria ~ Figura 12. Muestras prontas para
ser medidas en espectrofotdmetro
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Se prepard un blanco con 500 uL de acetona 70 %, 3 mL de Butanol-HCI
y 250 uL de reactivo férrico. Posteriormente tanto el blanco como las muestras
fueron sometidos a un bafio Maria a una temperatura de 90 — 95 °C durante 40
minutos como se observa en la figura 11. Se midié la absorbencia a 550 nm de
longitud de onda utilizando un espectrofotometro (figuras 12 y 13).

Figura 13. Medicion de taninos en espectrofotémetro

Los TC (% en la MS) como equivalentes de leucocianidina fueron
calculados utilizando la siguiente formula:

TC (% en MS)= (absorbancia x 78.26 x 2.5) / % MS de la muestra

Nota: Este proceso también fue realizado por duplicado para cada
muestra asi como su medicion en espectrofotometro.
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 usando un disefio de
medidas repetidas en el tiempo mediante un modelo lineal mixto, con un n= 4,
considerando como efecto fijo: grupo (ATC y BTC), tiempo e interaccidén grupo-
tiempo. Se considero efectos significativos cuando P< 0,05.

La incidencia de hongos en las muestras se analiz6 por el Test de

Tukey. Se efectu6 un analisis descriptivo del perfil de hongos totales,
Aspergillus, Penicillium y Fusarium para cada productor.
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RESULTADOS

% MS de los ensilajes de grano humedo de sorgo

Cuadro Il. % MS para cada productor en los cuatro tiempos de muestreo

Dia 0 Dia30 Dia90 Dia 180

Productor %MS %MS %MS %MS
1 70,2 68,2 97 97
2 68 73,4 97,2 97,5
3 73 80,1 98 97,4
4 69,6 75,6 97,4 97,6

Concentracion de taninos condensados

Las concentraciones de TC fueron expresados como % de la MS.
Partiendo de las concentraciones iniciales de TC obtenidas al dia 0 logramos
determinar que los productores 1 y 4 contenian un mayor nivel de TC con
respecto a los productores 2 y 3.

Para la mejor interpretacion de las variables analizadas, se agruparon
en dos, de acuerdo a la concentracion inicial de taninos TC; grupo alto (ATC)
productores 1y 4 y grupo bajo (BTC) productores 2 y 3.

Al dia 0 el grupo ATC presento valores de concentracion de 0,70 % TC
y el grupo BTC de 0,06 % TC. Los valores promedio al dia 30, para el grupo
ATC estuvieron entre 0,52 % y los BTC entre 0,06 %. A los 90 dias, los valores
promedios de taninos del grupo ATC descendieron a 0,40 %, mientras que en
el grupo BTC fueron de 0,05 % de TC.

A los 180 dias el grupo ATC present6 concentraciones mayores de TC
(0,21 % TC) respecto al grupo BTC (0,03 % TC) (P<0,05). A lo largo del tiempo
de almacenamiento (180 dias) la concentracion de TC en el grupo ATC
descendio significativamente, a diferencia del grupo BTC en el cuél se mantuvo
en valores similares al dia 0 (P<0,05) (figura 14).
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Dinamica de las concentraciones de TC para
ACT y BTC
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Figura 14. Dinamica de la concentracion de taninos condensados en funcion del
tiempo de ensilaje para los genotipos altos y bajos taninos

Aislamiento e identificacion de hongos toxicogénicos

El 100 % de las muestras de sorgo resultaron contaminados con hongos.
Se obtuvieron 778 aislamientos pertenecientes a 32 géneros fungicos. Los
hongos toxicogénicos mas frecuentemente aislados fueron Penicillium,
Aspergillus y Fusarium, en un 22,3 %, 20,4 % y 6,7 % del total de aislamientos
respectivamente.

Otros géneros de hongos no toxicogénicos fueron aislados en alta
frecuencia en las muestras de sorgo de campo y en las muestras del primer
mes de almacenamiento.

Penicillium spp. fue aumentando su frecuencia a lo largo de cada
apertura, siendo la mayor contaminacion a los 180 dias. Dentro del género
Aspergillus se asilaron las siguientes especies: A. flavus (53,3 %), A. fumigatus
(23,1 %), A. niger (12,8 %), A. candidus (6,1 %), A. clavatus (3,1 %), A.
ochraceus (1 %) y A. niveus (0,5 %). Estos resultados se pueden observar en
la Figura 15.
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Géneros de Aspergillus aislados

m A. flavus B A. fumigatus ™ A. niger B A. candidus

B A. clavatus ™ A. ochraceus = A. niveus

1%
3% 1%

6%

Figura 15. Gréfico de los géneros aislados de Aspergillus

A. flavus fue la especie que se encontr0 en mayor frecuencia
observandose la mayor incidencia a los 30 dias de almacenamiento (29,7 %). A
partir de los 90 dias los niveles de A. flavus disminuyen significativamente. Sin
embargo, no se encontré correlacion entre el porcentaje de infeccion de A.
flavus y el tiempo de almacenamiento (P > 0,05).

Las especies de Fusarium identificadas fueron F. nygamai (44,2 %), F.
graminearum (36,5 %), F. tricintum (3,8 %), F. oxysporum (0.9 %) y F.
semitectum (0.9 %). Si bien Fusarium se encuentrd en baja incidencia, el mayor
nivel se observo en las muestras antes de almacenar.
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En el cuadro 3, se presentan las cantidades de hongos totales y de los
géneros mas frecuentes de las muestras de cada productor. Se puede observar
gue los productores 1 y 3 presentan una mayor contaminacion al inicio. En el
productor 1 se debe a la presencia de Aspergillus principalmente. Por el
contrario la gran contaminacién en el productor 3 no es por ninguno de los
géneros toxicogénicos estudiados, sino por otras cepas fangicas no
toxicogénicas. El género Fusarium es el que se presenta en menor proporciéon
en la mayor parte de las muestras, a excepcion del productor 3 al inicio.

Cuadro lll. Contaminacién de hongos totales y por género para cada productor

Productor Dias de Hongos totales Aspergillus Fusarium Penicillium
ensilaje (UFC) (UFC) (UFC) (UFC)

1 0 88 56 6 23
30 54 48 0 4

90 48 4 0 12

180 39 0 0 15
2 0 7 1 0 3

30 29 3 0 22

90 22 2 1 15

180 28 0 0 12
3 0 168 1 25 4
30 47 31 6 6

90 58 0 0 15

180 97 0 10 45
4 0 17 15 0 2
30 13 4 0 4
90 19 0 0 0

180 44 9 3 14
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DISCUSION

Las determinaciones obtenidas de TC para las muestras de los
productores ATC y BTC concuerdan con la informacion brindada
comercialmente a los productores y analizadas en el Centro Nacional de
Control de Calidad del Instituto Nacional de Semillas (INASE) y el Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se pudo
comprobar que el tiempo de almacenaje de ensilajes de granos humedos de
sorgo conservados en silo-bags bajo la concentraciéon de TC en los sorgos
altos en taninos. Estadisticamente se observé un descenso significativo de las
concentraciones de TC de los sorgos del grupo ATC en relacion al tiempo de
almacenaje para el grupo BTC, el cual se comporté de forma mas estable. Si
bien las concentraciones de TC para el grupo BTC no tuvieron cambios
estadisticamente significativos a lo largo del periodo de almacenamiento, los
valores absolutos de TC disminuyeron a la mitad a los 180 dias respecto al dia
0. Esto puede estar indicando que el nivel tan bajo de TC de las muestras
utilizadas, no permitié detectar diferencias estadisticas.

Algunos autores, evidenciaron una reduccion en la concentracion de
taninos en granos humedos de sorgo almacenados, al ser tratados con urea al
2% o con PEG, llegando a obtener reducciones de 70 a 86 % (Russell y Lolley,
1989; Montiel y col., 2012). Esta reduccién se explicaria porque la urea en
presencia de humedad genera amonio, lo cual incrementa notablemente el pH
y en estas condiciones de alcalinidad los taninos serian mucho menos
reactivos (Makkar y Becker, 1996). En los silo-bags estudiados los pH
estuvieron en un rango inicial de 4,89 — 6,53 y a los 180 dias entre 4,43 — 4,62,
por lo cual los TC no sufrieron alteraciones debido a este parametro (ver
Anexos).

Ademas, en este trabajo no se utilizaron agregados de urea ni de PEG,
como método de reduccion de la concentracion de taninos. Por lo tanto, la
disminucién de los niveles de TC, podrian ser explicados tanto por el efecto del
tiempo de almacenamiento y los procesos que suceden durante el ensilaje,
como por las pérdidas sufridas en el a través de los efluentes producidos
durante el mismo. Estos compuestos fendlicos son solubles en agua, pudiendo
ser arrastrados en los efluentes (Arranz Martinez, 2010).

Ademas de las pérdidas por efluentes, el quebrado previo de los granos,
gue se realiza comunmente en la confeccion de los silo-bags, podria explicar
parte de la disminucién del contenido de TC, como ha sido estudiado por
Chibber y col., (1978). El quebrado del grano, permite la remocion del
pericarpio y de la testa, siendo esta ultima estructura el sitio donde se ubican
los TC quedando estos mas expuestos al medio (Domanski y col., 1997).
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Durante el almacenamiento, se observO que a los 30 dias se
presentaron los mayores descensos en las concentraciones de TC,
principalmente en el grupo ATC, y si bien estos cambios continuaron, luego de
este periodo no fueron tan pronunciados. Esto podria deberse a que a partir de
los 30 a 40 dias, los silos se encuentran en la fase de estabilizacion, cuando el
pH logra garantizar la conservacion del material. Esto se mantiene hasta el
momento de la apertura del silo, donde comienza la fase de deterioro aerdbico
(Scarpitta, 2008). Dos de los productores abrieron los silo-bags durante el
muestreo realizado, no observandose particularidades con respecto a los otros
dos silos que permanecieron cerrados. A pesar del significativo descenso de
las concentraciones de TC en el grupo ATC, las mismas siempre se
mantuvieron por encima de las observadas para el grupo BTC.

Con respecto a la determinacion y aislamiento de los principales
hongos toxicogénicos en las muestras de sorgo, cabe destacar que todos los
ensilajes de grano humedo de sorgo presentaron en algin momento
aislamiento de hongos toxicogénicos. Como era de esperarse los niveles de
contaminacion del género Fusarium fueron elevados al momento del ensilaje,
bajando luego a niveles practicamente nulos, esto concuerda con lo reportado
por otros autores (D’Mello y col., 1999).

Para analizar los resultados en cuanto a la contaminacion fungica, se
observaron los cuatro genotipos de sorgo de forma individual, sin agruparlos en
ATC y BTC, ya que no hubo diferencias significativas entre los TC y las
poblaciones de hongos. Esto podria deberse a que solamente se compararon
cuatro variedades de sorgo. Un numero de muestras mayor podria arrojar
informacion estadisticamente relevante.

A continuacion, se describen particularidades de cada situacion en los
establecimientos, para explicar las diferencias encontradas en los hongos
observados, teniendo en cuenta la fecha de siembra y el tiempo de cosecha,
asi como las caracteristicas de cada genotipo en estudio. La evolucién de las
poblaciones fangicas totales y por género toxicogénico en relacion al tiempo,
para cada productor, se pueden observar en las figuras que aparecen en
anexos.

El productor 1, que utilizé la variedad Aca 558, al dia cero presenté una
alta contaminacion fungica total, que se explicaria principalmente por una alta
carga de Aspergillus, hongo contaminante de almacenamiento (D’Mello y col.,
1999). En este caso esta alta incidencia podria atribuirse a que la muestra
entre la colecta y su conservacion en el laboratorio se demord seis dias. En
tanto las poblaciones de Penicillium y Fusarium no fueron tan importantes.

A los 30 dias, en este productor, predominaron las cepas de
Aspergillus, principalmente A. flavus, y las cepas de Penicillium y Fusarium se
hicieron casi nulas. Sin embargo a los 90 y 180 dias, este productor presentd
un aumento en la contaminacién de cepas de Penicillium. Este silo, fue abierto
previo a los 90 dias y el deterioro aerdbico podria ser el responsable de la
contaminacion encontrada.
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El productor 2, con la variedad Flash 10, comenzo al dia cero con muy
poca contaminacion fangica total, sin destacarse ninguna de las cepas
toxicogénicas en estudio, en cambio al dia 30 del almacenamiento, éste
presenté un aumento en la contaminacion de Penicillium y a los 90 y 180 dias
las cargas de los tres géneros, disminuyeron. La mayor incidencia de hongos
totales al final del periodo de estudio, se debi6 a la presencia de otras cepas
fungicas (cepas celuloliticas) no estudiadas. Particularmente este silo de sorgo,
se abri6 durante el periodo estipulado del experimento y se inundo.

El productor 3, con la variedad de sorgo 546, al dia cero, presento alta
carga total de hongos, especificamente de cepas de Fusarium, hongo
clasificado como contaminante de campo (FAO, 2010). Esto se explicaria
porque la cosecha se demor6é un mes con respecto a la fecha estipulada para
esta variedad, provocando una gran contaminacion en el campo y reflejandose
en el conteo posterior del mismo.

A los 30 dias, este productor presenté un aumento en las poblaciones
de Aspergillus, como puede esperarse en este tipo de ensilaje (FAO, 2010).
Fusarium disminuy0, en tanto Penicillium presenté un leve aumento. A los 90
y 180 dias se observé un aumento en el total de hongos, en particular a los 180
dias de almacenamiento, las poblaciones de Penicillium y Fusarium
aumentaron notoriamente. Este silo-bags permanecio cerrado durante el
estudio.

Por ultimo, el productor 4, que utilizé6 una variedad Morgan 108, al dia
cero comenzd con una muy baja contaminacion total de hongos donde solo se
destaca una minima presencia de Aspergillus. Luego a los 30 dias no hubo
cambios importantes, solo se observa una disminucion del género Aspergillus.
A los 90 y 180 dias se observo un aumento fangico total, comprendido por
cepas de Penicillium, Aspergillus y algo de Fusarium. Este silo también
permanecio cerrado mientras se realizaron los muestreos.

Entre las especies toxicogénicas identificadas, predominaron A. flavus,
productor de aflatoxinas y F. nygamai, productor de fumonisinas. Estas
micotoxinas son de gran toxicidad en humanos y animales (Yiannikouris y
Jouany, 2002). Las determinaciones de aflatoxinas y fumonisinas, realizadas
por la Técnica de Elisa en el Laboratorio de Toxicologia de Facultad de
Veterinaria, siempre estuvieron por debajo de los limites permitidos segun las
normas del Mercosur. No se reportaron problemas sanitarios ni productivos en
las vacas que consumieron los silos involucrados en el estudio, durante y
posterior al muestreo (Carmen Garcia y Santos, comunicacion personal,
(2012).
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permitieron establecer que existio un
efecto del tiempo de almacenamiento en los silo-bags sobre la concentracion
de TC en los genotipos de sorgo ATC estudiados.

Los niveles de TC en los genotipos ATC disminuyeron en funcién del
tiempo de almacenamiento mientras que en los BTC permanecieron estables.

Los cuatro silo-bags estudiados presentaron perfiles diferentes de
hongos toxicogénicos independientemente de los niveles de TC.
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ANEXOS

Porcentaje de taninos condensados en Materia seca para cada productor

Dias de ensilaje

Productor 0 30 90 180
1 0,54 0,41 0,44 0,29
2 0,06 0,04 0,06 0,04
3 0,05 0,07 0,03 0,02
4 0,86 0,62 0,36 0,13

Resultados de la lectura del pH en los distintos dias de apertura de los distintos

microsilos de sorgo de todos los Productores.

Dia O Dia 30

Dia 90 Dia 180

pH pH pH pH
Productores campo campo campo  campo
1 5,95 4,71 4,37 4,55
2 5,45 4,61 4,25 4,43
3 6,53 5,05 4,23 4,62
4 4,89 4,16 4,58 4,5
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Hongos totales por productor
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Aspergillus (UFC), por cada productor
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Penicillium (UFC) por cada productor
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Fusarium (UFC) por cada productor
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