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TOXICIDAD DE CEPAS DE Aspergillus flavus
AISLADAS DEL MAIZ

Toxicity of Aspergillus flavus strains isolated from corn.
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RESUMEN

En muestras de granos de maiz de la zona centro
norte de la Provincia de Santa Fe, Argentina, se
seleccionaron 10 cepas de Aspergillus flavus, para estu-
diar sus caracteristicas morfotaxondmicasy toxicogénicas.
Para los esnsayos taxoncmicos, se efectuaron observacio-
nes macro y microscopicas de los cultivos puros en CYA y
MEA, mientras los ensayos de toxicidad en elmedio YES,
registrandose la produccion de aflatoxina en algunas ce-
pasalos 7, 14y 21 dias de incubacién.

Mediante el empleo de cromatografia en capa fina,
se determiné la presencia de aflatoxinas con los estanda-
res correspondientes(B1,B2,G1,G2). Los resultados
obtenidos en base a la morfologia y la produccién de
aflatoxinas, permitio afirmar que la totalidad de las cepas
ensayadas, pertenecian a la especie A.flavus Link:Fr.

Dos cepas produjeron aflatoxinas Bl y B2, a los 14
v 21 dias de incubacion. Solo 1 de ellas produjo cantidades
significativas de ambas toxinas,pero ninguna produjo
aflatoxinas G.

Se destaca elvalor quimiotaxonomico de los estudios
de toxigenicidad, para la identificacién a nivel de especie
dentro de la Seccion Flavi.

INTRODUCCION

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios
producidos por algunas cepas de Aspergillus flavus Link Fr.
y por la mayoria de las cepas de A.parasiticus Speare.

A.flavus, parece adaptarse al desarrollo activo en las
partes aéreas de las plantas y es la especie productora
dominante del maiz. Mas del 90% de los aislamientos
productores de aflatoxinas, provenientes del maiz,
corresponden a esta especie (1). Dentro del taxon, se ha
demostrado la existencia de cepas productoras y no
productoras de toxinas. En diferentes regiones del mundo,
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SUMMARY

Ten strains of Aspergillus flavus were selected from
corn grain samples collected at the central and northern
areas of the Provincia de Santa Fe, Argentina in order to
study their morphotaxonomic and toxigenic characteris-
tics. Taxonomic assays were c arried out through macro
and microscopic observations of pure cultures in CYA
and MEA, whereas toxicity tests were performed in the
YES medium vesulting in aflatoxin production in some
strains aftera 7, 14 and 21 days incubation.

The presence of aflatoxins with their correspon-
ding standards (B1, B2, Gl, G2) could be determined by
using thin layer cromatography . Final results, which were
based on morphology and the production of aflatoxins,
made it possible to confirm that every strain tested
belonged to the genus A. flavus Link:Fy.

Two strains produced aflatoxins Bl and B2 after 14
and 21 days of incubation. Only one of them produced a
significant number of both toxins yet none produced
aflatoxins G.

It is remarkable the chemotaxonomic value of stu-
dies on toxigenicity for the identification at a species level
within the Flavi Section.

ambos tipos de cepas presentan caracteristicas diferenciales
en cultivo, correspondientes a patrones regionales definidos
(2). Murakami (3), Murakami et al.,(4), Christensen, (5) y
posteriormente Klich & Pitt (2), consideran que la rugosidad
de las paredes conidiales, color de los cultivos viejos y
diametro de los conidios, constituyen caracteres estables,
utiles para la identificaciéon de las especies del grupo,
estableciendo una clara distincion entre los productores de
aflatoxinas conocidos actualmente (A.flavus vy
A.parasiticus). En U.S.A., A. flavus, estd comunmente
relacionado con la contaminacion del maiz y es responsable
de la produccién de aflatoxinas B! y B?, en tanto que A.
parasiticus, esta asociado a la contaminaciéon del mani y es
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productor de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 (6). Los distintos
aislamientos varian ampliamente en cuanto a su habilidad
para producir aflatoxinas ya sea en el campo o en cultivos
de laboratorio. Existe una importante correlacion entre la

produccién de aflatoxinas en cultivos de laboratorio y laha -

bilidad de un determinado aislamiento para contaminar los
tejidos vegetales vivos en pre y post-cosecha. Diversos
medios de cultivos han sido evaluados para llevar a cabo los
ensayos de capacidad toxigénica, desde la inoculacién de
cultivos en campos experimentales, hasta la utilizacion de
medios sintéticos en el laboratorio (7,8,12). Un medio que ha
dado excelentes resultados para evaluar la produccién de
aflatoxinas es el medio YES, liquido o agarizado (9). La
simplicidad de sucomposicionylaausencia de interferencias
quimicas en los cromatogramas de los extractos flingicos
obtenidos a partir de los cultivos en este medio, hacen posible
su empleo para llevar a cabo un rapido ensayo de un gran
numero de aislamientos en un tiempo relativamente corto. Si
bien los cultivos en medios naturales, como los elaborados
con granos de cereales, brindan mayor semejanza con la
realidad, existe en los granos un gran nimero de compuestos,
principalmente lipidos y sustancias lipofilicas, que son
extraidas conjuntamente con las toxinas y enmascaran su
deteccion final por métodos fisicos-quimicos, elevando los
limitesde deteccion (10).LapresenciadeA. flavus enmuestras
sospechosas, no siempre constituye una evidencia de la
presencia de toxina en la misma. Ello ha sido demostrado en
diferentes 4reas de cultivo del maiz, principalmente en USA
(6). Sin embargo, si los estudios de identificacioén y
confirmacion del hongo son acompaiiados de las corres-
pondientes pruebas de evaluacion de toxigenicidad de los
aislamientos, ello resulta de gran utilidad para establecer el
riesgo que tales materiales significan para la salud humana y
animal.

Los objetivos del presente trabajo fueron: estudiar en
cepas de A.flavus provenientes de los granos analizados, las
caracteristicas morfotaxonomicas, la capacidad toxicogénica
y su variacion in vitro en el tiempo.

MATERIALESY METODOS

Se estudiaron 10 cepas seleccionadas al azar de A.
flavus, obtenidas de 30 muestras de granos de maiz de lazona
centro-norte de la Provincia de Santa Fe, Argentina, cosecha
1992/93.Los aislamientos se desarrollaron en estrias (5-7
dias), en PDA, a 25 °C, hasta obtener buena esporulacién. Se
realizaron suspensiones conidiales agregando 10 ml de agua
destilada estéril a cada cultivo en estria. Dichas suspensiones
se emplearon como indculo para los estudios taxénomicos
y de toxigenicidad. i
Observaciones taxonémicas. Se ‘examiné el desarrollo
macroscopico de las colonias mediante empleo de lupa
estereoscopica, registrandose las caracteristicas de textura,
zonificacion y diametro de las mismas; color del micelio y
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reverso de las colonias, presencia y color del exudado. Se
efectuaron mediciones microscopicas de las vesiculas y de
los conidios, rugosidad de los mismos, registrandose el
porcentaje de cabezas conidiales biseriadas. Las mediciones
microscopicas  se efectuaron con microscopio de campo
claro, a partir de los cultivos puros desarrollados en los
medios agar Czpek-extracto de levadura (CYA) y agar
extracto de malta (MEA), a los 5, 10 y 20 dias de incubacion,
a 25°C, bajo luz difusa. Para ello se empled la metologia
propuesta por Klich & Pitt (2). Se examiné ademas la
produccién de esclerocios en cultivos puros y en los granos
de maiz cultivados sobre PDA directamente, en las condicio-
nes mencionadas anteriormente.

Andlisis de aflatoxinas. Alicuotas de 0,1 ml de las
suspensiones de conidios fueron inoculadas en medio YES
(2% de exiracto de levadura +20% de sacarosa), sin agarizar
(9). Los cultivos se incubaron a 28°C, en posicion inclinada,
para favorecer la oxigenacion durante 7, 14 y 21 dias (7). Las
toxinas se extrajeron con 5 ml de CHCL,, agitando 1 minuto
abaja velocidad. Luego defiltrar, se separd y evaporé lacapa
cloroféormica. Los extractos secos se reconstituyeron con
200 ml de benceno-acetonitrilo (98:2). La presencia de
aflatoxinas se determiné mediante cromatografia en capa fina
(TLC), sembrando conjuntamente diferentes concentraciones
de estandares de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2. Se efectud
cuantificaciéon visual mediante comparaciéon con los
estandares de referencia. Se empleé CHCI, - acetona (90:10)
como solvente para la corrida. Las toxinas se confirmaron
mediante TLC bidimensional y rociado con H,SO, al 30%

(11).
RESULTADOS Y DISCUSION

. Los resultados obtenidos de las observaciones
taxondmicas y la determinacion de aflatoxina, se observan
en la Tabla 1 y Tabla 2, respectivamente. Todas las cepas
ensayadas se confirmaron como A.fZavus Link:Fr, resultando
las caracteristicas y mediciones microscopicas coincidentes
con las de M.Christensen (6) y M.A.Klich & J.LPitt (2), para
la especie. Se destacan los siguientes resultados del examen:
conidios lisos o ligeramente rugosos con promedio de 2,73-
5,43 pm; diametro de las vesiculas de 24 y 44 pm; 25-30%de
cabezas biseriadas; color de los cultivos verde amarillento a
oliva claro,persistente a los 20 dias de incubacién. Ocho
aislamientos produjeron esclerocios en los granos enteros
del maiz sobre la superficie de placas de Petricon PDA, CYA
y MEA, conservandose esta propiedad hasta la tercera
transferencia. Ninguna de las cepas produjo aflatoxinas a los
7 dias de incubacién. Dos produjeron aflatoxinas B1 y B2 a
los 14y 21 dias de incubacion. So6lo una produjo cantidades
detectables de ambas toxinas (Tabla2). Esta cepa fue aislada
de una muestra de maiz donde habian sido detectadas ambas
aflatoxinas. La otra cepa produjo sélo trazas de ambas toxinas
y provenia de una muestra de maiz donde s6lo se habia
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Tabla1
Principales caracteristicas macro y micromorfolégicas de
los aislamientos de Aspergillus flavus

Rugosidad % Cabezas Presencia

Ne prom.de  conidios biseriadas esclerocios
vesicula pm (b)
(a)
1 AF 25 1 30 +
2 AF 2 1 25 +
S AF 44 1 30 -
6 AF 24 1 26 +
8 AF 40 1 26 -
16 AF 25 1 25 +
21 AF 36 1 28 +
28 AF 25 1 25 +
34 AF 2R 1 30 +
35AF 24 1 26 +

a: Escala adoptada por M. A. Klich & Pitt (6)

1= Lisos a levemente rugosos 2= Rugosos 3= Muy
Iugosos.
b: Presente en granos enteros sobre PDA y en cultivo puro
sobre CYA y PDA.

Tabla2
Produccion de aflatoxinas enmedio YES a diferentes
tiempos deincubacion.

Concentracion de aflatoxina (pg/ml)
Aislamiento 7 dias 14 dias 21 dias
N° Bl B ‘Bl B2 Bl B2

1 AF - . trtr tr g
2 AF i By b e
3 AF s v - . -
6 AF - - 04 0075 05 0,18
8 AF % ok & .z .
16 AF AR - « B
21 AF -
28 AF g L . % 2
34 AF FIEy £ a 5 s
35AF " x ' m <

B1: aflatoxina B1 B2: aflatoxina B2 tr: trazas

detectado aflatoxina B1 (12). Coincidentemente, ni en los
granos, ni en los cultivos de A. flavus in vitro fueron detec-
tadas aflatoxinas G. Diferentes autores aconsejan realizar el
ensayo de toxigenicidad en medio YES a diferentes tiempos
de incubacioén (2,11). Debido a los aumentos registrados en
los niveles de aflatoxina B2 a los 21 dias respecto de les 14
dias, se recomienda incluir el ensayo a los 21 dias de incuba-
cion.

La variacion observada puede implicar una
modificacion en la relacion cuantitativa de aflatoxina B1/
aflatoxina B2-(5,3 y 2,7 para 14 y 21 dias de incubacion,
respectivamente)en etapas posteriores a la cosecha, a pesar
que diversos factores pueden modificar la expresion de
toxicidad delaespecie, principalmente aquellos determinantes
del complejo ecosistema post-cosecha (1,3,14).

CONCLUSIONES

Taxonomia: No se observaron diferencias significativas en
la-Tugosidad de los conidios, ni en el tamafio de los mismos
para las distintas cepas. Asi mismo, se puede concluir que
las caracteristicas macro y microscépicas estudias coinci-
den con las observadas por Klich & Pitt para la especie
A.flavus en otras regiones geograficas (2).

Produccion de aflatoxinas: Los resultados fueron
coincidentes con los observados en estudios previos sobre
la incidencia de aflatoxinas B en el maiz de laregion (12,13),
donde se demuestra que las cepas de A.flavus aisladas en el
presente estudio provenian de muestras de granos
contaminados en forma natural con aflatoxinas B (12). Las
pruebas de toxigenicidad efectuadas, resultaron de valor
quimiotaxonémico en la identificaciéon a nivel del especie
dentrode la Seccién Flavi. Inversamente, las caracteristicas
taxonémicas pueden emplearse como herramienta
complementaria en los estudios de incidencia de aflatoxinas.
La utilizacion de perfiles de metabolitos secundarios toxicos,
caracteristicos y estables, puede extenderse al estudio
taxondémico de otras especies toxigénicas. Ello ha sido
propuesto por Frisvad para diferentes especies de Peni-
cillium (8).
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