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RESUMEN

Durante un periodo de 5 meses se realizaron
muestreos seriados en granos de maiz y soja de
procedencia Argentina para estudiar la presencia de
especies del género Aspergillus (en especial los de la
seccion Flavi). Para ambostipos de granos setomaron
10 muestras mensual es obtenidas de un puerto terrestre
(Los Andes, Chile), desde submuestras transportadas
en bolsas plasticas y proporcionadas por personal de
control sanitario. Los granos se sembraron por dupli-
cado en placas de Petri, utilizando 2 medios: agar
malta sal (AMS) vy agar agua sal (AAS). Todos los
Aspergillus, fueron transferidos posteriormente en
agar malta (AM) y agar czapek con extracto de leva-
dura (CYA), para su determinacion morfolégica final,
analisis poblacional, frecuencia de presencia en el
tiempo y la posible produccion de aflatoxinas (seccién
Flavi) en medio de cultivo especifico. En maizy sojay
en ambos medios, se detecté un total de 1669 colonias
del género Aspergillus (1193 en AMSYy 476 en AAS),
representando 18 taxa, (17 en maizy 15 en soja), éstos
fueron en orden decreciente: Aspergillus flavus,
Eurotium amstelodami, E. rubrum, A.dlipticus, A.ni-
ger, A.candidus, A.ochraceus, A.terreus, A.versicolor,
A.glaucus, A. tamarii, A.clavatus, A.ostianus, A. sydo-
wii, A. fumigatus, A.parasiticus, A.wentii y A. sclero-
tiorum. Los 5 primeros taxa representaron el 85,7%
de la presencia total. En general en maiz y soja la
especie dominante fue A. flavus, mientras E. amste-
lodami y E. rubrum fueron masfrecuentesen soja. Los
valores mas altos de presencia en maiz fueron en julio
y en soja en noviembre. A.flavus presentd alta domi-
nancia en ambos granos, seguida con baja frecuencia

de A.tamarii y A. parasiticus. Para un andlisis morfo-
I6gico poblacional se seleccionaron al azar 50 cepas
deA. flavusdetodos|os subtratosy muestras. En AM
y CYA, se observaron cabezas radiadas a columnares
laxas mayoritariamente, aproximadamente la mitad
de las cepas presentaron cabezas biseriadas y 1os
conidios de 7 y 14 dias (medidos con un procesador
de imagenes), no tuvieron mayor es variaciones en sus
diametros, pero levemente en susrugosidades. El 86%
delas cepasformaron esclerocios, siendo todos detipo
L. Mediante visualizacion de un halo azul fluorescente
bajo luz UV en agar coco, un 44% de las cepas de
A.flavus, produjeron aflatoxinas. Las cepasdeA.para-
siticusfueron negativas. A pesar que no seconsideraron
otras comunidades productoras de micotoxinas
presentes en estos granos, la alta ocurrencia de F.
verticillioides en maiz, debe considerarse por sus
efectos nocivos enla dietaanimal y en salud pablica.

ABSTRACT

Serial sampling of maize and soja grains
imported from Argentina were carried out for five
monthsin order to study the occurrence of Aspergillus
species (mainly those of Flavi section). For both kind
of grains, ten monthly samples collected from a
terrestrial port (Los Andes, Chile) were taken from
subsamples transferred in plastic bags and supplied
by sanitary control personnel. Grainswere cultured in
duplicate on Petri dishes by using two media: malt
salt agar (AMS)and salt water agar (AAS). All Asper-
gillus detected were lately transferred in malt agar
(AM) and czapek agar added with yeast extract (CYA)
to determine its ultimate morphological character,
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population analysis, frequency of occurrence in time
and possible production of aflotoxins in Flavi section
in a particular medium of culture.In maize and soja
and in both media,1669 colonies of the genus Asper-
gillus (1193 in AMS and 476 in AAS) was detected,
representing 18 taxa, (17 in maize and 15 in soja),
which in decreasing order were: Aspergillus flavus,
Eurotium amstelodami, E.rubrum, A.ellipticus,
A.niger, A.candidus, A.ochraceus, A.terreus, A.versico-
lor, A.glaucus, A.tamarii, A.clavatus, A.ostianus,
A.sydowii, Afumigatus, A.parasiticus, A.wentii and
A.sclerotium. The first five taxa represented 85.7% of
the overall total. In general, the dominant species was
A.flavus in maize and soja, whereas E.amstel odami
and E.rubrum were most frequent in soja. Highest
values of occurrence in maize were in july and in
november, in soja. A.flavus exhibited high dominance
in both grains followed by alow frequency of A.tamarii
and A.parasiticus. Fifty strains of A.flavus were
randomly selected from every substrate and sample in
order to carry out a population analysis. In AM and
CYA, radiated heads to columnar laxa were mostly
observed, about half strains exhibited biserial heads
whereas 7-14day conidia (measured with an image
processer) did not reveal any further change in
diameter yet they showed some changes in rugosity.
Eighty six per cent of strains formed sclerotia, all of
type L. By means of the visualization of a fluorescent
blue halo under an UV light in coconut agar, 44% of
A flavusstrains produced aflatoxins. Srainsof A.para-
siticus were negative. Although other communities
producing mycotoxinswhich are present inthese grains
were not considered, the high occurrence of F.verti-
cillioides in maize samples should be studied because
of itsharmful effectsinanimal diet andin public health.

INTRODUCCION

Las semillas de maiz y sojaya seaen el campo
como en almacenaje, poseen una microbiota particular
asociada a bacterias, hongos e insectos que pueden
producir dafios al mismo grano como o la planta. El
ataque fangico puede empezar en los tejidos sanos o
dafiados por agentes biol 6gicos o factores ambientales
(Wicklow, 1995; Woloshuk et al., 1997). Enlos campos
de cultivos, estas semillas estan en contacto directo
con comunidades de hongos presentes en el suelo o la
vegetacion circundante, tales como varios integrantes
de los géneros: Fusarium, Penicillium, Alternaria,
Paecilomyces, Scopulariopsis etc., pero en especia
por especies de Aspergillus y Penicillium, que bajo
condiciones ambientales apropiadas (temperatura y
humedad) y su gran capacidad xerofilica(a, bajo 0,90),
pueden ser los primeros col onizadores del grano en el
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almacengje, causando biodeterioro (Moss, 1991;
Wicklow, 1995; Horn & Dorner, 1998; Samson et al.,
2000).Dentro delas actividades biol 6gicas deimportan-
ciaen el amacenamiento, se destaca la produccion de
micotoxinas, estimandose que cadaafio, el 25 % delas
cosechas mundiales se ven afectadas por lacolonizacién
fungica(Osweiler, 1992; Devegowdaet al., 1998).

El maiz es uno de los substratos més comunes
en lapresenciade micotoxinas, especial mente cuando
se cultivaen zonastropicales o cdlidas, donde losinte-
grantes del género Aspergillusy Fusarium encuentran
las condiciones detemperaturay humedad Optimas para
sudesarrollo (Picco & Piontelli, 2005).

El género Aspergillus, es de gran relevanciaen
laproduccién de estos metabolitos, en especial algunas
especies de laseccion Flavi (A.flavus, A.parasiticusy
A.nomius) que producen aflatoxinasB1, B2, G1, G2, con
potencial es mutagénicosy carcinogénicos en humanos
y animales (Kurtzman et al., 1987; Klich & Pitt, 1988).
Sin embargo, dentro de laseccion, A.tamarii, A.oryzae
y A.sojae no producen aflatoxinas debido a la varia-
bilidad genética en sus poblaciones (Bayman & Cotty,
1993; Cotty et al., 1994; Wicklow, 1995; Horn & Dorner,
1998). Entreotroscolonizadores delosgranosde maiz
en las zonas cdlidas y himedas, F.verticillioides, esun
conocido fitopatdgeno capaz de producir fusarinas y
fumonisinas (B1 y otras) con similares capacidades
mutagénicas y carcinogénicas que las aflatoxinas
(Gonzdlezetal., 1997; Horn & Dorner, 1998).

Lapresencia de micotoxinas en los alimentos,
conlleva ariesgos agudos o crénicos en salud publica,
con repercusiones nacionales e internacionales en el
ambito del control sanitario y por consiguiente en la
comercializacion de éstos granos (Van Egmond, 1989).

L as especies de Aspergillusdelaseccion Flavi,
se han estudiado en maiz en muchas partes del mundo
(Wicklow, 1991; Zumo & Scott, 1990; Weidenborner et
al.,1996). Argentina, aporta abundante informacion al
respecto, especialmente en la provincia de Santa Fe,
gue produce casi el 30% de la cosecha nacional
(Farnochi et al., 1988; Nepote et al., 1988, 1994, 1997;
Resnik, 19883, 1988b; Chulzeet al., 1989 ; Resnik etal.,
1996; Etcheverry etal., 1999; Piccoet al., 1999; Nesci &
Etcheverry, 2002), pero también cultivaotros productos
agricolas, como mani, sorgo, dgoddn, trigo, etc., enclimas
considerados calidos, himedos y propicios para el
desarrollo fungico y la produccion de micotoxinas
(Varsavsky et al., 1985; Dalcero et al. 1997; Magnoli et
al., 1998; Barroset al., 2003; Pildain et al ., 2004).

L os objetivos principales de esta investigacion
fueron: determinar y caracterizar morfol 6gicamenteen
tres periodos estacionales, las poblaciones del género
Aspergillus en semillas de maiz y sojadeimportacion,
comparar las posiblesvariaciones morfofisiol dgicasen
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cultivo de los integrantes de la seccién Flavi y su
produccién de aflatoxinas en un medio indicador.

MATERIALESY METODOS

a Obtencion delamuestra. Todaslasmuestrasde
semillasde maiz y sojafueron de procedenciaargentina,
las cuales Ilegaron a granel a puerto terrestre en Los
Andes, Chile, dondelas autoridades sanitarias controlan
la posible entrada de malezas e insectos mediante
muestreos seriados que setransportan aloslaboratorios
de andlisis para su posterior procesamiento hasta su
incineracion en el tiempo. Delas muestrasiniciales, se
obtuvieron submuestras al eatorias de aproximadamente
unos 250 g de ambos granos, |os cuales se trasladaron
al laboratorio en bolsas plasticas estérilesparael andlisis
de la presencia flngica. Se obtuvieron muestras de 5
meses distintos, representando 3 estaciones (julio y
agosto del 2004 (invierno), septiembrey noviembre del
2004 (inicio y término de primavera) y enero del 2005
(verano). Se procesaron en cada uno de los meses
citados 10 muestras de maiz y 10 de soja. Con un total
de 50 muestras de cadatipo de grano. A pesar quetodas
las muestras tenian una rotulacion numérica de acceso
interno, no fue posible obtener datos de la region de
procedencia de estos granos.

b) Méodosdel cultivoy siembradelosgranos

M ediosdecultivosutilizados.

1.-Agar maltasal (AMS). Con un contenido de NaCl de
50 g/L La sal se agrega con varios fines. Evitar la
germinacion delos granos, aumentar lapresién osmética
al bajar laactividad deagua(a,) enel cultivoy facilitar
el crecimiento de hongos xerofilicos, en especia las
especies de Aspergillus que son el objetivo de nuestro
estudio. Este medio, debido a sus nutrientes solubles,
estimula el desarrollo de muchos hongos, en especial
los de crecimiento rgpido. Ademas se agregaron 0,0025
mg/L de Dicloran, parareducir €l tamafio de todas las
coloniasfungicas asociadas, en especial losM ucor ales.
2.-Agar aguasal (AAS). Conun contenido deNaCl de
50 g/L y 0,0025 mg/L de Diclorén. Este medio solo
representa una camara himeda y el Unico substrato
presenteesel maiz olasoja, donded crecimiento fungico
se aprecia directamente sobre |os granos dispuestos en
la superficie del agar o alrededor de ellos. Todos los
hongos reducen su tiempo de crecimiento y tamafio de
las colonias frente a un substrato no soluble.

Ambos medios no tuvieron un fin netamente
comparativo, sino mas bien, se emplearon para obtener
la mayor diversidad de integrantes del género
Aspergillus, bajo las diferentes condiciones de los
substratos.

Técnicadesiembradelosgranos

Diez granosde cadamuestra(maiz y soja) toma-
dos a azar desde varias profundidades de |as bolsas,
con pinzaplanaesterilizadaalallama sucesivamente, se
sembraron por duplicado directamente sobre la
superficiedel agar en placasde Petri de 10 cm de didmetro
delasiguienteforma:

Se colocaron 8 granos sobre la superficie de
ambos medios, cercadel bordeinterno delaplacaauna
distancia de 1 cm aproximadamente entre ellos y los
restantes (2) se colocaron en el centro de la placa.

Las placas se incubaron a 27°C por 10-20 dias.
LosAspergillus detectados creciendo sobre los granos
0 en el agar subyacente a estos, fueron contabilizados
paradeterminar su frecuenciarelativa, determinandose
las especies en un primer intento presuntivo in situ ya
sea por sus caracteristicas macro y/o microscopicas,
con preparaciones en lactofenol con azul de algodén.

La Frecuencia de aislamientos de cada especie
de Aspergillus en cadauno de los medios en duplicado,
fue calculada de acuerdo al total de colonias detectadas
en cadagrano, en todaslas muestras delos mesesanali-
zados.

En cada muestra y en cada medio de cultivo y
sus duplicados, se sumaron las presencias de los
Aspergillus spp. en los 20 granos por muestra,
calculéandose como valor final el promedio (0a10) dela
presencia en ambas placas. Cuando las sumas de los
duplicados arrojaron nimeros impares, €l promedio se
aproximéa numero entero superior.

Posteriormente, para aislar las cepas al estado
puro, se sembrd al azar un representante de cada especie
de Aspergillus en tubos de agar AM inclinado en cada
una de las muestras mensuales, las que se incubaron
por 7 dias a 27°C. Estas cepas se guardaron para la
posterior identificacion en medios especiales.

¢) Determinacion de las especies de Aspergillus en
mediosespeciales

Desdelosaislamientos al estado puroy mediante
arrastre con asaestéril sobrelasuperficiedelascolonias,
se preparé una abundante suspensién de conidios en
2cc de agua destilada estéril, para posteriormente
sembrarse nuevamente en placas de Petri de 10 cm, en
AMYy CYA. Lasiembrade cadacepade Aspergillus, se
realizé desde la suspensién con una micropipeta
colocando tres gotas de 0,07 pl en 3 puntos centralesen
la superficie del agar de cada medio, simulando un
triangulo, para obtener 3 colonias equidistantes. Se
incubaron lasplacas por 14-20 diaso més a25°C, para
gpreciar lapresenciadetodos|os e ementos morfol égicos
especificos y tardios como esclerocios y cleistotecios.
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Figural. Tiposderugosidadesdelasparedesdelos
conidiosdecepasdeA. flavusen AM, alos7y 14 dias.

A los 7 dias, se analizaron las coloniasen AM y CYA
midiéndose sus diametros (en mm), ademas se
observaron los colores del anverso y reverso de las
colonias, lapresenciade pigmentossolubles; el aspecto
de la colonia bajo lupa, tales como tipos de cabezas
conidiales, presencia o ausenciadel exudado y color.
Con microscopia optica en AM y aumento de
1000x, se observaron y midieron las rugosidades,
coloresy formas delosconidiéforos, vesiculas, métulas

fidlidesy conidios.

d) Aspergillusdelaseccién Flavi.

Los integrantes de esta seccion fueron identi-
ficados de lamisma manera que en el punto c. En més
de la mitad de la cepas obtenidas de A. flavus, 50 se
seleccionaron al azar (28 de maiz y 22 de soja) para
efectuar mediciones finas de sus conidios en su gje
mayor alos7y 14 diasen AM, mediante un procesador
de imégenes KS-100 conectado a una camara Canon
digital y aun microscopio Zeiss. Enlas mediciones se
consideraron sblo 2 decimales. Para diferenciar el tipo
de rugosidad observado en los diferentes tiempos de
cultivo, se establecieron 3 categorias, indicadas en la
Figural. Considerando a mismo tiempo lasprincipales
caracteristicas macro y microscopicas para apreciar
posibles variaciones intraespecificas. La presenciay
medidade esclerocios y/o cleistoteci os se efectud entre
los14y 20 dias.

Las monografias utilizadas para la descripcion
delos Aspergillus fueron: Raper y Fennell (1965), Al-
Musdllam (1980), Klich & Pitt (1988), K ozakiewicz (1989)
y Klich (2002a).

€) AndlisisEstadistico

Para la comparacion de la distribucion de las
diferentes especies de Aspergillus contabilizadasen maiz
y soja, se utilizd el indice de distribucion de Shannon
(H") en cadamesdeestudio.

f) Presencia deAflatoxinas

Paradeterminar lapresenciade aflatoxinasen las
poblaciones de A. flavusy A. parasiticus, se utilizé e
medio rdpido de deteccion Agar Coco (AC). En éste se
sembraron las cepas por 5 dias a 25°C, para ser
observadasbajo luz UltraVioleta (UV a365 nm), lacual
en presenciade latoxina presenta un halo fluorescente
azul alrededor delacolonia(Daviset al., 1987).

RESULTADOS

a) Presencia y distribucion de las especies de
Aspergillusen maizy soja,

En los granos de maiz y soja se detect6 la
presenciade un total de 1669 colonias de Aspergillus
en ambos medios (AMSy AAS), que representaron 18
taxa: Aspergillus candidus, A.clavatus, A.ellipticus,
Aflavus, A.fumigatus, A.glaucus, A.niger, A.ochra-
ceus, A.ostianus, A.parasiticus, A.sclerotiorum,
A.sydowii, A.tamarii, A.terreus, A.versicolor, A.wentii,
Eurotiumamstelodami y E. rubrum (Tablal, Figura?2.
D, E, F, G H). Lamayoriade los aislamientos (70%),
correspondieron a subgénero Circumdati de Asper-
gillusy a5 desussecciones: Candidi (5,63%), Circum-
dati (4.01%), Flavi (45,90%), Nigri (14,14%) y Wentii
(0,12%), siguiendo en importancia el subgénero
Aspergillus con un 23,01%. El resto incluyo el
subgénero Nidulantes (6,59%), Clavati (0,36%) y
Fumigati (0,24%).

Delos 18 taxa, |os més importantes para ambos
granos y que representaron el 85,7% del total de
presencia, destacaron: A. flavus (n=752), E. amste-
lodami (n=185), E. rubrum (n=163), A.ellipticus
(n=137), A.niger (n=99)y A. candidus(n=94) (Tablal).
Estos tuvieron un comportamiento distinto en ambos
granos en los 5 meses de estudio, a excepcion de A.
elipticusy A. candidus(Figura2.A, B, C,D,E, F).

Enmaiz, A. flavustuvo su pick masatoenjulio,
mientras en agosto, septiembrey noviembre, el nimero
de cepas encontradas fue similar, bajando solo en enero.
En soja, la curva es ascendente encontrandose el pick
maésalto en noviembre (Tablal, Figura2. A).

E. amstelodami y E. rubrum se detectaron con
mayor frecuenciaen soja(Tablal) y E. amstel odami
tuvo sus mayores pick en julio y noviembre, mientras
gue en maiz, lamayor frecuencia se presentd en agosto
(Tablal, Figura2 B). E. rubrum se detect6 fuertemente
en agosto paralasoja, mientras que en maiz 1o hizoen
julioy especialmente en enero (Tablal, Figura2 C).

A. dllipticus, presenté una curva de compor-
tamiento similar para ambos granos en los meses de
estudio, encontrandose 2 pick, en agosto y noviembre
(Tablal, Figura2 D).
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A. niger tuvo sumayor pick enjulio, en el resto
de los meses la cantidad de cepas encontradas fue
similar entre si; en sojasolo se encontraron unos pocos
aislamientosenjulioy noviembre (Tablal, Figura2 E).

A. candidus tuvo un comportamiento bastante
similar en ambos granos, las mayores diferencias se
encontraron en julioy enero (Tablal, Figura2 F).

El andlisis de la distribucién mensua de las
especies de Aspergillus (Segin Shannon), presenta
diferenciasparalosdosgranos(Tablal, Fig. 2.G). En
maiz, €l valor masalto seencontréenjulio (H' =2,72) y
en septiembre el méasbajo (H' = 1,94). Por su parte, la
sojapresentd € valor masalto ennoviembre (H' =2,4),
y el masbagjoenjulio (H' =1,8) (Tablal, Figura2. G).

b) Maiz

Se detecto la presencia de un total de 1193
coloniasde Aspergillusen ambosmedios, 695enAMS
y 498 en AAS, representando 17 taxa: A. candidus,
A.clavatus*, A.dlipticus*, A.flavus*, A.fumigatus,
A.glaucus, A.niger, A.ochraceus*, A.parasiticus*,
A.sclerotiorum*, A.sydowii, A.tamarii*, A.terreus,
A.versicolor*, A.wentii, E. amstelodami* y
E.rubrum* (Tabla. 1)(* En Figuras6-7).

En AMS las 5 especies con mayor frecuencia
fueron: A.flavus(51,21%), A.dlipticus(9,20%), A.niger
(8,20%), E.amstelodami (6,91%) y E.rubrum (5,61%),
mientrasqueen AAS, las 5 especiesdemayor frecuencia
fueron: A.flavus (50,60%), E.rubrum (11,04%), A.€lli-
pticus(10.04%), A.niger (7,03%) y A.candidus(5,62%)
(Tablal).

Enjulioy en ambos medio se observé el mayor
nimero de presencia de especies de Aspergillus
(n=331) y los 4 meses restante tuvieron presencias
inferiores, pero similaresentresi (Tabla 1, Figura3).

Entodoslosmesesde estudio, €l taxadominante
en ambos medios fue A. flavus, siendo siempre mayor
enAMS (Tablal).
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Figura3. Variacion mensual en maiz detodaslas
cepasde Aspergillusen todoslosmedios.

Cabe destacar que todos los granos de maiz no
solo presentaron especies de Aspergillus, sino un
variado nimero de taxa, donde Fusarium (F.verti-
cillioides) siempre present6 lamayor ocurrencia, seguido
en menor medida por especies de Penicillium, Rhizopus
y Absidia entre otras.

c) Soja:

Sedetecto lapresenciade untotal de476 colonias
de Aspergillus en ambos medios, 214 en AMSYy 262 en
AAS, representando 15 taxa: A.candidus, A.clavatus,
A.dlipticus, A.flavus, A.fumigatus, A.glaucus, A.niger,
A.ochraceus, A.ostianus, A.sydowii, A.tamarii,
A.terreus, A.versicolor, E. amstelodami y E.rubrum
(Tablal).

En AMS las 5 especies con mayor frecuencia
fueron: A.flavusy E.amstelodami, ambas con 30.37%,
E.rubrum 10.75%, A.dllipticus6,07%Yy A.terreus5,14%,
mientras que en ASS las de mayor frecuencia fueron:
A.flavus (30.15%), E.amstelodami (22.9%), E.rubrum
17.56%, A.candidus(9,14%) y A.versicolor (4,58%).

A.ostianus*, sblo se aisl6 en soja, mientras
A.parasiticus, A.sclerotiorum y A.wentii no se
presentaron en este substrato (Tabla 1) (*Figura6, 3).

En noviembre y en ambos medio se observé el
mayor nimero de presencia de Aspergillus (n=139),
seguidos por agosto y julio (n=118y 102). Septiembrey
enero fueron similaresentresi (Tablal, Figura4).

Aspergillus flavus, sigue siendo dominante en

ambos medios (30,25%), pero no en todos |os meses.

La sojaadiferenciadel maiz, presentd unagran
carga bacteriana, que disminuy6 la presencia de los
integrantes del género Aspergillus, como otros taxa
fingicos. Fusarium no estuvo presente y solo se
apreciaron pocas colonias de Penicillium y Rhizopus
principalmente.

OAM
120 OAA

NUmero de cepas detectadas

Julio Agosto Noviembre

Septiembre

Enero

Invierno Primavera Verano

Figura4. variacion mensual en sojadetodaslas
especiesde Aspergillusen ambos medios.
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Tabla2. PrincipalescaracteristicasdelascepasdeA. flavusen CYA,AM y Agar Coco, aisladasdemaizy soja.

Aspecto Aspecto bl Bzl
cat?ezas catﬁ)ezas Rugosidad Rugosidad Mono y fluorescente
CYA AM conidios 7 dias |conidios 14 dias Biseriado en
Agar coco
Radiadas Radiadas |. L'S.OS a . L'S.OS a > 50% .
inconspicuamente [inconspicuamente . Sin halo
laxas laxas rUgosos rugosos monoseriados 28 cepas
33 cepas 11 cepas 38 cepas 30 cepas 27 cepas
Radiadas Radiadas Finamente Finamente >50%
laxas a laxas a . . Halo tenue
columnares |columnares rugosos rugosos biseriados 13 cepas
6 cepas 6 cepas 23 cepas
17 cepas 39 cepas
Loremene | evemene
6 cepas 14 cepas 9 cepas

€) Aspectos morfofisiolgicosdelos Aspergillusdela
seccion Flavi en maizy soja
Laaltadominanciade A.flavus descritaanterior-
mente en ambos substratos, fue seguida en baja
proporcion por A.tamarii (0,75% en maizy 0,21% en
soja) y A.parasiticus(0,34% sdlo en maiz) (Tablal).

1.- Macromorfologia. Todas las cepas de A.flavus
tuvieron un crecimiento rapido en CYA alos7 dias (46 -
79 mmy unamediade 60,66 mm)y enAM en el mismo
tiempo (47 - 70,3 mmYy un promedio de 62 mm). Méasdel
81% delas cepastuvieron mediasentrelos55y 70 mm.
Visualmente, A.flavus presenté siempre colores mas
clarosqueA.parasiticusy A.tamarii, con unatonalidad
verde amarillentaque bajo un mismotipo deiluminacion,
no marcé diferenciasen CYAy MEA con las cartasde
colores. Esta situacion fue claramente comparable
debido a la profusa esporulacién de todos los
aidamientos y no semodificd apesar delaaltapresencia
de esclerocios. Los 10 aislamientos de A.tamarii,
presentes solo en noviembrey enero principal mente en
maiz , fueron estables en sustonalidades de café con un
componente rojizo, no presentaron esclerocios y
crecieron todas a 37°C (descartandose A.pseudo-
tamarii), por lo que todas se consideraron
pertenecientesal tipoA . A.parasiticus se present6 en
4 ocasiones en ambos medios, en invierno y verano.
Sololacepaaisladaeninviernoy enAM, produjo pocos
esclerocios con unamediade 756 x 718 um.

2.- Micromorfologia. Las caracteristicas microscopicas
principales en AM (solo se estudian en este medio)
fueron: cabezas conidiales de aspecto radiadas |axas o
radiadas |axas afrancamente columnares. Lasvesiculas
midieron entre 25,6 y 51,5 um, con un promedio de 38,5
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um. Aproximadamente lamitad delas cepas presentaron
métulasy fidlides (Tabla2).

Las rugosidades de los conidios alos 7y 14
dias, no presentaron marcadas diferencias. Lamayoria
de ellos, en ambos tiempos, tuvieron paredes con
superficies lisas afinamente rugosas. S6lo se aprecié a
los 14 dias, un aumento dentro de la categoria «Leve-
mente rugosos».

Las medidas promedio de los didmetros o del
eje mas largo de los conidios, mediante el procesador
de imagenes, alos 7 y 14 dias, no presentd mayor
variacion y fueron de 3,97 y 3,96 um respectivamente.
Delos 6226 conidios medidos, e tamafio menor fue de
2,51 um y el mayor de 6 um (datos no mostrados).
Veinte cepas bajaron sus diametros a los 14 dias, 8 se
mantuvieronigualesy 22 subieron.

En lafigura5 se muestra la dispersion de los
didmetrosdelosconidiosalos 7y 14 dias. Sélo algunas
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Figura5. Relacién entre7y 14 diasdeincubacion
paralosdidametr osmayoresdelosconidiosde
A.flavusen agar malta
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Figura 6.- Produccién dehalo azul fluorescentedelascepasdeA. flavusen Agar Cocoalos5diasde
incubacion. 1.- Sin produccién dehalo, 2.- Halo fuertementefluor escente, 3. Halo con ténuefluor escencia

cepas se aejan del promedio general, aprecidndose que
pocas aumentan o disminuyen sus diametros en el
tiempo, variando principalmente entrelos3.6y 4.2 um.
El 86% delas cepas presentd formacién de esclerocios
(en CYA alos 14 dias), todas correspondientes al tipo L
(Promedio: 785.8 x 682.2 um). En AM, €l 52 % de las
cepastambién los presentd (tipo L), aunque las medidas
promedios fueron levemente menores que en CYA.
(746.0x 634.2um).

3.- PresenciadeAflatoxinasen lascepasdeA.flavusy
A.parasiticusen mediodecultivoAgar Coco

Delas50 cepasanalizadas, el 56 % no produjeron
halo azul fluorescentebgjoluz UV enAgar Coco, alos5
diasdeincubacion, e 18% fue fuertemente fluorescente
y e 26% mostré unatenuefluorescencia(Tabla2, Figura
6). Sietedelascepasaidadasen noviembre presentaron
produccién de halo azul fluorescente, en enero, agosto
y septiembre 4 cepasy enjulio 3 (datosno mostrados).

Ninguno delos 2 aislamientos de A. parasiticus
seleccionados present6 halo fluorescente.

DISCUSION

Nuestro trabgjo principalmente de orientacién
descriptiva, serealizé solo paraestudiar lapresencia de
las poblaciones del género Aspergillus (en especial la
seccién Flavi), en granosde maiz y sojade procedencia
argentina, sin considerar el lugar de origen olos previos
almacenamientos de éstos 2 productos. Considerando
gue el destino final de estos substratos constituye parte
de la dieta animal en nuestros mercados nacionales,
estimamos de interés analizar cualitativa'y cuantitati-
vamente la presencia de estos organismos que poseen
caracteristicas fisiol6gicas relevantes, como crecer a
unabajaactividad de aguay presentar unaproblemética
sanitaria por la produccién de variadas micotoxinas

(Chulze et al., 1989; Moss, 1991; Hocking, 1991;
Wicklow, 1995; Bayman & Cotty, 1993; EHSO, 2004).

El maiz y la soja, son los mayores productos
generadosen Argentinay lamitad de éstos, se exportan
a mercados externos (Bolsa de Cereales, 1999). La
presencia de variados hongos toxicogénicos en estos
granos puede ocurrir ya sea durante el ciclo de su
desarrollo en el campo (especialmente en e maiz),
después de la cosecha y/o en el almacenamiento,
alterando la seguridad de estos alimentos en |as dietas
humanas y animales. Entre estos hongos destacan en
nuestra investigacién los integrantes del subgénero
Circumdati, como A. ochraceusproductor de ocratoxina
A, junto a otras especies no incluidas en esta seccion,
A. versicolor productor de sterigmatocistina, un
precursor biosintético de aflatoxinas, pero con
propiedades carcinogénicas menores que |la aflatoxina
B (Samson et al., 2000). Sin embargo, en nuestros
aislamientos preocupa la alta frecuencia de los inte-
grantes de la seccion Flavi (A.flavusy A.parasiticus),
los cuales, frente a factores ambientales especificos,
pueden producir algunas o todas las aflatoxinas (B1,
B2, G1 y G2), potentes metabolitos teratogénicos y
carcinogénicos (Klich & Pitt, 1988; Cotty et al., 1994;
Wicklow, 1995; Woloshuk et al., 1997).

Argentinatiene unaamplia zona de cultivos de
maiz y soja, que presentan distintos tipos de climas
(célidos y humedos) y suelos que afectan en cierta
medida la ecologia y distribucion de los hongos en
general y las especies de Aspergillusen particular. No
existe unatendenciageneral en ladistribucién delos
integrantes de este género segin bioma, pero sus
distintas secciones parecen tener patrones de distribu-
cion diferentes, sin embargo, 1os climas templados y
calurososentrelos 25y 35°L atitud (sur o norte) parecen
ser mas favorables en la ocurrencia de especies del
subgénero Circumdati y sus secciones (nuestro
estudio), seguramente debido alatemperatura, cuando
ésta se mantiene en rangos Optimos para estos hongos
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(23° a37°C) durantelamayor parte del afio (Christensen
& Tuthill, 1985; Klich, 2002b). Estas latitudes son las
gue corresponden a las zonas de cultivos de maiz y
otros granosen laArgentina (Resnik, 1989).

El conocer la distribucion de las especies,
toxicogénicas de Aspergillus, permite encarar en los
paises productores programas de control dirigidosalas
probables &reasderiesgo mediantelaadecuadarotacién
decultivosy el mangjo delosrastrojos, fuente primaria
de estos hongos (Resnik, 1997).

Los estudios de incidencia llevados a cabo en
distintos substratos, en diversos paises, muestran que
ciertos cultivos son mas susceptibles al ataque y
col onizaci 6n de determinados hongos toxicogéni cos. A
pesar de que este conocimiento no es compl eto, se sabe
gue €l maiz, mani y algodon son muy susceptibles ala
contaminacion por hongos productores de aflatoxinas,
en contraposicion alasoja, trigo y sorgo (Resnik, 1997;
Barroset al., 2003).

L as poblaciones naturales de A.flavus que per-
tenecen a diferentes genotipos, incluyendo cepas con
grupos de compatibilidad vegetativa genéticamente
aisladas, fueron empleadas para determinar las
diferencias de las poblaciones de A.flavus en campos
deagodény mani en USA (Cotty,199; Horn et al., 1996;
McAlpin et al., 2002). A.flavus, se reconoce por ser
una cepa que se reproduce so6lo asexual mente con
alguna potencialidad de recombinacion por viaasexual
entrelosindividuos morfol égicamentesimilares. Enla
naturaleza las poblaciones son altamente polimorficas
(incluso en la produccién de aflatoxinas) y no puede
reconocerse si las cepas son recombinantes o comple-
tamenteclonales (Geiser etal., 1998). Lavariaciénenla
produccion de aflatoxinas en dependencia de las
localizaciones geogréficas o las divergenciasfisiol 6gi-
cas, harecibido mayor atencion en laliteratura, por su
importanciaen salud publica (Niyo, 1990; Bayman &
Cotty, 1993; Egel et al., 1994; Cotty & Cardwell, 1999).
Por la procedencia desconocida de nuestras muestras,
no pudimos determinar lalocalizacion geograficadelas
cepas consideradas toxicogénicas. En Argentina,
estudios de la ocurrencia natural de aflatoxinas en
diversos granos han demostrado que los niveles de
contaminacion son variables. En algunos afios, éstos
han superado lo establecido por las regulaciones
internacional es especialmente en el maiz en lazonade
Cordobay susalrededores (Chulze et al., 1989; Resnick
et al., 1996; Etcheverry et al., 1999; Picco et al., 1999;
Nesci & Etcheverry, 2002).

La diversidad también ha sido descrita en su
morfologia (Raper & Fennell, 1965; Saito et al., 1986;
Bayman & Cotty, 1993), asi como enlavirulencia(Cotty,
1989), la produccidn de conidios, el tamafio y
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abundanciadelosescleracios(Sy L) (Cotty, 1989; Egel
et al., 1994) entre otras caracteristicas.

Los esclerocios juegan un importante rol en la
supervivenciay dispersion de A.flavus (Wicklow et al .,
1984, 1988). Las cepas L producen més conidios 'y
muestran ser favorables parala colonizacion, mientras
que las cepas S se orientan méas a la formacion de
estructuras de resistencia parala sobrevivenciay en la
produccién de mayor cantidad de aflatoxinas (Bayman
& Cotty, 1993).

Todas nuestras cepas de A.flavus que formaron
esclerocios, pertenecian al tipo L, las cuales, segin la
literatura pueden tener unamenor capacidad de producir
toxinas, entreel 30y 45 % (Magnoli etal., 1998). S6lo se
han descrito cepas tipo S en Estados Unidos (Cotty,
1989; Doster & Michailides, 1994a, 1994b), Tailandia
(Saitoetal., 1986) y Africa(Hesseltineetal., 1970).

EnArgentina, se han aislado especiesdel género
Aspergillus en diversos granos, con clara dominancia
de A.flavus y con menor frecuencia A.parasiticus,
A.nomius, A.candidus, A.fumigatus, A.niger, A.oryzae,
A.parvulus, A.tamarii y A.terreus, entre otros (Gonzalez
et al., 1988,1997; Magnoli et al., 1998). Siempre la
mayor informacién en maiz (granulados o farinaceos
compuestos) serefierealos delaseccion Flavi (Reddy,
1987; Nepote et al., 1995,1997; Resnik et al., 1996;
Gonzdlez et al., 1997; Etcheverry, 1998; Horn & Dorner,
1998; Etcheverry et al.,1999; Picco et al., 1999; Nesci &
Etcheverry, 2002; Barroset al., 2003). Ennuestro andisis
del maiz, A. flavus mantiene estadominancia sobre las
otras especies del género y aunque desconocemos €l
origen delas muestras, no hay dudaque su distribucién
no depende mayormente de la latitud de las zonas de
cultivo, sino de ladistribucion de estagraminea y la
capacidad competitiva de estaespecie en un ecositema
favorable.

Lasojase mostré como un substrato diferentea
maiz en ambos medios, pero mantuvo a igual que este
ultimo una alta diversidad de especies del género
Aspergillus, a pesar de su menor cantidad numérica.
Lapresenciaen lamayoriade las muestras de una ata
carga bacteriana de réapido crecimiento (no observada
en maiz), pudo limitar en gran medida el desarrollo
fangico. Sinembargo, Ilamalaatencion que dos especies
con diferentes rangos de actividad minimade aguacomo
son A. flavus y E. rubrum mantuvieron niveles
similares de frecuencia (Samson et al., 2000). La alta
incidencia de especies de Eurotium también fue
encontrada por Weidenbdrner (1997) en soja, usando
medios con baja actividad de agua. En unarevision de
la micota asociada alas semillas, floresy vainas dela
sojaen USA se detectaron 14 especies de Aspergillus
asociadasalasprimeras(Roy et al., 2000). Eurotium, se
considera un colonizador primario en granos
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Figura 6. 1.- Aspergillus ellipticus. 2-. A. ochraceus. 3.- A. ostianus. 4.- A.clavatus.
5.- A. parasiticus.  6.- A. flavus.
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Figura 7. 7.- Aspergillus tamarii. 8-. A. versicolor. 9.- A. terreus. 10.- A. sclerotiorum.
11.- Eurotium amstelodami. 12.- E. rubrum.
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almacenados que poseen bajo contenido de humedad y
su alto aislamiento no es sorpresivo en este substrato
(Fernandez, 1986; Weidenbtrner, 1997).

La incubaciénde A.flavus y A.parasiticusen
agar coco y su posterior exposicion bajo luz UV, ha
sido una rapiday efectiva prueba en la deteccion de
cepas aflatoxicogénicas (Lin & Dianese, 1987). Davis
et al. (1987), confirmaron por andlisis quimico la
presencia de aflatoxinas en las cepas que producen
hal o azul fluorescente en este medio de cultivo. Lasque
producen halo intenso son potentes productoras de
aflatoxinas, mientras las con halo tenue, son débiles
productoras.

Aunque no contabilizamosla micotaasociadaal
maiz debe destacarse la ata presencia de Fusarium
verticillioide, otro gran colonizador de este cereal y
cuyo conocido potencial toxicogénico no debe
despreciarse (Ramirez et al., 1996; Dalcero et al., 1997:
Chulzeetal., 1998).

La presencia de cepas de A.flavus toxico-
génicas, entre otras del género con similares capacidades
(no analizadas), constituye una situacion de alerta que
debe considerarse con anterioridad al transporte,
almacenaje, distribucién y destino de estos granos en

el pais.
CONCLUSIONES

Los 2 medios de cultivo empleados en metodo-
logiapermitieron detectar unaaltapresenciade especies
del género Aspergillusen maizy soja (18 taxasy 1669
colonias). Diecisiete especies se detectaron en maiz y
15 en soja. El medio AMS, permitié los mayores
aislamientos.

Los 3 principales taxa en ambos granos (66%)
fueron: A.flavus, Eurotium amstelodami y E.rubrum
y e subgénero Cir cumdati reunié con variosintegrantes
de sus secciones, précticamente un 70% de todas las
cepas del género. Delas especiesde laseccion Flavi,
solo se aislaron A.flavus, A.parasiticusy A.tamarii.

En maiz se contabilizd un mayor niimero de cepas,
siendo A. flavus dominante en todos los meses de
estudio, con niveles cercanosal 50 %, mientras en soja,
tuvo porcentajes cercanos al 30%, pero no fue
dominante en todos los meses, por la presenciade E.

amstelodami y E. rubrum.

La distribucién mensual de las especies de
Aspergillus, tuvo valores més altos en maiz en julio,
mientras que en sojafue en noviembre.

De los estudios morfologicos en A.flavus, se
destaca que, los aspectos de las cabezas en AM fueron
mayoritariamente radiadas laxas a columnares,

précticamente el 50 % de las cepas fueron biseriadas,
sus conidios alos 7 y 14 dias no presentaron mayores
variaciones en sus didmetros, pero levemente en sus
rugosidades y la mayoria de las cepas formaron
esclerocios(tipoL).

Enlascepasde A.flavusanadlizadas, lapresencia
de aflatoxinas en agar coco fue de un 44%, siendo
noviembre el mes con mayor cantidad de cepas
productoras. Las 2 cepas de A.parasiticus fueron
negativas. Deben considerarse |os taxa de otras
secciones de Aspergillus como fuentes potencialesde
diversas micotoxinas en estos granos, asi como laata
presencia de Fusarium verticillioide en maiz, no sdlo
por su importancia en la dieta animal, sino por sus
posibles repercusiones en salud publica.

La sola morfologia no permitié determinar la
presencia de diferentes grupos de compatibilidad
vegetativa en los aislamientos de A. flavus, pero a
parecer la gran mayoria pueden ser representativos de
clones genéticos muy semejantes, quizas provenientes
y dispersos en una misma area geogréfica de cultivos.

Si bien es cierto que nuestros resultados
cualitativos reflgjan un patrén general de distribucién
geogréficay temporal delas poblacionesde Aspergillus
en las zonas de siembra de maiz y soja, |os resultados
cuantitativos deben valorarse con cautela, debido al
transporte, manipulacion de muestras y submuestrasy
los cambios en el tiempo en el microambiente de sus
contenedores plésticos, una situacién que puede haber
alterado ladistribucion de sus propagul os.
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