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RESUMEN

Argentina es actualmente el segundo exportador mundial de maiz (Zea mays), la
produccién en el pais representa en la actualidad el 25% de los cultivos principales y tuvo un
desarrollo sostenido en la dltima década. En nuestra regién, ciertos plaguicidas tales como
el insecticida clorpirifés y el herbicida glifosato, son de vital importancia durante el desarrollo
de cultivos extensivos de maiz, los cuales, no dejan dudas sobre el posible riesgo de
contaminacién de agua, suelo, granos de maiz y soja. Por ende, existe en la actualidad una
gran preocupacion, no sélo en el &mbito cientifico sino también en la poblacion en general,
vinculada a los riesgos toxicoldgicos sobre animales, humanos y el medio ambiente. El
metabolismo microbiano es probablemente el proceso més importante implicado en la
degradacion de plaguicidas en los suelos, siendo, los hongos filamentosos una poderosa
herramienta biotecnoldgica en la biorremediacion del suelo. Por todo esto, es importante
determinar el impacto que estos plaguicidas ejercen sobre la microbiota de suelos
cultivables, especialmente en hongos toxicogénicos, y sobre la posterior producciéon de sus
micotoxinas. Considerando estos antecedentes, se plantean las siguientes hipoétesis: las
especies potencialmente toxicogénicas de Aspergillus seccion Flavi contaminan los suelos
destinados al cultivo de maiz. El crecimiento de estos hongos y la produccién de sus
micotoxinas estan afectados por la exposicion a diferentes dosis de clorpirifés y glifosato.
Los objetivos desarrollados fueron los siguientes: a) Aislar e identificar cepas de Aspergillus
seccion Flavi de suelos destinados al cultivo de maiz expuestos a la aplicacion de clorpirifés
y glifosato, b) caracterizar el perfil toxicogénico de las cepas aisladas evaluando la
capacidad de producir aflatoxinas (AFs), y ¢) determinar la influencia de diferentes dosis de
clorpirifés y glifosato, sobre el crecimiento y la produccion de AFs de cepas de Aspergillus
seccion Flavi, bajo diferentes condiciones de disponibilidad de agua y temperatura a través
de ensayos in vitro e in situ . Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que las
especies aisladas con mayor frecuencia en suelos agricolas fueron Aspergillus flavus
seguido por Aspergillus parasiticus, siendo la mayoria de las cepas capaces de producir
AFB:. Ambos plaguicidas provocan diferencias en cepas toxicogénicas de Aspergillus
seccion Flavi. Respecto a clorpirifés, se observo que no provoca efectos inhibitorios sobre el
crecimiento y produccion de AFB;, ya sea en concentraciones regularmente usadas a
campo (0.06-0.14 mM) como 100 veces mayores a éstas. En algunos casos este insecticida
fue capaz de inhibir totalmente el crecimiento de las cepas en condiciones marginales de aw
(0.93 y 0.95) con altas concentraciones de clorpirifés y s6lo a 37 °C. Al analizar los
resultados obtenidos en los ensayos con glifosato se observd que este herbicida afecta
negativamente el crecimiento y la produccion de AFs de las cepas analizadas. Asi tanto en

los ensayos in vitro como in situ, a medida que las concentraciones utilizadas aumentaron



tanto en el crecimiento fangico como en la produccion de toxinas se observé una
disminucion de significativa. Estos resultados indican que la presencia del herbicida glifosato
y del insecticida clorpirifés afectan el desarrollo y la produccion de AFs en cepas de
Aspergilus flavus, constituyendo un factor mas de riesgo si estas especies estan expuestas

a estos compuestos organofosforados en los sistemas productivos.
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INTRODUCCION

I.1. Hongos filamentosos y micotoxinas

I.1.1.Generalidades

El reino Fungi, comprende un grupo de microorganismos eucariotas quimioheterotrofos,
ubicuos, que se encuentran distribuidos en el ambiente como parasitos, saprofitos
simbiontes de otros seres vivos como plantas y/o animal. Los hongos parésitos se alimentan
de formas vivas, mientras que los saprofitos de materia organica en descomposicion o
muerta (Soriano del Castillo, 2007).

Los hongos filamentosos han evolucionado para utilizar en forma mas eficiente los
sustratos solidos, creciendo sobre su superficie y penetrando en sus matrices. Debido a su
metabolismo primario, estos organismos son capaces de secretar enzimas que transforman
macromoléculas complejas en compuestos menores para luego utilizarlos en su crecimiento
y metabolismo. El uso de estos compuestos se asocia con la fase exponencial del
crecimiento fungico. Por otro lado, los hongos pueden absorber nutrientes de bajo peso
molecular y, en muchos casos, también producir y secretar otro tipo de compuestos
(metabolitos secundarios) que no tienen un rol directo con su crecimiento y reproduccion,
siendo por lo tanto, prescindible para su supervivencia. Estos metabolitos se producen al
final de la fase exponencial o periodos iniciales de la fase estacionaria de crecimiento,
asociandose a menudo a los procesos de esporulacion y diferenciacion (Soriano del Castillo,
2007) (Figura 1).

Sintesis de micoloxinas

Log biomasa

Y v j % S
) ¥ h ~ Y
Fase de retraso Fase exponencial Fase estacionaria

Tiempo

Figura 1. Fases de crecimiento fungico (Fuente: Soriano del Castillo, 2007).



Dentro de los metabolitos fangicos secundarios se encuentran las micotoxinas y
todos aquellos hongos con capacidad de producirlas se denominan toxicogénicos. Las
especies flngicas toxicogénicas constituyen un grupo importante dentro del reino Fungi con
aproximadamente 64.000 especies. La caracteristica principal de estas especies es la
capacidad de formar ciertas estructuras que contienen a las esporas sexuales, llamadas
ascos, por lo que dichas esporas son conocidas como ascosporas. Sin embargo, algunas
especies no tienen fase sexual conocida y no forman ascos, ni tampoco ascosporas. En este
caso, estos hongos desarrollan una reproduccién exclusivamente asexual, formando
estructuras muy diversas conocidas como conidiéforos que contienen las esporas asexuales
o conidiosporas. Algunos autores engloban las especies cuya fase sexual no es conocida
dentro de los Deuteromicetos u hongos imperfectos. Actualmente, teniendo en cuenta
estudios morfolégicos, fisioldgicos y genéticos, la tendencia es clasificar los ascomicetos
asexuales (o anamorfos) junto con los hongos que si tienen fase sexual conocida y
producen ascos (o teleomorfos) (Morales, 2011).

Las micotoxinas son compuestos de bajo peso molecular (PM<700 Da.), no son
volatiles a temperatura ambiente, y son secretados por los hongos durante el proceso de
degradaciéon de la materia organica, como mecanismo de defensa frente a otros
microorganismos. Las micotoxinas que representan un riesgo potencial para la salud del
hombre y de los animales debidos a su toxicidad son las aflatoxinas (AFs), ocratoxina A
(OTA), fumonisinas, patulina, zearalenona y tricotecenos; los principales hongos productores
pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium y Alternaria (Aubert y col.,
2010). (Tabla 1)

Tabla 1. Micotoxinas y principales hongos productores (Fuente: Aubert y col., 2010)

MICOTOXINAS HONGOS
Aflatoxinas B, B, G1, G» Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A. nomius)
Ocratoxina A Aspergillus (A. ochraceus, A. fumigatus, A. versicolor, A. niger),

Penicillium verrucosum

Fumorisinas B, By, Bs Fusarium (F. verticillioides, F. proliferatum)
Patulina Penicillium (P. patulum, P. expansum), Aspergillus (A. clavatus,
A. terreus)
Zearalenona Fusarium (F. complejo graminearum, F. culmorum, F. esquiseti)
Tricotecenos Complejo Fusarium graminearum, Trichoderma spp.,

Memnoniella spp., Trichothecum spp.




Estos metabolitos constituyen un conjunto de compuestos téxicos quimicamente
heterogéneo. La exposicibn a estos metabolitos puede generar carcinogénesis,
teratogénesis, inmunosupresion y cuadros clinicos de neurotoxicidad, nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad, mielotoxicidad, toxicidad pulmonar y endocrina; siendo los mecanismos
mas importantes para la aparicion de tales manifestaciones el estrés oxidativo y la
genotoxicidad inducida por micotoxinas (Serrano-Coll y Cardona-Castro, 2015).

Las micotoxinas contaminan productos agricolas como granos de cereales y frutos
oleaginosos (antes, durante y después de la cosecha o durante su almacenamiento),
alimentos y/o animales, originando un grupo de enfermedades denominadas micotoxicosis.
Un alimento puede estar contaminado con una o0 mas micotoxinas diferentes, lo que puede
provocar un efecto sinérgico en su accion sobre el organismo aumentando asi la toxicidad
de las mismas (Soriano del Castillo, 2007)

Una misma especie flingica puede producir distintas micotoxinas, asi como una
micotoxina puede ser producida por distintas especies. Ademas, la presencia de hongos en
un sustrato no esta directamente asociada a la presencia de las mismas. Asimismo, una vez
producidas, las micotoxinas pueden persistir por largo tiempo y estar presentes incluso en

ausencia ya de la cepa fungica que las produjo (Cleveland y col., 2003).

I.1.2.Factores que influyen en la produccion de micotoxinas

Existen diversos factores que influyen de manera positiva 0 negativa sobre el crecimiento

fungico y en la produccién de sus micotoxinas en los sustratos, entre ellos se encuentran los

factores ambientales, biolégicos y quimicos.

.1.2.1. Factores ambientales:

Actividad de agua (aw): La aw indica la cantidad de agua disponible para el desarrollo
de los microorganismos una vez que se ha alcanzado el equilibrio hidrico en el sistema
alimento/medio ambiente. La aw se expresa como la relacién existente entre la tension de
vapor de agua en el sustrato (P) y la del agua pura (Po), a la misma temperatura, (aw =
P/P,). El agua pura tiene una aw: 1. En los alimentos, la aw sera siempre inferior a 1. La
mayor parte de los hongos que contaminan cereales, por ejemplo, necesitan valores
superiores a 0.7 para su desarrollo. La disponibilidad de agua es uno de los factores mas
importantes que afecta tanto el crecimiento fungico como asi también la consecuente
produccion de sus micotoxinas. En general, la aw Optima para la produccién de micotoxinas

es superior a 0.9 (Pitt y Hocking, 2009).



Temperatura: los hongos son capaces de sobrevivir bajo un amplio rango de
temperaturas. Los valores generalmente informados para el crecimiento de hongos varian
desde los 10°C a los 35°C, con solo algunas especies capaces de crecer en temperaturas
por encima o por debajo de las descriptas. La temperatura, al igual que la disponibilidad de
agua también es un factor importante que afecta el crecimiento fingico y la produccién de
micotoxinas; por lo tanto también es considerada una variable efectiva para controlar la
produccion de estos metabolitos en alimentos. El aspecto mas importante de la
contaminacion de alimentos y piensos es la produccion de micotoxinas, las cuales pueden
resultar perjudiciales para el hombre y animales, cuyas condiciones o6ptimas para la

produccion de las mismas son 25°C y una humedad relativa del 95% (Pitt y Hocking, 2009).

Niveles de oxigeno y dioxido de carbono: el nivel de oxigeno es sumamente
importante, tanto para la produccion de las micotoxinas como para el crecimiento fungico, ya
que ambos constituyes procesos aerébicos Los hongos filamentosos son microorganismos
que requieren altos niveles de oxigeno para su desarrollo. La concentracion de oxigeno
disuelto en el sustrato tiene una influencia mucho mayor en el crecimiento fungico que la
tensién atmosférica de oxigeno Los hongos que requieren niveles mas elevados de oxigeno
colonizaran la superficie de los alimentos, mientras que los menos exigentes podrian
encontrarse dentro de los mismos. Se ha demostrado que niveles por encima del 20% de
diéxido de carbono inhiben gradualmente la produccién de algunas toxinas, como por
ejemplo las AFs (Pitt y Hocking, 2009).

.1.2.2. Factores biolégicos:

Variabilidad de cepas: la produccion de micotoxinas esté influenciada tanto por el
genotipo del organismo como por el ambiente fisicoquimico en el cual crece, es decir, del
sustrato que colonizan. La produccién de una determinada micotoxina depende de la cepa y

no solo de la especie (Muhlencoert y col., 2004)

Sustrato: los hongos toxicogénicos son capaces de crecer en una gran variedad de
sustratos, tales como numerosos alimentos y piensos, especialmente semillas oleaginosas,
nueces y cereales (mani, trigo). Estos, a su vez difieren en la capacidad que tienen de
resistir la produccién de micotoxinas, afectando tanto la naturaleza como la cantidad de
metabolitos toxicos producidos Las diferencias en el crecimiento fangico y en la cantidad de
toxina producida pueden ser atribuidas a las diferencias fisicas y quimicas que existen en
los sustratos en los cuales el hongo se desarrolla Los parametros fisicos del sustrato, aw,

disponibilidad de oxigeno y temperatura, desempefian un rol muy importante en la
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produccién de toxinas. Ciertos parametros quimicos, tales como el contenido de
aminoacidos, minerales traza, acidos grasos y proteinas, también influyen en la produccién

de micotoxinas, pero de un modo menos determinante (Madhyastha, 1990).

Interacciones microbianas: la presencia de otros microorganismos, tales como
bacterias u otras especies fungicas, pueden alterar el crecimiento del hongo como asi
también la produccién de sus micotoxinas. Esto es debido, a que se genera una
competencia entre microorganismos por los nutrientes disponibles en los sustratos (Miller y
Trenholm, 1994).

[.1.2.3. Factores quimicos:

Factores nutricionales: todas las formas de vida, incluidos los hongos, requieren de
materiales exdgenos para el desarrollo de su biomasa. Como heterétrofos, los hongos
requieren compuestos organicos tanto para la sintesis de su biomasa (metabolismo
anabolico), como para la produccion de energia que conducen reacciones de metabolismo
catabdlico. Los hongos pueden usar un gran nimero de diferentes fuentes de carbono para
la sintesis de carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos y proteinas. De igual modo, la
oxidaciébn de diversos compuestos organicos como azucares simples y complejos,
alcoholes, proteinas y lipidos puede proveer la fuente de energia. Otra de las necesidades
son las fuentes nitrogenadas para la sintesis de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos,
quitina y varias vitaminas. Dependiendo del hongo, el nitrégeno puede ser obtenido a partir
de nitrato, nitrito o amonio. Por todo esto, la disponibilidad y el tipo de factores nutricionales
como las fuentes de carbono y de nitr6geno pueden afectar tanto la produccién de

micotoxinas como la diferenciacion morfolégica (Smith y Moss, 1985).

Agentes antifingicos: un amplio rango de agentes antifingicos son usados en la
prevencion del biodeterioro de alimentos y de enfermedad fangicas en plantas (fungicidas).
Los agentes antifungicos, difieren en sus propiedades quimicas y naturales; y también en su
modo de accion. Se considera a los agentes antifungicos como una manera de controlar el
desarrollo de hongos toxicogénicos sobre sustratos y su consecuente produccién de

micotoxinas (Carlile y Watkinson, 1996) .



I.2. Género Aspergillus

|.2.1.Generalidades

Aspergillus es un hongo filamentoso, saproéfito, perteneciente al filo Ascomycota. Su
micelio esta formado por hifas hialinas, septadas y puede tener reproduccion sexual (con
formacion de ascosporas en el interior de ascos) y asexual (con formacién de conidios). Las
especies pertenecientes al género Aspergillus desempefian un papel esencial en la
degradacion de la materia organica. Su habitat natural es el suelo, donde sobreviven y se
desarrollan sobre materia en descomposicion. Este género es uno de los mas abundantes
en la naturaleza y puede encontrarse en cualquier ambiente (Klich, 2002) y es de particular
importancia, debido a que posee varias especies capaces de desarrollar y producir
metabolitos a baja aw y a altas temperaturas. Poseen gran versatilidad metabdlica y
habilidad para dispersar sus esporas en el ambiente (Moss, 1991) Algunas de estas
especies son consideradas patdgenas de insectos, pudiendo controlar las poblaciones de
los mismos y han sido considerados agentes potenciales para reemplazar insecticidas
quimicos (Smith y Weil, 2004). La utilizacién de cepas no toxicogénicas de A. flavus como
control biolégico de AFs se esta desarrollando cada vez mas en el campo de la fitopatologia
(Cleveland y col., 2003; Alaniz Zanon y col., 2013, 2016).

El genero Aspergillus es de gran importancia econémica, por un lado es usado para la
sintesis de quimicos, transformaciones biotecnoldgicas y para la produccion de enzimas; y
por otro lado, son capaces de contaminar alimentos y piensos (granos y cereales) en
diferentes etapas incluyendo pre y post cosecha, almacenamiento y manipulacion de los
mismos (Pitt y Hocking, 2009).

Las micotoxinas mas importantes producidas por el género Aspergillus. que conllevan
consecuencias econémicas a nivel mundial son AFs, ocratoxina A (OTA), esterigmatocistina
y acido ciclopiazénico (ACP). En la tabla 2 se mencionan las principales especies
toxicogénicas de este género y las micotoxinas asociadas a cereales y oleaginosas (Pitt y
Hocking, 2009).



Tabla 2. Potencial toxicogénico de las principales especies del género Aspergillus que

contaminan cereales y oleaginosas (Fuente: Pitt y Hocking, 2009).

Especies de

: Micotoxinas
Aspergillus
A. candidus Acido kajico
A. clavatus Citochalasina E, paulatina, gliantripina, triptoquivalinas

A. carbonarius

Ocratoxina A

A. flavus

Aflatoxinas B; Yy B», &cido ciclopiazénico

A. fumigatus

Fumitremorginas, gliotoxinas, fumigaclavinas, fumagilinas,
verruculogen

A. ochraceus

Ocratoxinas, acido penicilico, emodina

A. parasiticus

Aflatoxinas B, Bz, G1y G2, &cido kéjico

A. tamarii

Acido ciclopiazénico, acido kojico

A. terreus

Territrems

A. versicolor

Esterigmatocistina

A. wentii

Emodina

I.2.2. Taxonomia e identificacién de especies del género Aspergillus

Aspergillus es un género que se caracteriza por la produccion de hifas especializadas
denominadas conidi6foros, sobre las que se encuentran las células conidiégenas que
originaran las esporas asexuales o conidios. El conidiéforo caracteristico de Aspergillus sp.
presenta tres partes bien diferenciadas: una vesicula, un estipe y una célula pie. Sobre la
vesicula se disponen las células conidibgenas, las que habitualmente se denominan fialides.
En muchas especies, entre la vesicula y las fidlides, se encuentran otro tipo de células que
reciben el nombre de métulas. Las cabezas conidiales que so6lo presentan fidlides se
denominan uniseriadas, y las que presentan tanto filides como métulas toman el nombre de
biseriadas (Abarca, 2000a). Es asi que estas caracteristicas estables, combinadas con otras
caracteristicas micro y macroscopicas primarias y secundarias constituyen la base para la

taxonomia clasica del género Aspergillus (Figura 2)



Vesicula

Cadenas de conidios

ti{ —— Conidi6foro

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas para la clasificacion de especies del género
Aspergillus (Fuente: Sinha, 2013).

La clasificacion del género Aspergillus en subgéneros y secciones esta basada
fundamentalmente en cuatro caracteristicas: presencia de teleomorfo (forma sexual),
presencia o ausencia de métulas, disposicion de las métulas o fialides sobre la vesicula y
coloracion de las colonias (Abarca, 2000a).

Las diferentes secciones pertenecientes al género Aspergillus, se clasifican teniendo
en cuenta las caracteristicas macro y microscépicas de las colonias desarrolladas en los
siguientes medios de cultivo: agar extracto de malta (MEA), agar Czapek extracto de
levadura (CYA), agar nitrato glicerol al 25% (G25N), agar Czapek extracto de levadura
sacarosa al 20% (CY20S) y agar creatina sacarosa (CREA) (Klich y Pitt, 2002; Samson y
col., 2010). Todos estos medios son incubados a 28 y/o 37 °C durante 7 dias, para permitir
el desarrollo de las colonias y luego se procede a la observacion de las siguientes

caracteristicas:



Principales caracteristicas macroscopicas:

Diametro de las colonias

Coloracién del anverso y del reverso de las colonias
e Presencia de esclerocios

e Presencia de gotas de exudado

e Presencia de pigmento difusible

e Textura de las colonias

Principales caracteristicas microscopicas:
¢ Disposicion de las métulas o fidlides sobre la vesicula
e Longitud y anchura de los estipes
e Formay didmetro de las vesiculas
e Longitud y anchura de las métulas y fialides

e Forma, diametro, ornamentacion y color de los conidios

Forma, tamafio y color de las células de Hiille

Forma, tamafio y color de las ascosporas (Abarca, 2000)

1.2.3.Aflatoxinas

Las AFs son las micotoxinas mas estudiadas. Fueron descubiertas y aisladas en 1960
luego de la muerte de decenas de aves (patos y pavos) por consumir harina de maiz
contaminada con estos compuestos. A. flavus fue identificado como el principal
contaminante de estas harinas y productor de los metabolitos secundarios téxicos antes
mencionados, razén por la cual fueron denominadas como “aflatoxinas” (Russell- Paterson y
Lima, 2015).

Las AFs constituyen un grupo de micotoxinas estructuralmente relacionadas a una
difuranocumarina (compuestos organicos heterociclicos), sintetizadas por la via de los
policétidos. En base a su fluorescencia azul (blue) y verde (green) bajo luz UV y su
movilidad relativa en cromatografia en capa fina se denominan de grupo B (AFB1 y AFB,,) y
de grupo G (AFG; y AFG,). Estructuralmente, estos compuestos consisten en cinco anillos,
que tienen un resto de furofurano (anillos B y C), un anillo aromatico de seis miembros (A),
un anillo de lactona de seis miembros (D) y una pentanona de cinco miembros, en el caso
de las AFs B, o un anillo de seis, en el caso de las AFs G (E) (Brase y col., 2013) (Figura 3).
Son producidas principalmente por cepas de Aspergillus seccién Flavi aunque se han

reportado otras cepas capaces de producirlas (Arrda Alvarenga y col., 2013) (Tabla 3).



3 (aflatoxin G4) 4 (aflatoxin Gy)

Figura 3. Estructura quimica de las aflatoxinas mas importantes en alimentos.

(Fuente: Brasey col., 2013).

Tabla 3: Especies productoras de AFs (Fuente: Arraa Alvarengay col., 2013)

Seccion Especie Micotoxinas reportadas

Aspergillus flavus

: - AFB;; AFBy; AFG1; AFG; AFM;
Aspergillus parasiticus

Aspergillus nomius

Aspergillus arachidicola AFB1; AFB,; AFG:; AFG;
Flavi Aspergillus minisclerotigenes
Aspergillus bombycis
P g. y — AFB:
Aspergillus pseudotamarii
A ill iscl igen
sperg? us parylsg erotigenus AFBy: AFG,
Aspergillus toxicarius
. Aspergillus ochraceoroseus
Ochraceorosei PeTg AFB:1

Aspergillus rambellii

Emericella venezuelensis
Nidulantes Emericella astellata AFB;
Apergillus zhaogingensis

La principal diferencia en la produccibn de micotoxinas entre A. flavus y A.
parasiticus es que la mayoria de las cepas de A. parasiticus producen tanto AFs de grupo G
como B en altas concentraciones, mientras que A. flavus produce solo aflatoxinas B: y B>
(Pitt y Hocking, 1999). Las AFs son cancerigenos, inmunotéxicos y genotdxicos que afectan
directamente la estructura de ADN (Williams y col.,, 2004). La AFBi, es el carcindbgeno

natural més potente conocido y es la micotoxina que con mayor frecuencia sintetizan las
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cepas toxicogénicas. La Agencia Internacional de Investigacién en Cancer (IARC, 1993), ha
considerado a esta micotoxina como carcindgeno humano del Grupo 1. Esta toxina puede
causar grandes pérdidas econdmicas y serios riesgos en la salud humana y animal (De
Oliveira Rochay col., 2011).

Las AFs pueden estar presentes en una amplia gama de productos alimenticios,
particularmente cereales, oleaginosas, especias y frutos secos. Productos agricolas como
maiz, mani, pistachos, pimienta negra, frutos secos e higos son considerados como
alimentos de alto riesgo de contaminacién por AFs, pero estas toxinas también han sido
detectadas en otros productos. Los niveles mas altos se encuentran generalmente en
productos provenientes de las regiones méas calidas del mundo donde hay grandes
variaciones climaticas, y se registran temperaturas y actividades de agua Optimas para el
crecimiento de hongos aflatoxicogénicos (Pitt y Hocking, 2009).

[.3. Principales cultivos en Argentina

La agricultura extensiva argentina esta fuertemente identificada con cinco granos: trigo,
maiz (cereales), girasol, mani y soja (oleaginosas). Ello se debe tanto a la superficie
dedicada a su produccion como a los ingresos que generan sus exportaciones. La
produccién agricola extensiva argentina estid orientada principalmente a los mercados
externos. Muchas de las regiones que hoy son casi exclusivamente productoras de grano,
hace unos pocos afos eran identificadas como mixtas, pues coexistian en ellas la
produccién de granos y la ganaderia, o incluso eran netamente ganaderas. En los ultimos 20
afos esas tierras experimentaron enormes transformaciones, que se hicieron extensivas a la
agricultura argentina en general (Satorre, 2005).

Dentro de los cereales, el trigo y el maiz ocupan un lugar de privilegio en Argentina, ya
gue son cultivos centenarios y tienen activa participacion en el comercio mundial desde
comienzos del siglo pasado. Como consecuencia del aumento de su produccion, en los
ultimos afios se sumaron a ese destacado grupo el arroz y la cebada. Considerando el
altimo quinquenio, en el caso del maiz y el trigo, se ha producido un considerable
crecimiento de la agroindustria elaboradora, que ha derivado en una menor exportacién neta
de materias primas y un incremento en las exportaciones con valor agregado (SAGPYA,
2010).

Por otro lado, el mani también es un cultivo de gran importancia en la agricultura
extensiva del pais. Argentina es el mayor exportador mundial de mani manufacturado, y
principal proveedor de la Unién Europea. En el 2013 se exportd el 95% de la produccion,

desplazando a China y Estados Unidos (Camara Argentina del Mani, 2015). El 95,1% de la
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produccién nacional de mani se cultiva en el sur de la provincia de Cérdoba (Bolsa y
Camara de Cereales en Coérdoba, 2011).

La tendencia de la produccién del maiz es creciente, aunque con oscilaciones vinculadas
a las condiciones climéticas, cambiarias y de derechos de exportacion. En la actualidad,
gracias a las nuevas circunstancias econoémicas, si bien existen condiciones climaticas
adversas, se estaria alcanzando un nivel récord que hemos sefialado de 130 millones de
toneladas, casi un 50% mas que las producciones del afio pasado. El crecimiento mas
espectacular es el estimado para el maiz, elevandose a una produccion de 48 millones de
toneladas, lo que representa un 21% mas comparado con la del afio pasado. Por su parte, el
trigo y girasol también favorecieron las expectativas para este afio, mientas que la soja logré
una produccién igual a la del afio pasado que era lo que se esperaba (Ferreres, 2017)

I.3.1.La importancia del maiz en Argentina.

El maiz es el segundo cultivo mas importante en la Argentina luego de la soja, con una
participacion del 24% de la produccion total de granos del pais. Es un insumo clave de una
gran variedad de industrias, principalmente aquellas destinadas al uso del cereal como
forraje para la alimentacién de ganado vacuno, avicola y porcino (MAIZAR, 2013).

También tiene una importante participacion la molienda hiumeda y seca para la
produccién de distintos derivados para alimentacion humana y productos quimicos. Asi
mismo, la exportacién es el principal destino del cereal, representando entre el 70 y 75% de
la produccion (fyo. SA, 2012.)

El area de siembra del cereal en nuestro pais es muy dispersa, pero las provincias
de Santa Fe, Cdrdoba y Buenos Aires concentran el 70% de la produccién con los mejores
rendimientos productivos y mas oportunidades de destinos de la cosecha (Ministerio de
Agroindustria, 2015) (Figura 4).
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Area sembrada con MAIZ

Area sembrada como
porcentajo de in superfice
del Gepartamweto O partido.

Fuente: Bolsa de Comercic de Rosario

Figura 4. Principales areas sembradas de maiz en Argentina (Fuente: Bolsa de

comercio de Rosario, 2015).

El consumo de maiz viene incrementandose aceleradamente. El rapido crecimiento de la
industria de etanol, la recuperacion de la industria aviar, los nuevos mercados y el aumento
de la poblacion son algunas de las razones que han llevado a que el consumo de maiz

crezca mas de un 35% durante la Ultima década.

I.3.2.Poblaciones de Aspergillus spp. en semillas de maiz y otros cultivos en

Argentina

Las semillas de maiz, tanto en la planta como durante el almacenamiento, poseen una
microbiota particular asociada a bacterias, hongos e insectos que pueden producir dafios
tanto al grano como a la planta. El ataque fungico puede empezar en los tejidos sanos o
dafados por agentes biolégicos o factores ambientales (Woloshuk y col., 1997). En los
campos de cultivos, estas semillas estdn en contacto directo con comunidades de hongos

presentes en el suelo o la vegetacion circundante, tales como varios integrantes de los
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géneros: Fusarium., Penicillium., Alternaria., Paecilomyces., Scopulariopsis. etc., pero en
especial por especies de Aspergillus y Penicilium que bajo condiciones ambientales
apropiadas (temperatura y humedad) y por su gran capacidad xerofilica pueden ser los
primeros colonizadores del grano en el almacenaje, causando biodeterioro del mismo.
Dentro de las actividades biolégicas de importancia en el almacenamiento, se destaca la
produccién de micotoxinas. (Samson y col., 2000).

La presencia de micotoxinas en los alimentos implica riesgos agudos o cronicos en salud
publica, con repercusiones nacionales e internacionales en el @mbito del control sanitario y
por consiguiente en la comercializacion de estos granos (Van Egmond, 1989).

Las especies de Aspergillus seccion Flavi, se han estudiado en maiz en muchas partes
del mundo. Argentina, aporta abundante informacién al respecto, especialmente en la
provincia de Santa Fe, que produce casi el 30% de la cosecha nacional de maiz (Nepote y
col. 1994; 1997; Resnik, 1996; Chulze y col. 1989; Etcheverry y col., 1999; Picco y col.,
2000; Nesci y Etcheverry, 2002; Alaniz Zanon y col., 2013; Camilleti y col., 2017), pero
también cultiva en otros cultivos, como mani, sorgo, algodén, trigo, etc. (Barros y col., 2003;
Pildain y col., 2004).

Argentina tiene una amplia zona de cultivo de maiz, que presentan distintos tipos de
climas (calidos y humedos) y suelos que afectan en cierta medida la ecologia y distribucién
de los hongos en general y las especies de Aspergillus. en particular). EI conocer la
distribucion de las especies toxicogénicas de Aspergillus, permite desarrollar en los paises
productores programas de control dirigidos a las probables areas de riesgo mediante la
adecuada rotacién de cultivos y el manejo de los rastrojos, fuente primaria de estos hongos
(Sepulveda y Piontelli, 2005).

|.4. Fitosanitarios

Los productos fitosanitarios, también llamados agroquimicos, plaguicidas o plaguicidas,
son sustancias quimicas o mezclas de sustancias destinadas a matar, repeler, atraer,
regular o interrumpir el crecimiento de seres vivos considerados plagas. Dentro de estas se
incluyen a insectos, hierbas, pajaros, mamiferos, moluscos, peces, nematodos o microbios
que compiten con los humanos para conseguir alimentos. Son destructores, propagan
enfermedades o son vectores de éstas, o causan molestias. Los plaguicidas en la actualidad
son necesarios para porteger la sanidad de las plantas, y con ello nuestros alimentos.
Pueden ser de origen bioldgico o de sintesis quimica. Permiten minimizar o impedir el dafio
gue las plagas pueden causar a los cultivos, y, por lo tanto, afectar el rendimiento y la

calidad de la produccién de los alimentos. No son necesariamente venenos, pero pueden
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ser toxicos para el ambiente y seres vivos (EPA, 2007). Los plaguicidas se pueden clasificar
segun la familia quimica a la que pertenezcan. Las mas importantes son: organofosforados,
organoclorados, carbamatos y triazinas (CASAFE, 2012).

La agricultura es uno de los pilares fundamentales de la economia argentina, lo que trae
aparejado la aplicacion de significativas cantidades de plaguicidas que impactan sobre la
calidad del ambiente. En nuestro pais desde los afios 70, se registran datos sobre el
impacto ambiental de los plaguicidas en los alimentos y en la salud humana (Villaamil
Lepori, 2013).

Desde la década del 40 hasta los afios 70, los plaguicidas organoclorados (POC) fueron
ampliamente utilizados en Argentina al igual que en el resto del mundo. En la misma época,
irrumpieron en el mercado los plaguicidas organofosforados (POF) y los carbamicos (PCar).
El organismo responsable del registro de agroguimicos en Argentina, el Servicio Nacional de
Sanidad Vegetal y Calidad Agroalimentaria (SENASA), mediante diferentes resoluciones fue
restringiendo y prohibiendo el uso de los POC vy ciertos POF y PCar, debido a sus conocidos
efectos adversos sobre la salud humana y el ambiente, asi como por su elevada
persistencia en el ambiente (Villaamil Lepori, 2013).

A partir de los afios 70, la produccion y el consumo de los agroquimicos aumento,
especialmente en los paises productores de granos, acrecentandose los riesgos de efectos
adversos a largo plazo en la poblacién en general, en los trabajadores y en el ambiente
(Brunstein y col. 2009).

I.4.1.Principales plaguicidas utilizados en Argentina

Actualmente, los principales agroquimicos utilizados en Argentina son los herbicidas, de
los cuales los compuestos mas utilizados son el glifosato y la atrazina, seguidos de los
insecticidas cipermetrina, clorpirifés y lambdacialotrina. A pesar de haber disminuido el
empleo de piretroides, respecto al afio 2010, el principal insecticida aplicado actualmente es
el clorpirifés. También, hubo desarrollo de insecticidas como el rynaxypyr
(diamidasantranilicas) y fipronil (fenilpirazol), seguido del uso de fungicidas; con un registro

menor se ubicaron los curasemillas y acaricidas (Villaamil Lepori, 2013).

1.4.1.1. Glifosato

El glifosato (Figura 5), técnicamente N-fosfonometilglicina, CsHsNOsP; es el principio
activo de varios herbicidas comerciales, que se formulan junto a un surfactante. Este

herbicida es de amplio espectro, no selectivo y de uso habitual en Argentina y en el resto del
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mundo para eliminar malezas indeseables en ambientes agricolas (como cultivos de maiz y
soja) y no agricolas (CASAFE, 2005). Segun su riesgo toxicologico es clasificfado como un
plaguicida de clase Il (producto poco peligroso, banda verde) (OMS; 2009) Su modo de
accion es la inhibicién de la sintesis de aminoacidos esenciales produciendo un bloqueo
metabdlico que induce clorosis y necrosis total sobre el tejido tratado (Nufarm, 2015).

En la actualidad se aplican anualmente 160.000 toneladas de glifosato para controlar
las malezas en los cultivos de soja y maiz. La tasa de aplicacion recomendada varia de 2 a
4 L/ha, sin embargo, dosis mas altas o aplicaciones repetidas en la pre-cosecha o aplicacién
post cosecha en sistemas de siembra directa son comunes. El glifosato en si es un &cido,
pero se usa comunmente en forma de sal, la mas comun es la sal de isopropilamina. Es una
sustancia altamente soluble en agua que puede formar complejos faciimente (Nufarm,
2015).
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Figura 5. Estructura quimica de glifosato.

1.4.1.1.1. Efectos del glifosato en el ambiente

La aplicacion excesiva y repetida de plaguicidas puede dar como resultado un alto
nivel de residuos acumulados en los productos vegetales, lo que plantea un potencial riesgo
para la salud de los consumidores y el impacto ambiental. La Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) ha establecido un nivel
maximo de contaminantes (MCL) de glifosato en agua potable a 0,7 ug/mL, mientras que el
nivel residual maximo (LMR) de glifosato en la mayoria de los cultivos se fija en 0,1 ug/g, por
la Uni6n Europea. Se ha determinado que los principales efectos adversos detectados en el
hombre como consecuencia de la exposicién accidental a glifosato son gastrointestinales,
dérmicos, en vias respiratorias superiores, neuroldgicos, cardiovasculares, oculares,
musculares y/o varios de estos efectos combinados (US-EPA, 2010). Por otro lado, el

glifosato puede producir efectos secundarios no deseados sobre los microbios del suelo. Los
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hongos pueden utilizar el glifosato como nutriente y también como sustrato energético
(Massisha y col., 2011).

La persistencia de este herbicida en suelos es muy variable y depende de multiples
factores. Se une firmemente a las particulas del suelo, alcanzando una persistencia de hasta
170 dias con una vida media habitual de unos 45 a 60 dias (Vereecken, 2005). Pero durante
este periodo es posible que afecte la microbiota del suelo. Algunos estudios han demostrado
que la adicion de este compuesto puede inhibir el crecimiento de micorrizas flngicas y por
consiguiente pueden estimular el crecimiento de hongos fitopatbgenos como Fusarium o
Aspergillus. También es posible que se produzcan cambios morfol6gicos en sus esporas y
alteraciones en la estructura y coloracion de micelio y la consecuente produccién de sus
micotoxinas, representando asi un peligro potencial para suelos agricolas (Krzysko-Lupicka
y Sudol, 2008; Barberis y col., 2013). Otros estudios demuestran que al aplicar glifosato
asociado con otros plaguicidas en suelo produce una disminucion de la biomasa bacteriana
y la inhibicion de su actividad enzimatica (Tejada, 2009). Ademas, se ha asociado a este
herbicida con una reduccion en la diversidad microbiana del suelo, lo que puede provocar
alteraciones en la cadena tréfica y procesos biolégicos en este ecosistema (Lupwayi y col.,
2009).

.4.1.2. Clorpirifés

El clorpirifés (Figura 6), técnicamente O, O-dietil O-3,5,6-tricloropiridin-2-piridil
fosforotioato, CgH11CIsNO3PS; es un insecticida organofosforado de aplicacion foliar y
edafica. Actla sobre el sistema nervioso de insectos provocando la muerte de los mismos.
Segun su riesgo toxicologico es clasificfado como un plaguicida de clase |l (producto
moderadamente peligroso, banda amarilla) (OMS; 2009). El clorpirifés y otros plaguicidas
organofosforados pueden generar un riesgo potencial para los seres humanos y otros
organismos al acumularse en los tejidos vivos (Serrano y col., 1997; Wang y col., 2005). Por
esta razon, constituye una amenaza para los sistemas de produccion de especies acuaticas
si llega a los cuerpos de agua (ATSDR, 2011). El clorpirifés no se disuelve facilmente en
agua; puede adherirse a particulas y sedimentos suspendidos y su vida media en el suelo
varia de 10 a 120 dias, por lo que es uno de los plaguicidas mas frecuentemente detectados
en aguas superficiales y subterraneas en el mundo; y una cantidad considerable se acumula
en el suelo (USGS, 2000; Domagalski y Munday, 2003). En Argentina, son escasos los
estudios sobre la contaminacién causada por clorpirifés. El clorpirifés (Jergentz y col., 2004;
2005; Marino y Ronco, 2005).
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Figura 6. Estructura quimica de clorpirifos.

1.4.1.2.1. Efectos del clorpirifés en el ambiente

Los organismos vivos estan expuestos a residuos de clorpirifés en el suelo y el agua,
lo que resulta un riesgo para el equilibrio ecoldgico (Kulshrestha y Kumari, 2011). También
hay algunos estudios sobre los residuos de clorpirifés en la cadena alimentaria (Aysal y col.,
2004; Chandra y col., 2010). Se han observado dafios relevantes en el hombre asociados a
alteraciones endocrinas, defectos congénitos, bajo peso al nacer, reduccién de la
circunferencia de la cabeza, trastornos del sistema nervioso y anomalias del sistema
inmunolégico (Cisar y Snyder, 2000; Furlong y col., 2006; Singt y col., 2009; Rauh y col.,
2011). En los animales la exposicién a clorpirifés da como resultado estrés oxidativo, cancer
de vejiga y dafio cromos6émico (Lee y col., 2004; Giordano y col., 2007). Por otro lado, los
microorganismos del suelo pueden tener diferentes tipos de respuesta frente a los
plaguicidas, el efecto depende de diversos factores incluyendo el mecanismo de accién del
plaguicida, su biodisponibilidad y propiedades fisicoquimicas del suelo, de la dosis utilizada,
concentracion en suelo, etc. Las concentraciones bajas del plaguicida en suelo muy pocas
veces afectan a la poblacion microbiana y a sus enzimas. Sin embargo, se ha informado que
concentraciones mas altas que las recomendadas (dosis>4L/ha) producen efectos
perjudiciales sobre la biomasa microbiana, actividad enzimdtica, respiracion microbiana;
siendo las mas significantes la reduccién de la biomasa (Vischetti y col., 2007) y actividad
enzimatica y metabdlica (Singh y col., 2003a). Luego de tratamientos con clorpirifés, se han
informado efectos inhibitorios en la fijacion de nitrégeno, en la mineralizacién de nitrégeno,
fésforo y potasio (Martinez-Toledo y col., 1992; Pozo y col., 1995; Sardar y Kole, 2005) y en

la amonificacién de arginina en microorganismos rizosféricos (Menon y col., 2004).
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Es importante conocer el efecto de los plaguicidas, mas alla del control de
enfermedades severas en las plantas. El uso correcto de estos, como en el caso de los
fungicidas, puede conducir a una disminucion de la micobiota y seguido a esto una
disminucion de la cantidad de micotoxinas producida. Algunos estudios muestran que el uso
de concentraciones subletales de plaguicidas pueden favorecer la sintesis de micotoxinas
(Moss y Frank, 1987). Por otro lado, también se informé que los plaguicidas pueden
disminuir la sintesis de micotoxinas sin afectar el crecimiento fangico (Draughton y Ayres,
1978; 1982).

En las dltimas décadas las exigencias internacionales en materia alimentaria son
cada vez mayores, las legislaciones de algunos paises desarrollados establecen pardmetros
mas estrictos, en procura de ejecutar politicas que aseguren un elevado nivel de proteccion
de la vida y la salud de las personas asegurando el consumo de alimentos de calidad e
inocuos. Estas exigencias se basan, principalmente, en factores higiénico-sanitarios, como
es el caso de las micotoxinas y de los plaguicidas. La ingestion de alimentos que contengan
estas sustancias durante cierto tiempo puede generar diversos efectos adversos sobre la
salud humana; dependiendo de las dosis ingeridas y las condiciones propias de los
individuos (Antunes y col., 2010).

Bajo el sistema agricola actual, los plaguicidas son contaminantes habituales del
suelo y de muchos alimentos. Esto determina la importancia de evaluar el impacto que estos
ejercen sobre la microbiota de los suelos cultivables. Desde la introduccion de los
plaguicidas organofosforados en los nuevos sistemas de produccion, los investigadores se
han abocado al empleo de ensayos mas elaborados y sensibles para evaluar las diferentes
facetas del impacto de los mismos sobre la salud humana y los sistemas ecolégicos. Sin
embargo, no existe suficiente informacion cientifica sobre el impacto de clorpirifés y glifosato
sobre la micobiota del suelo, en particular los hongos toxicogénicos, tanto a corto como a
mediano plazo. En estudios previos se informé que el suelo constituye la principal fuente de
in6culo para especies de Aspergillus seccion Flavi determinando la posterior colonizaciéon de
los granos de mani o maiz, siendo AFB; la micotoxina mas frecuente (Barros y col., 2003;
2005; Magnoli y col.,, 2007; Alaniz-Zanon y col.,, 2013). Desde el punto de vista
reglamentario, las AFs junto a los plaguicidas se consideran actualmente como
contaminantes inevitables de los alimentos, dado que no pueden prevenirse ni eliminarse
totalmente de las materias primas con las practicas agricolas utilizadas en la actualidad.
Debido a los cambios en las practicas agro-culturales resulta importante conocer la
influencia de diferentes dosis de agroquimicos utilizados comUnmente en los cultivos
regionales, sobre la micobiota potencialmente toxicogénica presente en el suelo y la
posterior aparicion de micotoxinas asociadas a los granos destinados al consumo tanto

humano como animal.
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II.  HIPOTESIS
Las especies potencialmente toxicogénicas de Aspergillus seccién Flavi estan presentes en
suelos agricolas destinados al cultivo de soja, maiz y mani. El crecimiento de estos hongos
y la produccién de aflatoxinas estan afectados por la exposicion a diferentes dosis de

clorpirifos y glifosato.

.  OBJETIVOS

Objetivo General

Aislar e identificar a las especies toxicogénicas de Aspergillus seccién Flavi en suelos
agricolas expuestos a plaguicidas, y evaluar el efecto in vitro e in situ de diferentes dosis de

clorpirifos y glifosato sobre el crecimiento y la produccién de aflatoxinas.
Objetivos Especificos
= Aislar e identificar cepas de Aspergillus seccion Flavi de suelos destinados al cultivo de

soja, mani 0 maiz expuestos a la aplicacion de los plaguicidas.

= Caracterizar el perfil toxicogénico de las cepas aisladas evaluando la capacidad de

producir aflatoxinas.

= Determinar la influencia de diferentes dosis de clorpirifos y glifosato, sobre el crecimiento
y la produccion de aflatoxinas por cepas de Aspergillus seccién Flavi, bajo diferentes
condiciones de disponibilidad de agua y temperatura a través de ensayos in vitro e in

situ.
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IV.  MATERIALES Y METODOS

IV.1. Materiales:

IV.1.1. Medios de cultivo

Agar Dichloran Rosa de Bengala Chloranphenicol (DRBG): peptona 5 g, glucosa 10 g,
MgSO. 7H,0 0,5 g, KH2PO4 1 g, dicloran 0,002 g, rosa de bengala 0,0025 g, agar-agar
15 g, agua destilada 1000 mL.

Agar Extracto de Malta (MEA): extracto de malta 20 g; glucosa 20 g; peptona 5 g; agar-agar
15 g; agua destilada 1000 mL.

Agar Harina de Maiz: maiz molido 30 g; agar-agar 20 g; agua destilada 1000 mL.

Medio Czapek Dox Modificado (CYS): glucosa, 10 g; MgSOa4. 7 H20, 0,5 g; NaNOQOs, 2 g;
FeSOa4. 4H20, 0,01 g; K2HPO4, 1 g; extracto de levadura, 0,5 g; agua destilada 1000 ml.

Medio Czapek — extracto de levadura con 20% de sacarosa (CY20S): K2HPO41 g, Czapek

concentrado 10 mL, extracto de levadura 5 g, sacarosa 200 g, agar-agar 15 g, agua
destilada cnp. 1000 mL.

IV.1.2. Plaguicidas:
o Clorpirifés (0O,0O-diethil 0O-3,5,6-trichloro-2-pyridil phosphorothioato), (Chem-Service,
USA., 99% de pureza).
Formulado comercial: de Hor-tal®, linea jardin
e Glifosato (N-phosphomethyl Glycine), (Sigma Chemicals, USA., 99,2% de pureza).

Formulado comercial: Roundup Ultramax®

IV.1.3. Soluciones:

Solucién diluyente de agua peptonada.

A partir de una soluciébn madre de 10 g/L de Clorpirifés se prepararon las siguientes

soluciones de trabajo:

v' Ensayo de crecimiento:
o 0.06 mM: 2 mL Clorpirifés; 1000 mL agua destilada estéril.
o 0.14 mM: 5 mL Clorpirifés; 1000 mL agua destilada estéril.
o 0.3 mM: 10 mL Clorpirifés; 1000 mL agua destilada esteéril.
o 0.6 mM: 20 mL Clorpirifés; 1000 mL agua destilada esteéril.
o 1.4 mM: 50 mL Clorpirifés, 1000 mL agua destilada esteéril.
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A partir de una soluciéon madre 2 M de Glifosato se prepararon las siguientes soluciones
de trabajo:
v' Ensayo de crecimiento:

o 20 mM: 10 mL Glifosato; 1000 mL agua destilada estéril.

o 50 mM: 25 mL Glifosato: 1000 mL agua destilada estéril.

o 100 mM: 50 mL Glifosato; 1000 mL agua destilada estéril.

o 200 mM: 100 mL Glifosato; 1000 mL agua destilada estéril.

o 500 mM: 250 mL Glifosato, 1000 mL agua destilada estéril.

Solvente de extraccion de AFB; de medio de cultivo: cloroformo: acetona (9:1 v/v)
Solvente de extraccion de AFB: de granos de maiz: metanol:agua (60:40), hexano,
Cloruro de Sodio.

Fase movil para la cuantificacion de AFB;: acetonitrilo / metanol / agua (1:1:4 v/ v/ v)

IV.2. Métodos:

IV.2.1. Aislamiento, identificacion y caracterizacion de las cepas de Aspergillus

seccién Flavi de suelos agricolas expuestos a la aplicacion de los

plaguicidas clorpirifés y glifosato.

IV.2.1.1. Muestreo de suelo.

Se realizé un muestreo de suelo agricola en campos de la regién sur de la provincia de
Cérdoba expuestos a plaguicidas por mas de 10 afios. Se analizaron un total de 50
muestras correspondientes a 5 lotes (10 de cada lote). En cada lote se traz6 una
diagonal y se tomaron las muestras a una distancia de 100 m entre cada una. Las
muestras se obtuvieron en el periodo post-cosecha de los lotes de maiz, momento en el
cual ya se hubieron realizado todas las fumigaciones que cominmente se aplican al
cultivo. Se tomaron muestras de 1 Kg de la capa superior del suelo (5 cm de
profundidad) con sacabocados. En el laboratorio, las muestras se secaron en estufa de
aire forzado durante 1-2 dias a 25-30°C y se tamizaron (2 mm de malla) para eliminar
restos de vegetales y piedras. Luego se homogeneizaron y se cuartearon hasta lograr
una muestra representativa de aproximadamente 500 g para el andlisis. Se analiz6 la
micobiota dentro de las 48 h del arribo al laboratorio. El resto de las muestras fueron

almacenadas a 4°C para posteriores ensayos.
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V.2.1.2. Aislamiento y enumeracion de especies de la seccion Flavi.
Se realizo el aislamiento de las cepas por el método de diseminacion en superficie (Pitt y

Hocking, 2009). Para ello, se homogeneizaron 10 g de muestra en 90 ml de agua
peptonada al 0,1% y se realizaron diluciones seriadas factor 10. Se realiz6 en un medio
de cultivo general de recuento de micobiota y de hongos xerofilicos: agar dichloran rosa
de bengala chloranphenicol (DRBC). Las placas se incubaron en oscuridad a 25°C
durante 5-7 dias, solo aquellas conteniendo entre 10 y 100 colonias se utilizaron para el
recuento. Las colonias representativas correspondientes al género Aspergillus se

subcultivaron en agar extracto de malta (MEA) para su posterior identificacién.

IV.2.1.3. Caracterizacion morfolégica de las cepas de Asperqillus.

La identificacién taxonémica de las diferentes cepas de esta seccion se realizé mediante
la evaluacion de caracteres fenotipicos siguiendo el esquema de identificacién propuesto
por Klich (2002) Samson y col. (2007; 2010).

IV.2.2. Caracterizacién de los perfiles toxicogénicos de las cepas

IvV.2.2.1. Medios de cultivo e incubacidn.

Todas las cepas identificadas como Aspergillus de la seccién Flavi se inocularon en

placas de MEA y se incubaron durante 7 dias a 25°C.

IV.2.2.2. Extraccion, deteccién y cuantificacion de AFs.

La extraccion de AFs se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Geisen (1996)
con algunas maodificaciones. De cada colonia se tomaron por duplicado tres trozos de
agar-MEA (1 x 1 cm), se transfirieron a un tubo Eppendorf y se extrajo la toxina con 500
uL de cloroformo. La mezcla se centrifugd por 20 min. a temperatura ambiente a 4.000
rpm, luego el extracto cloroférmico se separ6 del micelio y se evapor6 a sequedad. Para
detectar la presencia de AFs en el extracto seco se realiz6 una cromatografia en capa
delgada (TLC). Uno de los extractos secos se disolvié en 100 uL de cloroformo y se
sembroé junto a soluciones patrones de AFB: sobre una cromatoplaca de silica gel sin
indicador de fluorescencia (G60, Merck). Como solvente de corrida para la misma se
utilizé una mezcla de cloroformo: acetona (9:1 v/v) y la cromatografia se desarrollo a
temperatura ambiente en cuba saturada hasta que el frente del solvente alcanzé una
altura de 10 cm a partir de la linea de siembra. La observacion de las placas se realizé
bajo luz UV a 360 nm. Se determiné cualitativamente la produccion de AFs de cada

aislante comparando la florescencia de las soluciones testigos con cada extracto.
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La cuantificacibn de AFs en el extracto se realizd por HPLC siguiendo la metodologia
propuesta por Trucksess y col. (1994). El otro residuo seco se resuspendio en 200 uL de
cloroformo y se derivatizd con 700 puL de una mezcla conteniendo acido
trifluoroacético/acido acético/agua (20:10:70 v/iviv). Las AFs derivatizadas (50 pL) se
analizaron usando un equipo HPLC de fase reversa con un sistema de deteccion de
fluorescencia. El sistema de HPLC consistié de una bomba Hewlett Packard 1100 (Palo
Alto, CA, USA) conectado a un detector de fluorescencia programable Hewlett Packard
1046 y ambos conectados a una estacion Hewlett Packard. Las separaciones
cromatogréficas se desarrollaron en una columna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm
i.d., tamafio de particula 5 pum, Luna-Phenomenex, Torrance, CA) conectada a una
precolumna SecurityGuard KJO-4282 (20 x 4,6 mm i.d., tamafo de particula 5 pm,
Phenomenex). La fase mévil empleada fue acetonitrilo/metanol/agua (1:1:4 v/viv) a una
velocidad de flujo de 1,5 mL/min. La longitud de onda de excitacién y emision fue de 360
y 440 nm, respectivamente. Se construyeron curvas de calibracién con las soluciones
testigo de diferentes concentraciones de AFB:. Las AFs presentes en las muestras se
cuantificaron por correlacion entre la altura de los picos cromatogréficos de las muestras
y las curvas estandares. Se determind la concentracién de AFs producida por gramo de

micelio. El limite de deteccidon del método analitico fue de 1 ng/mL.

IV.2.3. Evaluacion del efecto de clorpirifés y glifosato sobre el crecimiento y la
produccién de AFB1 por especies toxicogénicas de Aspergillus seccion
Flavi bajo diferentes condiciones de disponibilidad de agua vy

temperaturas.

IV.2.3.1. Evaluacion in vitro.

IvV.2.3.1.1. Microorganismos.

Se seleccionaron aquellas cepas aflatoxigénicas de Aspergillus seccion Flavi con mayor
capacidad de producir AFs: A. flavus (AF 56 y AF 63) y A. parasiticus (NRRL 2999 y AP
55).

vV.2.3.1.2. Medios de cultivo.
Se prepararon placas de Petri conteniendo agar extracto de maiz (AHM) al 3% p/v
(Astoreca y col., 2007; Oviedo y col., 2009) acondicionados a 0.928, 0.955 y 0.982 de aw

mediante el agregado de diferentes concentraciones de glicerol (Dallyn y Fox, 1980). La
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aw de todos los medios se midié con un Aqualab Series 3 (Labcell Ltd., Basingstoke,
Hants, UK).

vV.2.3.1.3. Plaguicidas.

Se utilizé clorpirifés (O,0-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate) y glifosato
(N-phosphomethyl glycine) como el correspondiente formulado comercial de cada uno de
ellos (clorpirifés de Hor-tal®, linea jardin y glifosato de Roundup Ultramax®). A partir de
cada uno de estos plaguicidas se prepararon soluciones de trabajo en agua destilada
estéril, las cuales fueron adicionadas a los medios de cultivo a 45-50°C, en
concentraciones crecientes de 0.06, 0.14, 0.3, 0.6 y 1.4 mM en el caso de clorpirifés y de
20, 50, 100, 200 y 500 mM para glifosato.

IV.2.3.1.4. Inoculacién e incubacion.

Los medios de cultivo se inocularon con suspensiones de conidios de las cepas en agar
semisdlido, mediante siembra en puncion en la parte central de la placa. Luego fueron
incubadas a 18, 28 y 37 °C, durante 21 dias en bolsas de polietileno para mantener

constante la aw.

IV.2.3.1.5. Medicion de los parametros de crecimiento.

Se midieron diariamente dos didmetros en dos direcciones en un angulo de 90° para
cada colonia. La velocidad de crecimiento radial (mm/dia) se calcul6 mediante una
regresion lineal obtenida al enfrentar el radio de cada colonia versus el tiempo (dias). Se
determind la fase de latencia (h) previa al crecimiento y la tasa de crecimiento diamétrico
(mm/dia) en relacién a la cepa, la concentracion de plaguicida, la aw y la temperatura
(Barberis y col., 2009). Para cada tratamiento los ensayos y medidas se llevaron a cabo
por duplicado.

IvV.2.3.1.6.  Determinacion de AFB.
Se evalud la produccion de AFB: para cada cepa a los 7, 14 y 21 dias de incubacion

obtenidas bajo cada condicion de aw, temperatura y concentracién de plaguicida. La
extraccion de AFs fue realizada siguiendo la metodologia propuesta por Geisen (1996) y
la cuantificacion se determind por HPLC fase reversa siguiendo la metodologia
propuesta por Trucksess y col. (1994), ambas detalladas en el punto 2.2.2. El limite de

deteccién del método analitico fue de 0.7 ng/g.
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IvV.2.3.2. Ensayo in situ.

IvV.2.3.2.1. Microorganismos.

Se utilizaron dos de las cepas aflatoxigénicas de Aspergillus seccién Flavi: A. flavus
(AF63) y A. parasiticus (AP55) seleccionadas en el punto 2.3.1.1 por presentar los

mejores parametros de crecimiento en el medio AHM.

IvV.2.3.2.2. Plaguicidas.
Se utilizaron los plaguicidas y soluciones de trabajo mencionadas en el punto 2.3.1.3.

IV.2.3.2.3. Acondicionamiento de los granos de maiz.

Los granos de maiz se esterilizaron con radiacion gamma (10-12 Kgrays) y se
conservaron asépticamente a 4°C hasta el momento de su uso. Este tratamiento se
realiz6 para eliminar la microbiota natural del sustrato sin afectar su germinacion,
viabilidad y valor nutritivo (Etcheverry y col., 1999). Se llevé a cabo una curva de
absorcion (Figura 7), para lo cual se agregd a una cantidad conocida del sustrato,
distintos volimenes de agua; los granos se mantuvieron en reposo durante 72 horas y
finalmente se midieron las aw de los mismos para obtener los datos con los cuales se

realiz6 la curva.
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Figura 7. Curva de absorcién de granos de maiz a 25 + 2°C.
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Para realizar el ensayo se colocé una cantidad conocida de granos de maiz en frascos de
vidrio, luego se les adicioné diferentes volimenes de una solucion de clorpirifés o glifosato
con la finalidad de obtener diferentes concentraciones 0.06, 0.14, 0.3 0.6 y 1.4 mM y 30, 50,
100, 300 y 500 mM, respectivamente. A los controles se les agregd un volumen de agua
equivalente al volumen de la solucion de trabajo. Los granos se dejaron estacionar durante
un dia para favorecer la homogenizacion de los mismos, periodo durante el cual se agitaron
diariamente. Luego se rehidrataron teniendo en cuenta la curva de absorcion anterior en
relacion a la aw inicial de los mismos, para llegar a 0.98, 0.95 y 0.93 de aw. Se mantuvieron
en reposo durante dos dias mas y se midieron las distintas aw alcanzadas mediante un

Aqualab Series 3 (Decagon devices, Inc., WA., USA).

IV.2.3.2.4. Distribucidon de los granos de maiz.

Los granos rehidratados se colocaron en placas de Petri estériles formando una capa
fina superficial (aproximadamente 20 g). Se prepararon tres placas para cada una de las
condiciones de aw Y el control.

IV.2.3.2.5. Inoculacion e incubacion.

Los granos de maiz se inocularon con suspensiones de conidios en agar semisdlido de
las cepas en estudio. Esta inoculacion se realizé sobre un grano ubicado en el centro de
cada placa. Luego fueron incubadas a 25°C, durante 21 dias en bolsas de polietileno

para mantener constante la aw.

IV.2.3.2.6. Medicion de los parametros de crecimiento.

Se midieron diariamente dos didmetros para cada colonia. La velocidad de crecimiento
radial y la fase de latencia para cada condicion de aw, y concentracién de plaguicida se
determinaron segun lo descripto en el punto 2.3.1.5. Para cada tratamiento los ensayos y

medidas se llevaron a cabo por triplicado por un periodo de 21 dias.

IV.2.3.2.7. Determinacion de AFB;.

Se evalud la produccion de AFB: para cada cepa a los 7, 14 y 21 dias de incubacion

desarrollada bajo cada condicién de aw, y concentracion de plaguicida. Previo a la
extraccion las placas con los granos se inactivaron en autoclave (120°C durante 15 min.)
para minimizar la carga de esporas flngicas presentes en las mismas. Luego se secaron
en estufa de aire forzado a 60°C durante 24 hs y se molieron. Una vez inactivados y
molidos los granos, se realiz6 la extraccion de AFs siguiendo la metodologia propuesta
por AOAC (1995) con modificaciones. La extraccion de la toxina se realizé con una

mezcla de metanol:agua (60:40 v/v), NaCl y hexano, agitando durante 30 minutos. Se
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filtr6 con papel de filtro (Whatman N° 1) para separar los granos del extracto liquido, se
tomé un volumen determinado de esta fase y se lo agité con cloroformo para extraer la
toxina. Por ultimo, se evaporo el extracto cloroférmico a 60°C.

La deteccién y cuantificaciéon de AFBi.se determind por HPLC fase reversa siguiendo la
metodologia propuesta por Trucksess y col. (1994) detallada en el punto 2.2.2. El limite

de deteccién de la técnica utilizada fue de 2.2 ng/g.

IV.2.4. Andlisis estadistico.

El andlisis de todos los datos se realizé mediante andlisis de la varianza. Los recuentos
de hongos y los datos porcentuales se transformaron usando una funcién logaritmica log
10 (x + 1) antes de aplicar el andlisis de la varianza Los datos de fase de latencia (hs) y
velocidad de crecimiento (mm/d) fueron transformados usando la funcién logaritmica
(logio) para luego ser sometidos al andlisis de la varianza para obtener el efecto de dos
factores (concentracion x aw) y tres factores (temperatura X aw X concentracion). La
prueba de Fisher (LSD) fue utilizada para determinar las diferencias significativas de
cada uno de los andlisis realizados. Todos los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el software Infostat 2010p de la Universidad Nacional de Cérdoba.
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V. RESULTADOS

V.1l. Aislamiento, identificacion y caracterizacion de las cepas de Aspergillus
seccion Flavi de suelos agricolas expuestos a la aplicacién de los plaguicidas

clorpirifés y glifosato.

La figura 8 muestra los recuentos fungicos totales en medio DRBC de las muestras
de suelo expuestos a plaguicidas tomadas en dos localidades del sur de la provincia de
Cérdoba. Los recuentos variaron entre 3,5 a 5,5y 4,7 a 5,6 logio UFC/g en las muestras de
Sampacho y Serrano, respectivamente. Los valores medios en los recuentos fueron de 5,19
+ 0.56 logio UFC/g y 5,05 + 0.37 logio UFC/g para cada localidad. El andlisis estadistico
mostré que no existen diferencias significativas en el recuento general entre las dos

localidades analizadas (p>0,01).

W Sampacho ()
m Serrano (&)
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

Muestras

Recuento Fungico Total (log,, UFC/g)
= N w S (9]

o

Figura 8: Recuento fungico total (logio UFC/g) en muestras de suelos agricolas expuestos a
plaguicidas de dos localidades de la provincia de Cérdoba.El analisis estadistico se realiz6 para cada
localidad. Los valores con letras distintas son significativamente diferentes

(p < 0,01) de acuerdo con el Test de la minima diferencia de Fisher (LSD).
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En la figura 9 se muestran placas representativas de la micobiota general en el medio DRBC

aislada de suelos agricolas expuestos a plaguicidas.

Figura 9: Micobiota general en medio DRBC aislada de suelos agricolas expuestos a plaguicidas de
la localidad de Serrano (A y B. dilucién 10-?; C y D. dilucién 103,
E. dilucién 10?)
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Al analizar la frecuencia de muestras de suelo contaminadas con Aspergillus
seccion Flavi se observé que todas las muestras de la localidad de Serrano contenian cepas

de esta seccién, mientras que de la localidad de Sampacho se obtuvo un porcentaje menor
de muestras contaminadas (p<0,01) (figura 10).
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Figura 10: Frecuencia de aislamiento de Aspergillus seccién Flavi de suelos agricolas expuestos a
plaguicidas de dos localidades de la provincia de Cérdoba. El analisis estadistico se realiz6 para cada
localidad. Los valores con letras distintas son significativamente diferentes (p < 0,01) de acuerdo con

el Test de la minima diferencia de Fisher (LSD).

31



En la figura 11 se muestra el recuento de Aspergillus seccion Flavi en las muestras
de suelo de las dos localidades analizadas. Estos resultados muestran que la mayor
variabilidad de cepas aisladas se observo en la localidad de Sampacho con un recuento que
oscilé entre 3 y 4,47 logio UFC/g (media: 2,82 + 0,8). Por el contrario, en la localidad de
Serrano se obtuvo menor variabilidad con recuentos entre 3 y 4,3 logio UFC/g (g (media:
2,37 + 1,69). El analisis estadistico mostr6 que no existen diferencias significativas del

recuento de Aspergillus seccion Flavi entre las dos localidades analizadas (p>0,01).

4.5
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Recuento de A.flavus (log ;, UFC/g)
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Muestras

Figura 11: Recuento de Aspergillus seccion Flavi (logio UFC/g) en el medio DRBC de suelos
agricolas expuestos a plaguicidas de dos localidades de la provincia de Cdrdoba. El analisis
estadistico se realizé para cada localidad. Los valores con letras distintas son significativamente

diferentes (p < 0,01) de acuerdo con el Test de la minima diferencia de Fisher (LSD).
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Cuando se evalud la frecuencia de aislamiento de las diferentes especies de la
seccion Flavi se observé que un 50 y 76% de las muestras de las localidades de Sampacho
y Serrano, respectivamente, contenian A. flavus. Esta especie aislada en mayor frecuencia
fue seguida por A. parasiticus, con una frecuencia del 25% para Sampacho y 11,5% para
Serrano. Con respecto a las otras dos especies aisladas, A. oryzaese aisl6 solo de las
muestras de Serrano en un 7,7% Yy las cepas pertenecientes a la Seccion Flavi sélo de las
muestras de Sampacho en un 25% (figura 12).
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Figura 12: Frecuencia de especies de Aspergillus seccion Flavi de suelos agricolas expuestos a
plaguicidas en dos localidades de la provincia de Cordoba. El analisis estadistico se realiz6 para cada
localidad. Los valores con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,01) de acuerdo con el

Test LSD.

En las figuras 13 y 14 se muestran las colonias tipicas de los aislados identificados
como A. flavus y A. parasiticus. Los aislados identificados como A. flavus presentaron
colonias verde oliva o verde oscuro con presencia de esclerocios negros, y de aspecto
velutinoso con areas centrales flocosas de micelio blanco o hialino. Microscopicamente
presentaron micelio hialino, con estipes largos e hialinos que pueden volverse verdososen la
madurez, cabezas conidiales uniseriadas o biseriadas, principalmente radiadas con conidios
globosos, lisos y de coloracion verde oliva. Los aislados identificados como A. parasiticus
presentaron colonias verde oliva, sin la presencia de esclerocios, de aspecto velutinoso con
areas centrales flocosas, y de micelio blanco o hialino; mientras que microscopicamete se

observd micelio hialino con estipes cortos, hialinos que pueden volverse verdosos,
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presentaron cabezas conidiales radiadas uniseriadas o biseriados con presencia de conidios

globosos, rugosos y de coloracién verde oliva.

CY20

Figura 13: Colonias tipicas de cepas identificadas como A. flavus de suelos agricolas incubadas a
25°C.

MEA

CY20

CY20 i

Figura 14: Colonias tipicas de cepas identificadas como A. parasiticus de suelos agricolas incubadas
a 25°C.
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V.2. Caracterizacion de los perfiles toxicogénicos de las cepas de Aspergillus
seccion Flavi.

El nimero total de cepas pertenecientes a Aspergillus seccion Flavi de los suelos
agricolas de ambas localidades fue de 34, de los cuales 25 fueron identificados como A.
flavus; 5 como A. parasiticus mientras que 2 resultaron A. oryzae. Las restantes fueron
identificadas morfolégicamente como A. tamarii pero al ser productoras de AFs pueden
identificarse como A. pseudotamarii, por lo que se consideran perteneciente a la seccion
Flavi sin ser identificadas como especie. El 94% de las cepas resultaron toxicogénicas. La
caracterizacion del perfil toxicogénico de las diferentes cepas se realizd cualitativamente
mediante TLC, donde los resultados obtenidos se muestran en la figura 15.

—

NRRL AP AP AF  AF  AF AF AP AF
2999 45 54 56 57 AFGM APN5 63 341 391

%) ) L) HeIEEY ) ) ) F)

Figura 15: Fluorescencia tipica bajo luz UV (365 nm) de cepas productoras de AFB1.

(+) productoras, (-) no productoras.

El total de cepas de A. favus, A. parasiticus y Seccion Flavi fueron productoras de
AFs, con niveles de AFs que oscilaron entre 1,04 y 65,89 ng/g. S6lo A. oryzae resultd no

productora de AFs. En la tabla 5 se muestra la produccién de AFs por las diferentes cepas.
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Tabla 5: Produccion de AFs por cepas de Aspergillus seccidn Flavi de suelos agricolas.

Especie Nomenclatura Produccidn de AFs Niveles medios (ng/g)

AF 165 h2 (+) 8.61

AF 198 h5 (+) 8.56
AF 197 h5 (+) 11.34

AF 160 hl (+) 8.45

AF 164 h1 (+) 1.42

AF 132 h4 (+) 1.46

AF 29 h2 (+) 1.43

AF 53 a2 (+) 1.36

AF 183 h4 (+) 2.92
AF 113 h1 (+) 51.68

AF 166 h2 (+) 1.83

AF 33 h1l (+) 1.33

A. flavus

AF 189 h5 (+) 1.55

AF 144 h5 (+) 2.41

AF 43 al (+) 7.74

AF 200 h6 (+) 1.84

AF 51 a2 (+) 3.23
AF 63 (+) 72.35
AF 56 (+) 54.83

AF 18 (+) 3.24
AF 78 (+) 23.39
AF 79 (+) 32.55

AF 123 (+) 2.46

AF 23 (+) 3.99

AF 118 (+) 1.46
AP 55 (+) 65.89

N AP 45 (+) 3.24

A. parasiticus

AP 46 (+) 6.98
AP 53 (+) 13.79
AP 88 (+) 22.64

B , AT 11 (+) 1.22

Seccion Flavi

AT 02 (+) 1.04

AO M1 (-) ND

A. oryzae
AO M2 (-) ND

ND: no detectado segun la técnica analitica utilizada. Limite de deteccion del método analitico 1

ng/mL
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V.3.Ensayos In vitro: Evaluacién del efecto de clorpirifés y glifosato sobre el
crecimiento y la produccién de AFB1 por cepas toxicogénicas de Aspergillus
seccion Flavi bajo diferentes condiciones de disponibilidad de agua vy

temperatura.

Acorde a los resultados anteriores, para llevar a cabo este ensayo se eligieron cuatro
cepas toxicogénicas con mayor capacidad de producir AFB;. De A. parasiticus se utilizo la
cepa AP 55y la cepa de referencia NRRL 2999; y de A. flavus las cepas AF 56 y AF 63.

V.3.1. Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la fase de
latencia bajo diferentes condiciones de temperaturay aw.

En las figuras 16, 17, 18 y 19 se muestra el efecto de clorpirifés sobre la fase de
latencia de las 4 cepas en estudio Los resultados obtenidos demostraron que se registré un
efecto significativo de los factores por separado y sus interacciones (aw, temperatura y
concentracion) para todas las cepas, excepto para la cepa de referencia donde sélo fue
significativa la interaccién entre temperatura y concentracion de clorpirifés (ANOVA de tres
factores). El factor que produjo mas efecto sobre el comportamiento de la fase de latencia
fue aw (tabla 1: anexos estadisticos). En general, se observd que a medida que la aw
incrementaba, la fase de latencia disminuia en cada uno de los tratamientos controles para
todas las cepas ensayadas. A los 37 °C, se observé que la fase de latencia fue siempre
menor en las dos aw menores, con relacion a las obtenidas a los 18 y 28 °C.

Los resultados de la figura 16 muestran que para la cepa A. parasiticus NRRL 2999 a
18 °C se observé que las diferentes concentraciones de clorpirifés no afectaron
significativamente la fase de latencia (p<0,01) (figural6a), observandose un aumento a
medida que la aw disminuia. A 28 °C bajo las diferentes dosis de clorpirifds y en las tres aw
este parametro se mantuvo siempre constante con los tratamientos controles, es decir que
no se observaron efectos de los factores (p<0,01) (figura 16b). A 37 °C se observé sélo el
efecto de las diferentes concentraciones del insecticida, con 0.06, 0.14 y 0.3 mM la fase de
latencia se mantuvo constante con respecto al control, mientras que con 0.6 mM aumenté
significativamente. A los 1.4 mM la fase de latencia se extendié por mas de 504 hs durante
todo el ensayo (figura 16c).

En relacion con la cepa AP 55 se observd que a 18 °C y 0.98 de aw,
independientemente de la dosis de clorpirifés analizada mantuvo siempre valores bajos
(entre 6 y 19 h) sin diferencia significativa entre el tratamiento control (p<0,01) Mientras que

en todas las concentraciones a 0.93 de aw y; en 0.6 y 1.4 mM a 0.95 de aw la fase de
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latencia fue mas larga con respecto a las condiciones mencionadas anteriormente (figura
17a). Es decir, que a bajas aw la fase de latencia era significativamente mayor con respecto
a altas aw. Por otro lado, a 28 °C se observé que a 0.98 la fase de latencia disminuia
significativamente con respecto a los valores registrados para 0.93 en todos los tratamientos
ensayados. También se observo que con 1.4 mM este pardmetro aumentd en comparacion
al tratamiento control. (p<0,01). Al analizar los datos a 37 °C se observé que la fase de
latencia aumentaba a media que el factor aw disminuia. Se vio que a 0.93 de aw se registrd
la mayor fase de latencia (p<0,01). Cuando se analizé por separado el factor concentracion
se observo que en niveles de aw de 0.93 la fase de latencia disminuy6 hasta 0.14 mM y a
partir de 0.3 la misma comenzé a aumentar. En la aw de 0.95 a medida que las
concentraciones de clorpirifés iban en aumento la fase de latencia se matuvo con valores
similares al tratamiento control, mientras que a 0.98 se registraron solo diferencias
significativas a 1.4 mM (p<0,01). A 0.93 de aw Yy 1.4 mM la fase de latencia se extendi6 por
méas de 504 hs durante todo el tiempo de incubacién. No se observé efecto conjunto
significativo de dos factores (aw y concentracion) (figura 17c).

Para la cepa AF 56, a 18 °C y a las aw mas elevadas los valores en la fase de
latencia fueron similares, mientras que a 0.93 de aw se registré una fase de latencia mayor
en comparacion a las aw anteriores (p<0,01). No se vio un efecto significativo de las
diferentes concentraciones del insecticida con respecto al control. El efecto conjunto de
ambos factores (aw y concentracion) no fue significativo (p>0,01). A 28 °C la fase de latencia
fue similar a las aw de 0.93 y 0.95, mientras que a 0.98 se registraron los valores
significativamente mas bajos en este parametro. Las diferentes concentraciones de
clorpirifés ensayadas no afectaron significativamente la fase de latencia, por lo que se
mantenia constante en comparacion al tratamiento control (figura 18b). A 37 °C, a 0.98 y
0.95 de aw se registraron valores similares en la fase de latencia entre los tratamientos y con
respecto al control. A 0.93 de aw y a concentraciones de 0.6 y 1.4 mM se registraron los
valores mas altos de esta variable (p<0,01) (figura 18c).

Para la cepa AF 63 a 18 °C se observo un aumento en la fase de latencia a medida
que la aw disminuia. Con respecto a las diferentes concentraciones de clorpirifés con 0.06,
0.14 y 0.6 mM fue menor con respecto a los tratamientos controles (figura 19a). A 28 °C se
pudo apreciar un efecto conjunto de ambos factores ensayados (aw Yy concentracion),
observandose que a 0.98-0.95 de aw Yy en todas las concentraciones de clorpirifés valores
bajos en la fase de latencia, y similares entre los tratamientos y respecto al control. A 0.93
de aw y con 0.6 y 1.4 mM se registraron los valores més altos de este pardmetro (p<0,01)
(figura 19b). A 37 °C se observo un aumento significativo en la fase de latencia a 0.93 de aw.
Mientras que a 0.95 y 0.98 de aw no se registraron diferencias significativas (p<0,01) (figura
19c).
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Figura 16: Interaccion de diferentes aw y temperaturas sobre la fase de latencia (h) de A. parasiticus
(NRRL 2999) sobre un medio a base de maiz suplementado con clorpirifés. Valores de 502 hs
superan el periodo de incubacion. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test de la minima diferencia de Fisher (LSD) (p< 0,01). El andlisis estadistico se
realiz6 para cada una de las cepas a cada temperatura ensayada (tabla 2: anexos estadisticos). A:
18° B: 28 °C; C: 37 °C
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Figura 17: Interaccion de diferentes aw y temperaturas sobre la fase de latencia (h) de A. parasiticus
(AP 55) sobre un medio a base de maiz suplementado con clorpirifés. Valores de 502 hs superan el
periodo de incubacion Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun
el test de la minima diferencia de Fisher (LSD) (p< 0,01). El andlisis estadistico se realizé para cada
una de las cepas a cada temperatura ensayada (tabla 2: anexos estadisticos). A: 18°; B: 28 °C; C: 37
°C
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Figura 18: Interaccién de diferentes aw y temperaturas sobre la fase de latencia (h) de A. flavus (AF
56) sobre un medio a base de maiz suplementado con clorpirifés. Valores de 502 hs superan el
periodo de incubacion Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun
el test de la minima diferencia de Fisher (LSD) (p< 0,01). El andlisis estadistico se realizé para cada
una de las cepas a cada temperatura ensayada (tabla 3: anexos estadisticos). A: 18°; B: 28 °C; C: 37
°C

41



1 600.00

500.00

400.00

300.00

Fase de latencia (h)

200.00

100.00

0.00

600.00
550.00
500.00
450.00
400.00
350.00
300.00
250.00
200.00
150.00
100.00
50.00
0.00

Fase de latencia (h)

600.00
550.00
500.00
450.00
400.00
350.00
300.00
250.00
200.00
150.00
100.00
50.00
0.00
-50.00
-100.00

Fase de latencia (h)

o o

a

0.06
ab

0.06

i

0.06 l

0.14 03
ab b

Clorpirifés (mM)

€
{21
a
™
0.14

d o]
a
™

0.3

Clorpirifés (mM)

0.14

Clorpirifés (mM)

I-i 'i
0.6

ab b

d
c c
: ' ™
0.6 1.4

d d
[
b
b b

a
a a i a l a
. i

1 03 0.6 1.4

=093 C
w095 b

w098 a

= 0.93
m0.95
m0.98

m0.93
m0.95
=0.98

Figura 19: Interaccion de diferentes aw y temperaturas sobre la fase de latencia (h) de A. flavus (AF

63) sobre un medio a base de maiz suplementado con clorpirifés. Valores de 502 hs superan el

periodo de incubacion. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segin

el test de la minima diferencia de Fisher (LSD) (p< 0,01). El andlisis estadistico se realizé para cada

una de las cepas a cada temperatura ensayada (tabla 3: anexos estadisticos). A: 18°; B: 28 °C; C: 37

°C

42



V.3.2. Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la velocidad

de crecimiento radial bajo diferentes condiciones de temperaturay aw.

En las figuras 20, 21, 22 y 23 se muestra el efecto de clorpirifés sobre la velocidad de
crecimiento radial de las 4 cepas en estudio. Los resultados obtenidos demostraron que se
registr6 un efecto significativo de los factores por separado y sus interacciones (aw,
temperatura y concentracion), excepto para la cepa de referencia donde solo fue
significativa la interaccion entre temperatura y concentracion de clorpirifos (ANOVA de tres
factores). El factor que produjo méas efecto sobre el comportamiento de la velocidad de
crecimeinto fue aw (tabla 1: anexos estadisticos). En general, se observd que en los
tratamientos controles independientemente de la cepa, a medida que aument6 la aw, la
velocidad de crecimiento también aumentd. A 37 °C, en todas las aw Yy para todas las cepas
en estudio, se observé que las velocidades de crecimiento obtenidas fueron mayores con
relacion a las otras dos temperaturas ensayadas. Lo mismo ocurrié en los tratamientos con
clorpirifés, donde las velocidades de crecimiento a 37 °C fueron, en general superiores a las
obtenidas a 18 y 28 °C en todas las aw.

En los tratamientos controles y en los tratamientos con clorpirifés para la cepa A.
parasiticus NRRL 2999 a 18 °C, se observo un efecto simple de la aw, donde la velocidad de
crecimiento fue similar a 0.93 y 0.95, mientras que a 0.98 se observé una velocidad mayor
en relacion con las otras dos aw ensayadas (p<0,01). Con respecto a las diferentes dosis de
clorpirifés analizadas, se observé que las velocidades de crecimiento se mantenian
constantes con respecto al control, es decir no hubo efectos significativos de este factor, a
excepcién del tratamiento con 1.4 mM a 0.95 donde la velocidad aumenté significativamente
(figura 20a). A 28 °C se observé que con 0.06, 0.14 y 0.3 mM la velocidad de crecimiento
aumenté con diferencias significativas respecto al control. Mientras que con 0.6 y 1.4 mM de
clorpirifés las velocidades de crecimiento fueron similares al tratamiento control. A los 37 °C
se observa que hay efecto conjunto de los factores awy concentracion. Con 0.6 y 1.4 mM en
las tres aw ensayadas, se registro la velocidad de crecimiento mas baja. En cuanto a las
concentraciones restantes (0.06, 0.14 y 0.3 mM) se observa que a 0.98 y 0.95 de aw este
parametro se mantiene constante respecto al control, sin diferencias significativas entre
estas dos aw. Mientras que a 0.93 de aw la velocidad de crecimiento se mantuvo también
constante con respecto al control y fue significativamente menor en comparacion a las aw
mas altas (p<0,01) (figura 20c).

En relacion con la cepa A. parasiticus AP 55 al realizarse un andlisis de interaccion
doble entre los factores aw y concentracion no se observo efecto de estos factores sobre la
velocidad de crecimiento. A 18 °C, la velocidad de crecimiento tuvo el mismo

comportamiento a 0.93 y 0.95 de aw, mientras que a 0.98 se registr6 una velocidad de
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crecimiento mayor (figura 21a). El crecimiento fungico en las diferentes dosis de clorpirifés
se mantuvo constante con respecto al control. A 28 °C se observé un efecto Unico del factor
aw, con un incremento de la velocidad de crecimiento conforme aumentaba la aw. No se
registraron diferencias significativas entre las diferentes dosis de clorpirifés en este
parametro(p>0,01) (figura 21b). A 37 °C, con 0.98 de aw se observd que la velocidad de
crecimiento con concentraciones de 0.06, 0.14 y 0.3 mM no presenté diferencias
significativas con respecto al control. Mientras que con 0.6 y 1.4 mM, la velocidad disminuy®.
A niveles de 0.95 y 0.93 de aw en ninguna de las dosis del insecticida en estudio se
observan diferencias significativas con respecto al control en la velocidad de crecimiento
(p<0,01).

A partir del andlisis de la cepa A. flavus AF 56 a 18 °C, se observo que no existe
efecto conjunto de los factores concentracion y aw sobre la velocidad de crecimiento. Este
pardmetro aumentd solo cuando la aw del medio increment6 sin efectos significativos sobre
la velocidad de crecimiento bajo las diferentes dosis de clorpirifés ensayadas. A 28 °C
tampoco hubo efecto significativo de ninguno de los dos factores ensayados por separado,
es decir que la velocidad de crecimiento se mantuvo siempre constante con respecto al
control en todas las condiciones, registrandose valores entre 4 y 5 mm/d (p>0,01) (figura
22b). A 37 °C se observo un efecto sinérgico de los factores aw y las diferentes dosis del
insecticida ensayadas. A 0.98 de aw la velocidad de crecimiento con concentraciones de
0.06, 0.14 y 0.3 mM no tuvo diferencias significativas con respecto al control; mientras que
con 0.6 y 1.4 mM la misma disminuy6. A 0.93 y 0.95 de aw la velocidad obtenida en las
diferentes dosis de clorpirifés fue similar a los tratamientos controles sin diferencias
significativas entre ellas (p<0,01) (figura 22c).

Con respecto a la cepa A. flavus AF 63 a 18 °C se observo sélo efecto significativo
de las tres aw ensayadas, en donde la velocidad de crecimiento aumentaba a medida que
este factor también aumentaba. La velocidad de crecimiento en las diferentes dosis de
clorpirifés no se vio modificada con respecto al control (figura 23a). A 28 °C se observo que
las velocidades de crecimiento con las diferentes dosis de clorpirifés y a las tres aw
ensayadas no registraron cambios con respecto al control, con valores entre 4 y 5 mm/d. A
37 °C se registré un efecto conjunto de los factores awy concentracion, en donde se pudo
observar que a 0.98 y 0.95 de aw en las concentraciones de 0.06 y 0.14 mM la velocidad de
crecimiento se mantuvo constante con respecto al control, mientras que a partir de 0.3 mM
la misma disminuia a medida que este factor aumentaba. (p<0,01). A 0.93 de aw, la
velocidad de crecimiento se mantuvo constante en relacion con el control en los diferentes
niveles del insecticida ensayado, a excepcion del.4 mM donde se observé una inhibicion

completa del crecimiento (figura 23c).
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Concluyendo, podemos observar que las velocidades de crecimiento mas elevadas
se registraron en la cepa AP 55 a 37 °C, 0.98 de aw Yy entre las concentraciones de 0 a 0.3
mMde clorpirifés con valores entre 7 y 10 mm/d. Mientras que la mayor inhibicién del

crecimiento se obtuvo en la cepa NRRL a 37 °C y 1.4 mM del insecticida en las tres aw.
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Figura 20: Interaccién de diferentes aw y temperaturas sobre la velocidad de crecimiento radial
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(mm/d) de A. parasiticus (NRRL 2999) sobre un medio a base de maiz suplementado con clorpirifés.

Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de la minima

diferencia de Fisher (LSD) (p< 0,01). El analisis estadistico se realiz6 para cada una de las cepas a

cada temperatura ensayada (tabla 2: anexos estadisticos). A: 18°; B: 28 °C; C: 37 °C
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Figura 21: Interaccion de diferentes aw y temperatura sobre la velocidad de crecimiento (mm/d) de A.

parasiticus (AP 55) sobre un medio a base de maiz suplementado con clorpirifés. Las letras diferentes

son estadisticamente significativas segun el test de la minima diferencia de Fisher (LSD), (p< 0,01). El

andlisis estadistico se realizo para cada una de las cepas a cada temperatura ensayada (tabla 2:
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estadisticamente significativas segun el test de la minima diferencia de Fisher (LSD), (p< 0,01). El
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V.3.3. Efectos de clorpirifés sobre la produccién de AFB: bajo diferentes

condiciones de temperatura y aw.

Las figuras 24, 25, 26 y 27 muestran los resultados obtenidos al evaluar el efecto de
clorpirifés sobre la produccion de toxinas bajo diferentes condiciones ambientales. En
general se observo que la produccién de toxina tanto en ausencia como en presencia de
diferentes dosis del insecticida utilizadas en estos ensayos se estimulé en todas las
condiciones ensayadas. Las cuatro cepas en estudio se comportaron de la misma manera
frente al factor de actividad de agua observando que, a medida que los niveles de aw
aumentaron, la concentracion de la toxina también se incrementdé. Con respecto al
comportamiento de las cuatro cepas frente a las diferentes condiciones de temperaturas en
fue diferente. Para las cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) los niveles de AFB;
producidos se mantuvieron constante, mientras que para las cepas de A. flavus (AF 56 y AF
63) a 18 °C la misma aument6 con diferencias significativas (p<0,01). También se observo
que con soOlo 7 dias de incubacién las cepas fueron capaces de producir altas
concentraciones de AFB;. Para las cepas NRRL 2999 y AP 55 a los 14 dias se registraron
los mayores valores de toxinas mientras que a los 21 dias la misma disminuyé. Por otro
lado, para las cepas AF 56 y AF 63 las concentraciones registradas se mantuvieron
constantes en los 3 periodos de incubacién. La concentracion de toxina producidas por parte
de las cuatro cepas analizadas mostr6 un comportamiento paralelo a media que la
concentracion de clorpirifos aumenté hasta los 0.6 mM, registrdndose en esta dosis las
mayores concentraciones. En 1.4 mM la produccion de toxina disminuyé a valores similares
que en los tratamientos controles (p<0,01). El insecticida clorpirifés no produjo efectos
inhibitorios sobre este pardmetro. Los mayores niveles de AFB; producidos fueron por la
cepa AF 63 en dosis de 0.6 mM a 18 °C, y a los 7 y 14 dias de incubacion con valores de
728.9 ng/g y 790.3 ng/g, respectivamente.

Los andlisis estadisticos aplicando el test de Analisis de la Varianza para cada factor
por separado (concentracion, dias, temperatura y aw) en cada una de las cepas se muestran

en las tablas 4 y 5 en la seccion anexos estadisticos.
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Figura 24: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB1 por cepas

de A. parasiticus (NRRL 2999) bajo diferentes condiciones de awy temperatura a los 7 (A), 14 (B) y 21

(C) dias de incubacién. nd: valores por debajo del limite de deteccion (<0.7 ng/g). Tablas

correspondientes: anexos de tablas (tablas 1, 3y 5).
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Figura 25: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB1 por cepas

de A. parasiticus (AP 55) bajo diferentes condiciones de awy temperatura a los 7 (A), 14 (B) y 21 (C)

dias de incubacion. nd: valores por debajo del limite de deteccion (<0.7 ng/g). Tablas

correspondientes: anexos de tablas (tablas 1, 3y 5).
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Figura 26: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB1 por cepas

de A. flavus (AF 56) bajo diferentes condiciones de awy temperatura a los 7 (A), 14 (B) y 21 (C) dias

de incubacion. nd: valores por debajo del limite de deteccién (<0.7 ng/g). Tablas correspondientes:

anexos de tablas (tablas 2, 4 y 6).
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Figura 26: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB1 por cepas
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de incubacion. nd: valores por debajo del limite de deteccién (<0.7 ng/g). Tablas correspondientes:
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Tabla 6: Valores medios de la actividad acuosa (aw), concentracion de clorpirifés (C), dias de
incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccién de AFB:1 por cepas de A. parasiticus (NRRL
2999 y AP 55).

Cepas: NRRL 2999 AP 55
Concentracion (mM) (C) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
0 67.05 a 87.47 ab
0.06 75.53 a 93.53 ab
0.14 85.14 ab 101.54 bc
0.3 104.17 bc 113.24 c
0.6 12594 c 11792 c
14 65.97 a 79.26 a
Dias de incubacién (D) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
7 96.05 b 103.15 b
14 97.26 b 104.85 b
21 68.59 a 88.48 a
Temperatura (°C) (T) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
18 86.99 a 101.50 a
28 88.25 a 100.99 a
37 86.66 a 94 a
Actividad acuosa (aw) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
0.93 96.05 b 103.15 b
0.95 97.26 b 104.85 b
0.98 68.59 a 88.48 a

Los valores con letras distintas son significativos segun el Test de la minima diferencia de Fisher
(LSD) (p<0,01) (tabla 4: anexos estadisticos).
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Tabla 7: Valores medios de la actividad acuosa (aw), concentracién de clorpirifés (C), dias de

incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccion de AFB1 por cepas de A. flavus (AF 56 y AF 63).

Cepas: AF 56 AF 63
Concentracién (mM) (C) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

0 74.85 a 74.11 a

0.06 79.49 a 79.17 ab

0.14 87.53 ab 84.59 ab

0.3 118.53 ab 144.84 bc

0.6 208.05 c 239.54 d

1.4 13484 b 176.13 cd
Dias de incubacién (D) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
7 115.7 a 1375 a

14 123.52 a 150.08 a

21 112.43 a 1116 a
Temperatura (°C) (T) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
18 169.43 b 212.63 b

28 86.18 a 96.93 a

37 96.03 a 89.62 a
Actividad acuosa (aw) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
0.93 115.7 a 1375 a

0.95 123.52 a 150.08 a

0.98 112.43 a 1116 a

Los valores con letras distintas son significativos segun el Test de la minima diferencia de Fisher

(LSD) (p<0,01) (tabla 5: anexos estadisticos).
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V.3.4. Efectos de diferentes concentraciones de glifosato sobre la fase de

latencia bajo diferentes condiciones de temperaturay aw.

Para llevar a cabo este ensayo se eligieron dos concentraciones de glifosato de 30 y
300 mMen donde, por estudios anteriores se sabe que existen diferencias significativas
entre ellas.

En las figuras 28, 29, 30 y 31 se observa el comportamiento de la fase de latencia en
las diferentes cepas analizadas. Cuando se analiz6 ANOVA de tres factores se registré un
efecto significativo de los factores por separado y sus interacciones para todas las cepas,
excepto para la cepa NRRL 2999 donde sélo fue significativa la interacciébn entre
temperatura y concentracion de glifosato. El factor que produjo mas efecto sobre el
comportamiento de la fase de latencia fue aw (tabla 6: anexos estadisticos). En general, en
los tratamientos controles se observo que a 18 y 28 °C los valores de la fase de latencia se
mantenian constantes a 093 y 0.98 de aw, mientras que a 0.95 se registraron las fases de
latencias mas largas. A 37 °C este pardmetro se mantuvo constate en las tres aw
ensayadas.

En la cepa NRRL 2999 se observo que la fase de latencia a 18 °C, 0.98 de aw y 30
mM se mantuvo constante en relacién con el control, con un aumento significativo con 300
mM. Con respecto a 0.95 y 0.93 de aw la fase de latencia aumenté a media que las
diferentes dosis de glifosato también aunmentaro, registranose diferencias significativas con
300 mM (p<0,01) (figura 28a). A 28 °C la fase de latencia a las tres aw y con 30 mM se
mantuvo siempre constante en los tratamientos controles. Con una concentracion 300 mM,
0.98 y 0.93 de aw la fase de latencia aumentd significativamente (p<0,01). A 37 °C se
observé que este parametro se comporta de igual manera con 30 mM a 0.98 y 0.93 de aw
con relacion al control. Mientras que con 300 mM se observa que la fase de latencia
aumenta con respecto al control en las tres aw ensayadas (p<0,01). La fase de latencia de la
cepa NRRL 2999 con 300 mM tanto a 18 °C como a 37 °C se extendi6 por mas de 504 h, es
decir hasta el tiempo final de incubacion del ensayo (figura 28c).

Al analizar la cepa AP 55 se observo que a 18 °C la fase de latencia con 30 mM se
mantuvo siempre constante en los tratamientos controles en las tres aw. Con 300 mM la fase
de latencia aument6 significativamente (p<0,01) (figura 29a). A 28 °C se observé que a 0.98
de aw a medida que la concentracion de glifosato aumentaba la fase de latencia se mantuvo
constante con respecto al control. A 0.93 y 0.95 de aw con 30 mM se registraron valores
iguales al control, mientras que con 300 mM sélo a 0.93 de aw aumentd (figura 29b). Al
analizar la fase de latencia a una temperatura de 37 °C bajo las tres aw y con 30 mM se

observaron periodos de latencia similares a los tratamientos controles. Mientras que con 300
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mM aumenté significativamente (p<0,01). A 0,93 de aw y con 300 mM en esta cepa la fase
de latencia también se extendioé por mas de 504 h en todo el ensayo.

Para la cepa AF 56 y a 18 °C se observé que la fase de latencia a 0.98 y 0.95 de aw
aumenté a 300 mM registrandose diferencias significativas, mientras que a 30 mM se
mantuvo constante al control. A 0.93 de aw y con 300 mM también se extendié a mas de 504
hs (figura 30a). A 28 y 37 °C la fase de latencia bajo las tres aw y con 30 mM se mantuvo
siempre constante respecto a los tratamientos controles, mientras que con 300 mM aumento
significativamente (p<0,01) (figuras 30b y 30c).

Con respecto a la cepa AF 63 se observo que en las tres temperaturas ensayadas la
fase de latencia con 30 mM del herbicida se mantuvo igual que los tratamientos controles en
las tres aw, mientras que con 300 mM la misma aumenté significativamente (p<0,01) (figura
31).

Los menores valores de fase de latencia registrados fueron a 28 °C y 0.98 de aw para
las cepas de A. parasiticus; y 37 °C a 0.95 de aw para ambas cepas de A. flavus, mientras
gue los mayores valores se registraron con niveles de 0.93 de aw y 300 mM en las tres

temperaturas ensayadas para todas las cepas.
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Figura 28: Interaccion de diferentes aw y temperaturas sobre la fase de latencia (h) de A. parasiticus

(NRRL 2999) sobre un medio a base de maiz suplementado con glifosato Valores de 502 hs superan

el periodo de incubacién. Las letras diferentes son estadisticamente significativas segun el test de la

minima diferencia de Fisher (LSD) (p< 0,01). El andlisis estadistico se realiz6 para cada una de las

cepas a cada temperatura ensayada (tabla 7: anexos estadisticos). A:18 °C, B: 28 °C, C: 37 °C
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periodo de incubacion. Las letras diferentes son estadisticamente significativas segun el test de la

minima diferencia de Fisher (LSD) (p< 0,01). El andlisis estadistico se realiz6 para cada una de las

cepas a cada temperatura ensayada (tabla 7: anexos estadisticos). A:18 °C, B: 28 °C, C: 37 °C
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V.3.5. Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la velocidad de
crecimiento radial bajo diferentes condiciones de temperaturay aw.

Para llevar a cabo este ensayo se eligieron dos concentraciones de glifosato, entre
30 y 300 mM, ya que por estudios anteriores se demostré que influyen en el crecimiento. En
las figuras 32, 33, 34 y 35 se muestran los diferentes efectos de glifosato sobre la velocidad
de crecimiento radial de las cuatro cepas en estudio. Los resultados obtenidos demostraron
gue se registré un efecto significativo de los factores por separado y sus interacciones (aw,
concentracion de glifosato y temperatura) para todas las cepas, excepto para las cepas de
A. flavus donde la triple interaccién no fue significativa. El factor que produjo méas efecto
sobre el comportamiento de la velocidad de crecimiento fue aw (tabla 6: anexos
estadisticos). En general, se observd que en los tratamientos controles independientemente
de la cepa, a medida que aumentaba la aw, la velocidad de crecimiento también aumento. A
la temperatura de 28 °C para las cuatro cepas en estudio, se observé que las velocidades de
crecimiento obtenidas fueron mayores con relacion a las otras dos temperaturas ensayadas,
en todas las aw. Lo mismo ocurrié en los tratamientos con glifosato, donde las velocidades
de crecimiento fueron, en general superiores a las obtenidas a 18 y 37 °C en todas las aw.

En la cepa NRRL 2999 a 18 °C, se observé un efecto conjunto de la awy de las
diferentes dosis de glifosato, ya que a los 300 mM la velocidad de crecimiento registrada fue
la menor en las tres aw ensayadas, observandose diferencias significativas con 0.93 de aw
(p<0,01). A la concentracion de 30 mM la velocidad de crecimiento se comporté de manera
similar en las dos aw menores, pero a los 0.95 no se observaron diferencias significativas
con respecto al control mientras que a los 0.93 la misma disminuy6; a 0.98 se observo que
si bien la velocidad de crecimiento disminuye con respecto al control, las diferencias entre
ellas no fueron significativas (figura 32a). A 28 °C se vio que en las aw de 0.95 y 0.93 la
velocidad de crecimiento en 30 mM se comporté de manera similar que el control, mientras
gue a 0.98 ésta aumentd (p<0,01). Los valores registrados en 300 mM fueron menores en
comparacion al control. A 37 °C se observd un efecto simple de las diferentes
concentraciones de glifosato, es decir que a medida que este parametro aumenta, la
velocidad de crecimiento disminuye (p<0,01) (figura 32c).

En relacién con la cepa AP 55 al realizarse un andlisis de interacciéon doble entre los
factores aw y concentracion se observd un efecto conjunto sobre la velocidad de
crecimiento. A 18 °C, se observé que la velocidad de crecimiento se mantuvo constante en
relacion con el control a 0.93 y 0.95 de aw con 30 mM, mientras que a 0.98 aumentd
registrdndose diferencias significativas con respecto al control (p<0,01). Con 300 mM la
velocidad disminuyé significativamente en las tres aw ensayadas (figura 33a). A 28 °C y con

30 mM se observo que en las aw de 0.93-0.95 la misma se mantiene constante con respecto
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al control, mientras que a 0.98 de aw disminuye significativamente. A 300 mM se registraron
los menores valores de velocidad de crecimiento (figura 33b). A 37 °C, a medida que la
concentracion de glifosato aumenté la velocidad de crecimiento disminuyd. En cuanto a las
aw ensayadas se observd que entre 0.98 y 0.95 este pardmetro no mostré diferencias,
siendo significativas sélo a 0.93 de aw (p<0,01) (figura 33c).

Cuando se analiz6 la cepa AF 56 a 18 °C se observé que con 30 mM la velocidad de
crecimiento se mantuvo constante con respecto al control, mientras que con 300 mM la
misma disminuyl. Este parametro se comport6é de igual manera a 0.95 y 0.93, pero a 0.98
aumento significativamente (figura 34a). A 28 °C se observo que con 30 mM y a 0.93-0.95
de aw la velocidad se mantuvo constante con respecto al control, mientras que a 0.98 la
misma disminuye. Con 300 mM se registraron los valores mas bajos a las tres aw
ensayadas, sin diferencias significativas entre ellas (p<0,01) (figura 34b). A 37 °C, a medida
que la concentracion de glifosato aumenta la velocidad de crecimiento disminuye. En cuanto
a las aw ensayadas soOlo se observaron diferencias significativas a la menor aw (0.93)
(p<0,01).

Con respecto a la cepa AF 63 a 18 °C se observd que con 30 mM la velocidad de
crecimiento se mantuvo constante con respecto al control mientras que con 300 mM la
misma disminuy6 (figura 35a). Este parametro se comporté de igual manera a 0.95 y 0.93,
pero a 0.98 aumentd. A 28 °C se observa que a medida que la aw aumenta, la velocidad de
crecimiento también lo hace. Con respecto a las diferentes concentraciones de glifosato se
observé diferencias significativas solamente con 300 mM, donde se registraron los menores
valores (p<0,01). A 37 °C, a medida que la concentracién de glifosato aumenta la velocidad
de crecimiento disminuye. En cuanto a las aw ensayadas se observd que a 0.98 y 0.95 de
aw este parametro se comporta de igual manera, con diferencias significativas s6lo a 0.93
(p<0,01) (figura 35c).

La maxima velocidad de crecimiento registrada fue de 12 mm/d para NRRL 2999 en
condiciones de 0.98 de aw y a 28 °C_Mientras que una inhibicién total fue registrada en esta
misma cepa y en las condiciones marginales ensayadas (18 °C y 0.93 aw) y también a 37 °C
y 0.93 de aw

En la figura 36 se observa el efecto de diferentes dosis de glifosato sobre el

crecimiento y esporulaciéon de la cepa AF 63 a los 21 dias de incubacion en agar harina de

maiz.
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Figura 32: Interaccion de diferentes aw y temperaturas sobre la velocidad de crecimiento (mm/d) de

A. parasiticus (NRRL 2999) sobre un medio a base de maiz suplementado con glifosato. Las letras

diferentes son estadisticamente significativas segun el test de la minima diferencia de Fisher (LSD)

(p< 0,01). El analisis estadistico se realiz6 para cada una de las cepas a cada temperatura ensayada

(tabla 7: anexos estadisticos).A:18 °C, B: 28 °C, C: 37 °C.
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Figura 33: Interaccion de diferentes aw y temperaturas sobre la velocidad de crecimiento (mm/d) de

A. parasiticus (AP 55) sobre un medio a base de maiz suplementado con glifosato. Las letras

diferentes son estadisticamente significativas segun el test de la minima diferencia de Fisher (LSD),

(p< 0,01). El analisis estadistico se realizé para cada una de las cepas a cada temperatura ensayada
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Figura 36: Crecimiento y esporulacion de lacepa Aspergillus seccién Flavi (AF 63) bajo diferentes

dosis de glifosato en agar harina de maiz a 37°C a 21 dias de incubacion

V.3.6. Efecto del glifosato sobre la produccion de AFB: bajo diferentes
condiciones de temperatura 'y aw.

Los resultados del ANOVA muestran que existié efecto significativo de cada uno de
los factores (p<0,01) (figuras 37, 38, 39 y 40). Al evaluarse la produccion de toxinas en todas
las cepas en presencia de diferentes concentraciones de glifosato a diferentes condiciones
de temperatura y aw (tabla 15), se observdé que en general a altas concentraciones de
glifosato la produccion de AFB;: se inhibié por completo. S6lo en algunas condiciones se
registré produccion de bajos niveles de toxina. Las condiciones a las cuales la produccion de
la toxina se vio estimulada fue a 28 °C en los tratamientos controles, en las tres actividades
acuosas ensayadas y en las cuatro cepas. Excepto para la cepa AF 63 donde los mayores
niveles de AFB; se registraron con 30 y 300 mM; desde los 7 dias de incubacion ya se
observo produccion de AFB.. Las mayores concentraciones de toxina se registraron en la
cepa AP 55, en la condicion control a 28 °C y 0.95 de aw a los 14 dias de incubacion (990
ng/g), seguido por la cepa AF 56 (669 ng/g) en las mismas condiciones y por la cepa NRRL
2999 a 0.95 de aw en la condicion control y 30 mM de glifosato, con valores de 501.7 y
591.4 ng/g, respectivamente.

Los andlisis estadisticos aplicando el test de Analisis de la Varianza para cada factor
por separado (concentracion, dias, temperatura y aw) en cada una de las cepas se muestran
en las tablas 9 y 10 en la seccién anexos estadisticos.
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Figura 37: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccién de AFB1 por cepas

de A. parasiticus (NRRL 2999) bajo diferentes condiciones de awy temperaturas a los 7 (A), 14 (B) y

21 dias (C) de incubacion. nd: valores por debajo del limite de deteccién (<0.7 ng/g). Tabla

correspondiente: anexo tablas (tabla 7).
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Figura 38: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccién de AFB1 por cepas

de A. parasiticus (AP 55) bajo diferentes condiciones de awy temperaturas a los 7 (A), 14 (B) y 21

dias (C) de incubacién. nd: valores por debajo del limite de deteccién (<0.7 ng/g). Tabla

correspondiente: anexo tablas (tabla 7).
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Figura 39: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccién de AFB1 por cepas
de A. flavus (AF 56) bajo diferentes condiciones de awy temperaturas a los 7 (A), 14 (B) y 21 (C) dias
de incubacion. nd: valores por debajo del limite de deteccién (<0.7 ng/g). Tabla correspondiente:

anexo tablas (tabla 7).
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Figura 40: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccién de AFB1 por cepas

de A. flavus (AF 63) bajo diferentes condiciones de awy temperaturas a los 7 (A), 14 (B) y 21 (C) dias

de incubacion. nd: valores por debajo del limite de deteccion (<0.7 ng/g). Tabla correspondiente:

anexo tablas (tabla 7).
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Tabla 8: Valores medios de la actividad acuosa (aw), concentracion de glifosato (C), dias de
incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccién de AFB:1 por cepas de A. parasiticus (NRRL
2999 y AP 55).

Cepas: NRRL 299 AP 55
Concentracion (mM) (C) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

0 3954 b 522 b

30 3546 b 92 a

300 049 a 031 a
Dias de incubacién (D) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

7 204 a 246 a

14 46.59 c 412 b

21 26.87 b 18.04 a
Temperatura (°C) (T) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

18 347 a 6.32 a

28 70.03 b 46.7 b

37 199 a 8.69 a
Actividad acuosa (aw) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

0.93 59 a 6.1 a

0.95 57.64 c 50.46 b

0.98 1195 b 5.14 a

Los valores con letras distintas son significativos segun el Test de la minima diferencia de Fisher
(LSD) (p<0,01) (tabla 9: anexos estadisticos).

Tabla 9: Valores medios de la actividad acuosa (aw), concentracion de glifosato (C), dias de

incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccién de AFB:1 por cepas de A. flavus (AF 56 y AF 63).

Cepas: AF 56 AF 63
Concentracién (mM) (C) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

0 29.05 b 423 a

30 2.06 a 1558 b

300 72 a 1497 b
Dias de incubacion (D) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

7 148 a 8.6 a

14 26.12 b 131 a

21 10.71 a 24.86 b
Temperatura (°C) (T) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

18 132 a 9.14 a

28 35.03 b 242 b

37 196 a 143 a
Actividad acuosa (aw) Medias (ng/g) Medias (ng/g)

0.93 0.89 a 113 a

0.95 36.51b 1558 b

0.98 092 a 168 a

Los valores con letras distintas son significativos segun el Test de la minima diferencia de Fisher
(LSD) (p<0,01) (tabla 10: anexos estadisticos).
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V.4. Ensayos In situ: Evaluacion sobre sustrato naturalde los parametros de
crecimiento y produccion de AFB; en especies de Aspergillus seccion Flavi en
presencia de clorpirifés y glifosato.

Para realizar este ensayo se eligieron aquellas cepas que presentaron los mejores
pardmetros de crecimiento en el medio AHM: AP 55 (A. parasiticus) y AF 63 (A. flavus).

V.4.1. Efecto de clorpirifés sobre la fase de latencia bajo diferentes
condiciones de aw y a 25°C.

La figura 41 muestra los resultados del efecto del insecticida clorpirifés sobre el
crecimiento de AP 55 y AF 63 sobre granos de maiz. El andlisis de ANOVA mostr6 efectos
simples de los factores por separados y su interaccion (aw y concentracion de clorpirifds)
(tabla 11: anexos estadisticos). En el tratamiento control de la cepa AP 55, no se observaron
cambios significativos en la fase de latencia a medida que la aw aumentaba, es decir que se
mantuvo constante. En la cepa AF 63, la fase de latencia disminuy6 a medida que aumenté
la aw (p<0,01). En los tratamientos con clorpirifés, para la cepa AP 55 a medida que la
concentracion del inseticida aumentd, la fase de latencia también aumentd con respecto al
control, siendo significativo en 1.4 mM a las dos aw menores. A 0,93 de aw se vio que la fase
de latencia aumento6 significativamente en relacion con las otras aw ensayadas (p<0,01). En
cuanto a la cepa AF 63 se observé que a 0.98 y 0.95 de aw en todas las concentraciones de
clorpirifés ensayadas los valores registrados de fase de latencia fueron menores que los
observados a 0.93; y a medida que aumenté la concentracibn se mantuvo constante con

respecto al control.
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Figura 41: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la fase de latencia (h) de A.

parasiticus (AP 55) y A. flavus (AF 63) bajo diferentes condiciones de awa 25°C sobre granos de

0.00

maiz. Las letras diferentes son estadisticamente significativas segun el test de la minima diferencia
de Fisher (LSD), (p< 0,01). El analisis estadistico se realiz6 para cada una de las cepas (tabla 11:
anexos estadisticos). D.E: desvio estandar. A. AP 55, B. AF 63
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V.4.2. Efecto de clorpirifés sobre la velocidad de crecimiento radial bajo

diferentes condiciones de aw y a 25°C.

En la figura 42 se muestra el efecto de las diferentes dosis de clorpirifés sobre la
velocidad de crecimiento radial de las dos cepas analizadas en sustrato natural. El analisis
de ANOVA sélo mostro efecto simple del factor concentracion en la cepa AP 55 (tabla 11:
anexos estadisticos). Cuando se evalué el comportamiento de la velocidad de crecimiento
de ambas cepas bajo diferentes condiciones de aw en los tratamientos controles, se observo
que se mantenia relativamente constante en las tres aw ensayadas. Con respecto a los
tratamientos con clorpirifés, independientemente de la cepa analizada, lo que se observo fue
que la velocidad de crecimiento bajo las diferentes dosis del insecticida no present6
diferencias significativas con respecto al control con valores entre 5y 6 mm/d, excepto en la
cepa AP 55 a la concentracion de 0.14 mM donde la velocidad disminuyé. El efecto de las
tres aw ensayadas no fue significativo (p>0,01). Ambas cepas lograron una velocidad de
crecimiento similar en los diferentes tratamientos ensayados.

La figura 43 muestra el efecto de clorpirifés sobre el crecimiento y esporulacion de la

cepa AP 55 sobre granos de maiz a los 21 dias de incubacion.
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concentraciones de clorpirifés a 25 °C. Las letras diferentes son estadisticamente significativas segin

el test de la minima diferencia de Fisher (LSD), (p< 0.01). El andlisis estadistico se realiz6 para cada

una de las cepas (tabla 11: anexos estadisticos). A. AP55, B. AF 63.
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Figura 43: Crecimiento y esporulacion de lacepa Aspergillus seccién Flavi (AP

55) bajo diferentes dosis de clorpirifés en medio sustrato natural a 25°C a 21

dias de incubacion.
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V.4.3. Efecto de clorpirifés sobre la produccion de AFB: en granos de maiz

bajo diferentes condiciones de aw y a 25°C.

En las figuras 44 y 45 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de
clorpirifds en granos de maiz sobre la produccién de AFB;:. Los resultados obtenidos de
ANOVA muestran que existe efecto significativo de cada uno de los factores analizados
(p<0,01) (tabla 12: anexos estadisticos). En general en los tratamientos controles se observo
que para la cepa AP 55 a medida que aw aumentd, la porduccion de toxina también lo hizo;
mientras que para la cepa AF 56 se mantuvo constante en los tres nievles. Se observo que
el insecticida clorpirifds estimulo la produccién de la toxina en altas concentraciones. A los 7
dias de incubaciénen las dos cepas y a los 14 dias para la cepa AP 55, existi6 una relaciéon
directamente proporcional entre concentracion de la toxina y el aumento de clorpirifés en el
sustrato, y se observé que desde los 7 dias de incubacion las cepas producian toxina. Por
otro lado, se observl que a los 14 dias de incubacion en la cepa AF 63 y a los 21 dias en
ambas cepas analizadas, a medida que la concentracion del insecticida aumentdé, las
concentraciones de toxinas se mantuvieron constantes con respecto a los controles en las
tres actividades acuosas ensayadas, sin diferencias significativas entre los valores
registrados (p>0.01). Con respecto al comportamiento de las cepas frente a la aw, se
observé que en la cepa AP 55 a medida que este pardmetro aument6 la produccién de AFB;
tambien aumentd; mientras que en la cepa AF 63 se observé un efecto contrario, las
mayores concentraciones de la toxina se registr6 a 0.93. A los 21 dias en la cepa AP 55, a
0.98 y con 0.14 mM y en la cepa AF 63 a 0.93 y 0.95 de awcon 1.4 mM se observaron los

valores mas altos de AFB;.
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Figura 44: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifds sobre la produccién de AFB1 sobre
granos de maiz por cepas de A. parasiticus (AP 55) bajo diferentes condiciones de awa 25°C a los 7
(A), 14 (B) y 21 (C) dias de incubacién. . nd: valores por debajo del limite de deteccion (<2.2 ng/g). ).

Tabla correspondiente: anexo tablas (tabla 8).
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Figura 45: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccion de AFB1 sobre
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Tabla correspondiente: anexo tablas (tabla 8).
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Tabla 10: Valores medios de la actividad acuosa (aw), concentracion de clorpirifés (C) y dias de
incubacion (D) sobre la produccion de AFB1 por AP 55 y AF 63 sobre granos de maiz a 25°C

Cepas: AP 55 AF 63
Concentracién (mM) (C) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
0 2612.21 a 1992.79 a
0.14 19881.64 b 2320.19 a
14 17354.24 b 3772452 b
Dias de incubacion (D) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
7 17276.54 b 2757.96 a
14 1069.86 a 2233 a
21 21501.7 a 37046.54 b
Actividad acuosa (aw) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
0.93 17462.84 b 6415.94 a

0.95 127554 a 33062.6 b
0.98 21109.71 b 2558.96 b

Los valores con letras distintas son significativos segun el Test de la minima diferencia de Fisher
(LSD) (p<0,01) (tabla 12: anexos estadisticos).
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V.4.4. Efecto de glifosato sobre la fase de latencia bajo diferentes condiciones
de ay y a 25°C.

Cuando se realiz6 el andlisis de ANOVA se observé efecto significativo de cada uno
de los factores por separado y sus interacciones (p<0,01) (tabla 13: anexos estadisticos). Al
analizarse el parametro fase de latencia (figura 46), se observé que en general, en ambas
cepas estudiadas en los tratamientos controles la misma disminuyé a medida que las
diferentes condiciones de actividad acuosa aumentaron. Lo que se observd con respecto a
los tratamientos con glifosato fue que en las tres aw a medida que la misma aumento, la fase
de latencia también incrementaba, observandose diferencias significativas entre 300 y 500
mM con respecto al control. En las concentraciones de 30 y 50 mM si bien, se aprecio un
incremento de la fase de latencia, no se observo diferencias significativas con respecto al
control.
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Figura 46: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la fase de latencia (hs.) de A.
parasiticus (AP 55) y A. flavus (AF 63) bajo diferentes condiciones de awa 25°C sobre granos de maiz.
Valores de 502 hs superan el periodo de incubacion. Las letras diferentes son estadisticamente

significativas segun el test de la minima diferencia de Fisher (LSD), (p< 0.01). El analisis estadistico

se realiz6 para cada una de las cepas (tabla 13: anexos estadisticos). D.E: desvio estandar. A.AP 55,

B. AF 63
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V.4.5. Efectode glifosato sobre la velocidad de crecimiento radial bajo
diferentescondiciones de ay y a 25°C.

En la figura 47 se muestran los diferentes efectos de glifosato y aw sobre la velocidad
de crecimiento radial de las dos cepas en estudio sobre sustrato natural. Cuando se realiz6
el analisis de ANOVA se observd efecto significativo de cada uno de los factores por
separado y sus interacciones (p<0,01) (tabla 13: anexos estadisticos). Se observd que en
general ambas cepas presentaron el mismo comportamiento. En los tratamientos controles a
medida que la actividad acuosa aumentd la velocidad de crecimiento también lo hizo,
registrandose diferencias significativas entre ellas (p<0,01), excepto en la cepa AP 55 a 0.95
y 0.98 de aw donde no hubo diferencias significativas. Con respecto a los tratamientos con
glifosato a medida que la concentraciébn del herbicida incrementd, la velocidad de
crecimiento decrecié en las tres aw ensayadas. En la cepa AP 55, a 30 mM en las tres aw Yy
a 50 mM a 0.98 de aw los valores de velocidad de crecimiento registrados se mantuvieron
constantes con respecto al control, es decir que no se registraron diferencias significativas
de la velocidad en esta concentracion del herbicida. En las condiciones marginales (300,
500 mMy 0.93 aw) el crecimiento fungico fue totalmente inhibido.
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Figura 47: Interaccion de diferentes aw sobre la velocidad de crecimiento (mm/d) de A. parasiticus
(AP 55) y A. flavus (AF 63) sobre granos de maiz suplementados con diferentes concentraciones de
glifosato a 25 °C. Las letras diferentes son estadisticamente significativas segin el test de la minima

diferencia de Fisher (LSD), (p< 0.01). El analisis estadistico se realiz6 para cada una de las cepas

(tabla 13: anexos estadisticos). A. AP 55, B.AF 63
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V.4.6. Efecto de glifosato sobre la produccion de AFB; en granos de maiz bajo

diferentes condiciones de aw y a 25°C.

En las figuras 48 y 49 se muestra el efecto de diferentes dosis de glifosato y aw
sobre la produccién de AFB;. Los resultados obtenidos de ANOVA muestran que existe
efecto significativo de cada uno de los factores (p<0,01) (tabla 14: anexos estadisiticos). En
general, se observé que a medida que la concentracion de glifosato fue en aumento, la
produccion de toxina se fue inhibiendo; a las mayores concentraciones del herbicida (500
mM) ninguna de las cepas en estudio produjo AFB: en las condiciones ensayadas. Con
concentraciones de 50 mM y 0.93 de aw la produccion de toxina tambiénse inhibié. Mientras
que en las demés condiciones la acumulacion de toxina aument6 a medida que transcurrian
los dias de incubacion (p<0,01). En la cepa AP 55 la produccién de AFB; se estimul6 a 0.95
de aw, mientras que en la cepa AF 63 se observd que a 0.98 se registraron las mayores
concentraciones de la toxina. Las mayores concentraciones de AFB: se registraron en la

cepa AP 55 a los 14 dias de incubacién y 0.95 de aw con valores de 333754.1 ng/g.
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Figura 48: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccién de AFB:1 sobre
granos de maiz por cepas de A. parasiticus (AP 55) bajo diferentes condiciones de awa 25°C a los 7
(A), 14 (B) y 21 (C) dias de incubacién. nd: valores por debajo del limite de deteccion (<2.2 ng/g).
Tabla correspondiente: anexo tablas (tabla 9).
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Figura 49: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccién de AFB:1 sobre
granos de maiz por cepas de A. flavus (AF 63) bajo diferentes condiciones de awa 25°C a los 7 (A),
14 (B) y 21 (C) dias de incubacion nd: valores por debajo del limite de deteccién (<2.2 ng/g). Tabla

correspondiente: anexo tablas (tabla 9).

90



Tabla 11: Valores medios de la actividad acuosa (aw), concentracion de glifosato (C) y dias de

incubacion (D) sobre la produccion de AFB1 por AP 55 y AF 63 sobre granos de maiz a 25°C.

Cepas: AP 55 AF 63

Concentracién (mM) (C) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
0 109011.57 b 43201.28 b

30 22964.34 a 118405.67 c¢

300 0 a 0 a

Dias de incubacion (D) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
7 6892.49 a 3007.52 a

14 73516.29 b 24041.08 b

21 51567.13 b 134558.35 ¢
Actividad acuosa (aw) Medias (ng/g) Medias (ng/g)
0.93 42241.67 a 327041 a

0.95 5214462 a 22578.46 b

0.98 37589.62 a 135758.08 c

Los valores con letras distintas son significativos segun el Test de la minima diferencia de Fisher
(LSD) (p<0,01).
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VI.

DISCUSION

VI.1. Aislamiento, identificacion y caracterizacién de las cepas de Aspergillus
seccion Flavi de suelos agricolas expuestos a la aplicacion de los plaguicidas

clorpirifés y glifosato.

Los resultados obtenidos en este ensayo permitieron determinar que los recuentos
de hongos filamentosos aislados de suelos agricolas expuestos a diferentes plaguicidas
variaron dependiendo de la localidad analizada, con recuentos entre 3,5 a 5,5y entre 4,7 a
5,6 logio UFC/g en las localidades de Sampacho y Serrano, respectivamente. Con respecto
a los recuentos de Aspergillus seccién Flavi se observd el mismo comportamiento,
observandose una frecuencia de aislamiento del 100% en muestras de la localidad de
Serrano y un porcentaje menor para la localidad de Sampacho. Por otro lado, al analizar la
districucion de especies de la seccion Flavi, se observo que A. flavus fue la especie mas
frecuentemente aislada. En estudios previos en suelos de mani de la provincia de Cérdoba,
A. flavus se inform6 como la especie dominante dentro de la seccion Flavi, aislandose en
90% de las muestras (Barros y col., 2003). Carranza y col. (2014a), también informaron que
A. flavus fue la especie aislada con mayor frecuencia en suelos provenientes del sur de la
provincia de Cérdoba con mas de 10 afios de exposicién a plaguicidas, con porcentajes de
aislamiento del 87,5% en suelos de maiz, 50% en suelos de soja y 67% en suelos con
rotacidn soja-maiz. En otro trabajo realizado en campos de mani localizados en el centro-sur
de la provincia de Cérdoba, se informaron altos porcentajes de muestras de suelo (75 %)
también contaminados con esta especie (Barros y col., 2006). Todos estos resultados
previos concuerdan con los obtenidos en este estudio. Contrario a lo informado en suelos
expuestos a plaguicidas, Carranza y col. (2015) no aislaron especies de Aspergillus de la

seccion Flavi en suelos sin labranza y sin exposicion a plaguicidas.

La evaluacion de la capacidad toxicogénica de las cepas de Aspergillus seccién Flavi
mediante HPLC y TLC, mostraron un alto porcentaje de cepas de A. flavus y A. parasiticus
productoras de AFs. Estos resultados coinciden con los informados por Carranza y col.
(2014a), quienes aislaron a partir de suelos de soja, maiz y rotacion soja-maiz de la
provincia de Cdordoba altos porcentajes de Aspergillus seccién Flavi toxicogénicos. En este
trabajo el 90% de las cepas identificadas como A. flavus y A. parasiticus produjeron AFB;.
Estos resultados coinciden también con lo observado por otros autores ya que informaron un
alto porcentaje de cepas de A. parasiticus y A. flavus toxicogénicas aisladas de suelos
agricolas (Nesci y Etcheverry, 2002; Barros y col.,, 2003; Vaamonde y col., 2003). Los

porcentajes bajos de cepas no toxicogénicas de la seccion Flavi aisladas en el presente
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estudio, coinciden con lo informado previamente por algunos autores (Barros y col., 2003;
De Oliveira Rocha, 2012).

VI.2. Evaluacién del efecto de clorpirifés sobre el crecimiento y la produccién
de AFB: por especies toxicogénicas de Aspergillus secciéon Flavi bajo

diferentes condiciones de disponibilidad de agua y temperatura.

En este estudio se evaluo el efecto de clorpirifés en los parametros de crecimiento y
produccion de AFB: de cepas toxicogénicas de Aspergillus seccion Flavi en un medio de
cultivo a base de maiz. Los resultados mostraron que las cepas toxicogénicas son capaces
de crecer efectivamente en medio a base de maiz suplementado con clorpirifés bajo
diferentes condiciones de actividad acuosa y temperatura. Se observd que en general, a
media que la actividad de agua y temperatura disminuyen, la velocidad de crecimiento
disminuye y la fase de latencia aumenta en todos los tratamientos controles.

En los ensayos con clorpirifés se observdé que en la fase de latencia, como se
esperaba, los mayores tiempos fueron registrados en condiciones marginales, 18 °C y 0.93
de aw, independientemente de la cepa en ensayo, mientras que, a la misma temperatura, y a
0.98 de aw se registraron las mejores condiciones para la adaptacion de las cepas al medio;
condicion en la cual se observaron las fases de latencia mas cortas. La fase de latencia mas
corta registrada fue para la cepa NRRL 2999 a 0.98 de aw y 18 °C con un valor menor a 1
hora en el tratamiento control. Los estudios realizados por Lahouar y col. (2016) mostraron
gque los menores valores de fase de latencia se encontraron a temperaturas altas (25°C y 37
°C) y aw cercanas a las optimas de crecimiento (0.97 y 0.99) para A. flavus. Estos resultados
no concuerdan con los obtenidos en este estudio, ya que los menores valores no fueron
registrados a altas temperaturas ensayadas sino a 18 °C. Otros estudios realizados por
Somjaipeng y Ta-urea (2016) coinciden parcialmente con los resultados obtenidos en este
trabajo, ya que estos autores estudiaron el efecto de la temperatura y aw sobre la fase de
latencia en cepas toxicogénicas de Aspergillus seccion Flavi aisladas de granos de arroz y
demostraron que la fase de latencia mas larga se observé a temperaturas marginales (20°C)
y en todos los niveles de aw ensayados (0.90, 0.95 y 0.98), mientras que la fase mas corta
se registrd a 30°C y 0.95-0.98 de aw.

Respecto a los tratamientos con el insecticida, clorpirifés sélo influenci6 en el
crecimiento de las cepas de Aspergillus seccion Flavi, a 37 °C y en dosis de 0.6 y 1.4 mM,
debido a que en estas condiciones la fase de latencia aumentd significativamente con
respecto a los tratamientos controles (p<0,01). Mientras que con concentraciones entre 0.06

y 0.3 mM no se registraron efectos significativos. A 18 °C y 28 °C la fase de latencia se
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mantuvo constante con respecto a los tratamientos controles en todas las condiciones
ensayadas, excepto a 18 °C y 0,93 de aw donde se registraron valores significativamente
mas altos. Este Ultimo comportamiento indica que la fase de latencia es influenciada en
mayor medida por las condiciones ambientales adversas a la que se encuentran las cepas y
no por las concentraciones de clorpirifds ensayadas en el medio en concentraciones entre
0.06 y 0.3 mM (p<0,01). Los resultados obtenidos en estudios previos por Carranza y col.
(2014b) mostraron que la fase de latencia disminuia significativamente en concentraciones
de 0.06 mM de clorpirifés con respecto al control en cepas de Aspergillus seccion Nigri a
25°C. nuestro estudio no concuerda con estos resultados debido a que a esta temperatura
no se observaron diferencias significativas en ninguna concentracion ensayada. No existen
datos sobre la influencia de clorpirifés sobre cepas de Aspergillus seccion Flavi. Otros
autores (Medina y col., 2007) estudiaron el efecto del fungicida carbendazima (2.6x10%,
0.0013, 0.0018 y 0.0023 mM) sobre la fase de latencia de cepas de Aspergillus carbonarius
y observaron que el nivel mas alto de este fungicida (0.0023 mM) produjo un aumento
significativo de este pardmetro comparado con el tratamiento control y con las dosis mas
bajas, donde en estas Ultimas se registraron valores de 1-3 dias, mientras que a 0.0023 mM
1-7 dias. Los comportamientos observados por estos autores coinciden con los registrados
en este trabajo. Por otro lado, cuando se estudi6é velocidad de crecimiento se observd que
todas las cepas analizadas presentaron valores maximos a 37°C con niveles de ay de 0.98 y
0.95. A la temperatura mas baja ensayada los valores obtenidos fueron significativamente
menores que los obtenidos a temperaturas de 28 °C y 37 °C, donde bajo condiciones
marginales (18°C y 0.93 de aw) se observé una disminucion del crecimiento fungico.
Ademas, la incubacion a 28 °C favoreci6 el crecimiento fingico. Resultados similares fueron
obtenidos por Medina y col. (2007) en ensayos con Aspergillus carbonarius y mas reciente
por Mateo y col. (2017) en cepas de Aspergillus flavus. Medina y col. (2007) estudiaron el
crecimiento de cepas en presencia de diferentes plaguicidas (carbendazima) a diferentes
temperaturas: 20°C - 25°C - 28 °C y niveles de aw: 0.94-0.96-0.98 y observaron que los
niveles mas altos de velocidad de crecimiento se registraron a las mas altas temperaturas
ensayadas y a niveles de 0.96 y 0.98 de aw. Mateo y col. (2017) realizaron estudios similares
sobre plaguicidas derivados de azoles a temperaturas de 25°C y 37 °C y aw 0.94, 0.96 y
0.98 respectivamente y; demostraron que el crecimiento de las cepas en estudio fue siempre
mayor a 37 °C en comparacion con 25°C en todas las aw ensayadas. Los resultados
obtendios en este trabajo fueron comparados con otros trabajos en los que se estudié el
efecto de fungicidas debido a que hasta el momento no existe bibliografia en la que se
estudie el efecto del insecticida clorpirifés u otros insecticidas. Pose y col. (2009) realizaron
estudios similares de crecimiento, pero sin la presencia de plaguicidas, con cepas de

Alternaria alternata en un medio sintético a base de tomate y mostraron que la maxima
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velocidad de crecimiento obtenida fue a 21°C con niveles de 0.98 de aw, mientras que la
menor velocidad registrada para estas cepas fue a 15°C. En los tratamientos controles de
este trabajo se observaron resultados similares, probablemente esto sugiere que el
crecimiento esté afectado por las condiciones sub-Optimas bajo las cuales el hongo se
desarrolla mas que al efecto del plaguicida en estudio.

Con respecto a las diferentes concentraciones de clorpirifés en general se pudo
determinar que en condiciones de 18 °C y 28 °C no influyeron sobre el crecimiento de las
cepas, mientras que a 37 °C en presencia de concentraciones de 0.06, 0.14 y 0.3 mM la
velocidad de crecimiento se mantuvo constante con respecto a los tratamientos controles en
las cuatro cepas ensayadas. Mientras que con 0.6 y 1.4 mM la misma disminuyé
significativamente. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Carranza y col.
(2014b) quienes observaron que a 25°C, a medida que la concentracién de clorpirifos
aumentaba (0.014, 0.03 y 0.06 mM), el crecimiento de cepas no toxicogénicas de
Aspergillus seccién Nigri disminuia en medio MEA. Mateo y col. (2017) observaron en cepas
de Aspergillus flavus en concentraciones mas bajas de plaguicidas que las ensayadas en
este estudio, para procloraz (2.6x10°, 2.6x10*y 0.005mM) y tebuconazole (0.0016, 0.016y
0.03 mM), la velocidad de crecimiento disminuia a medida que la concentracién aumentaba
en todas las condiciones ensayadas (0.99 y 0.95 de aw a 25°C y 37 °C); registrandose s6lo
diferencias significativas a partir de 0.005 y 0.03 mM, respectivamente. Nuestros resultados
concuerdan parcialmente con éstos, debido a que solo se observé este comportamiento a
37 °C, pero a partir de concentraciones de 0.6 mM. Esto puede atribuirse a la diferencia de
tolerancia a los plaguicidas usados en cada uno de los ensayos sobre Aspergillus seccién
Flavi. Cabe destacar que solo en la cepa de A. parasiticus NRRL 2999 la maxima
concentracion de clorpirifés usada (1.4 mM) fue capaz de inhibir totalmente el crecimiento de
la misma bajo condiciones Optimas de temperatura y aw; esto nos indica la resistencia de
estas cepas a plaguicidas.

Al analizar el efecto de clorpirifés sobre la produccién de AFs bajo diferentes
condiciones ambientales, en general se observé que las cuatro cepas en estudio se
comportaron de la misma manera frente al factor de aw ya que, a medida que los niveles de
aw aumentaron, la concentraciéon de toxinas aument6. Con respecto al crecimiento de las
cuatro cepas frente a las diferentes temperaturas el comportamiento fue diferente, ya que
para las cepas de A. parasiticus (NRRL 299 y AP 55) los niveles de AFB: producidos se
mantuvieron constante, mientras que para las cepas de A. flavus (AF 56 y AF 63) a 18 °C la
misma aumentod significativamente (p<0,01). También se observé que en soélo 7 dias de
incubacioén las cepas fueron capaces de producir altas concentraciones de AFB;. Para la
cepa de A. parasiticus de referencia y AP 55 a los 14 dias se registraron los mayores niveles

de toxinas y a los 21 dias la misma disminuyd. Mientras que para AF 56 y AF 63 las
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concentraciones registradas se mantuvieron constantes a los 7, 14 y 21 dias de incubacion.
Las cuatro cepas tuvieron un comportamiento similar, es decir que a medida que la
concentracion de clorpirifés aumentdé también lo hizo la cantidad de toxina producida.
Probablemente la presencia de clorpirifos genera un estrés en las cepas y estimule la
produccién de AFB; bajo condiciones marginales ensayadas (0.93 aw, 18 °C y 0.6 mM). Es
importante destacar que el plaguicida clorpirifés no produjo efectos inhibitorios sobre este
pardmetro. Gallo y col. (2016) al estudiar el efecto de la temperatura y aw sobre la
produccion de AFB: por cepas de A. flavus observaron que las condiciones favorables para
la acumulacion de las mismas fue 28 °C y 0.96 de aw, mientras que a 20°C y 37 °C se
registr6 un descenso en la produccién. Los resultados obtenidos en este estudio no
concuerdan con los de estos autores. Por otro lado, Mateo y col. (2017) demostraron el
efecto de fungicidas del tipo de los azoles sobre la produccion de AFB; por A. flavus en
medio de cultivo YES y observaron que en las condiciones controles (sin el agregado del
plaguicida) se produjo toxinas mientras que a altas concentraciones (0.005 mM de procloraz,
y 0.03 mM de tebuconazole) no se detectdé AFB; sin diferencias significativas entre los
diferentes niveles de aw ensayados (0.99 y 0.95). La concentracion de toxinas fue siempre
mayor a 25°C que a 37 °C y decrecié con el incremento de las dosis de los fungicidas
ensayados. Los resultados obtenidos por estos autores coinciden parcialmente con los
obtenidos en este estudio, ya que, si bien las mayores concentraciones de AFB; se
registraron a la menor temperatura ensayada, el efecto del plaguicida en estudio no produjo
efectos inhibitorios en ninguna concentracién ensayada a pesar de ser mayores a las que se
utilizaron en otros estudios (Mateo y col. 2017).

Estudios similares fueron realizados por Medina y col. (2007) donde probaron la
eficacia de carbendazima sobre la produccién de ocratoxina A por cepas de Aspergillus
carbonarius a diferentes temperaturas (20°C, 25°C y 28 °C) y aw (0.98, 0.96 y 0.94) y
observaron que los mayores niveles de toxinas se produjeron a 20°C y 0.98 de aw Yy
decrecieron a medida que este parametro también lo hizo. La concentracion de este
fungicida influencié positivamente en la acumulacion de OTA, observando que a altas dosis
de carbendazima se registraron los mayores valores de OTA acumulados. Los resultados en
este estudio coinciden con los de este autor debido a que clorpirifés a concentraciones

elevadas no produjo inhibicién de la misma.
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VI.3. Evaluacién del efecto de glifosato sobre el crecimiento y la produccién
de AFB: por especies toxicogénicas de Aspergillus secciéon Flavi bajo

diferentes condiciones de disponibilidad de agua y temperatura.

Cuando se analizé el efecto producido por el herbicida glifosato sobre la velocidad de
crecimiento, fase de latencia y produccion de toxina, se vio que este plaguicida influenciaba
en mayor medida los parametros de crecimiento de las cepas y la produccion de AFB: que
éstas producian en comparacién con clorpirifés.

El comportamiento de la fase de latencia fue similar para todas las cepas donde en
concentraciones comunmente usadas en el campo (30 mM), la misma no registro
diferencias significativas con los tratamientos controles mientras que a 300 mM se aprecio
un aumento significativo. Estos resultados no coinciden con los observados por Barberis y
col. (2013), ya que cuando estudiaron el efecto de glifosato sobre cepas de Aspergillus
seccion Flavi utilizando concentraciones menores (0.5, 1, 1.5, 2, 5y 10 mM) observaron que
en las concentraciones mas altas ensayadas, la fase de latencia disminuia con respecto al
control. En este estudio los menores valores de fase de latencia registrados fueron a 28 °C y
0.98 de aw para las cepas de A. parasiticus; y 37 °C a 0.95 de aw para ambas cepas de A.
flavus, mientras que los mayores valores se registraron a niveles de 0.93 aw y 300 mM en
las tres temperaturas ensayadas para todas las cepas. Estudios similares fueron realizados
por Krzysko-Lupicka y col. (2008), quienes estudiaron el efecto de glifosato en
concentraciones entre 0.5 a 2 mM sobre cepas de Fusarium como fuente de fosforo y
demostraron que estas cepas resultaron resistentes a las concentraciones del herbicida
ensayadas. En concentraciones entre 1 y 1.5 mM se registrdé un incremento significativo de
la biomasa de las cepas, mientras que a 2 mM se observé un efecto inhibitorio. Los
resultados de este trabajo coinciden con los resultados de estos autores, debido a que en
las concentraciones mas bajas ensayadas se registr6 la presencia de biomasa fungica,
mientras que a las concentraciones mas altas se aprecié una inhibiciobn completa de la
misma.

En los ensayos de velocidad de crecimiento se observé que en general, los mayores
valores de este parametro se registraron a 28 °C en todas las aw ensayadas. En la menor
temperatura ensayada, el crecimiento fingico se vio muy afectado. Resultados similares
fueron obtenidos por Astoreca y col. (2007), estos autores demostraron el efecto de
diferentes temperaturas (15, 25 y 30°C) y aw (0.85, 0.89, 0.91, 0.94, 0.95, 0.97) sobre el
crecimiento de cepas de A. niger, A. awamori y A. carbonarius y observaron que a la mayor
temperatura ensayada y a 0.97 de aw la mayoria de las cepas en estudio registraron la
méxima velocidad de crecimiento, mientras que a 15°C se observo la menor en todas las aw

ensayadas. Por otro lado, Gallo y col. (2016) demostraron el efecto de tres temperaturas
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(20, 28 y 30°C) y cinco niveles de aw (0.90, 0.93, 0.96 y 0.99) sobre el crecimiento de cepas
de A. flavus y observaron que la maxima acumulacién de biomasa fungica fue obtenida a 28
°C y 0.96 de aw mientras que a 20°C y a los niveles mas bajos de aw (0.90 y 0.93) no
registraron crecimiento. Los resultados obtenidos en este estudio en los controles fueron
similares a los de estos autores.

Al estudiar el efecto de diferentes dosis de glifosato sobre el crecimiento se observé
gue a 18 °C el herbicida no tuvo efecto sobre el mismo, es decir no se registraron diferencias
significativas respecto al tratamiento control (p>0,01). A 28 °C se observé que a medida que
la concentracion de glifosato aumentaba, la velocidad de crecimiento disminuia solo en el
nivel de 0.98 de aw; en las dos aw mas bajas ésta se mantuvo constante con respecto al
control. A 37 °C en general se observdé que a medida que la concentracion de glifosato
aumentaba, la velocidad de crecimiento disminuia en todas las aw ensayadas. En nuestro
estudio se observé una inhibicion significativa del crecimiento de las cepas a 300 mM, y en
algunos casos en condiciones de 18 y 37 °C y 0.93 de aw una inhibicion completa. Este
comportamiento no concuerda con lo observado por Barberis y col. (2013), quienes
informaron un comportamiento paralelo entre el aumento de las concentraciones de glifosato
ensayadas (0.5, 1, 1.5, 2, 5y 10 mM) y la velocidad de crecimiento en cepas de Aspergillus
seccion Flavi a 25°C. Reddy y col. (2007) estudiaron el efecto de diferentes concentraciones
de glifosato (5 y 10 mM) sobre el crecimiento de cepas de A. flavus aislados de suelos
destinados al cultivo de maiz y algoddn. El ensayo se llevé a cabo en dos medios de cultivos
(agar papa dextrosa-PDA) y agar agua. En el medio enriquecido, estos autores observaron
una inhibicion parcial y temporal en las concentraciones de glifosato mas altas ensayadas
(10 mM) mientras que en el medio con escasos nutrientes tanto con 5 mM como con 10 mM
se pudo apreciar una inhibicion parcial del crecimiento de las cepas. Este comportamiento
coincide con los observados por este estudio, debido a que a medida que la concentracién
del plaguicida iba en aumento, la misma disminuia, a pesar de que a 30 mM la velocidad de
crecimiento no fue inhibida totalmente. Cuando se estudi6 el efecto de glifosato sobre otros
géneros flngicos, tales como Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, Larson y col. (2006)
observaron que el comportamiento de la velocidad de crecimiento en concentraciones
menores a 0.25 mM era similar que en los tratamientos controles, mientras que con 2,5 mM
ya se podia apreciar una inhibicion significativa.

Cuando se evaluaron los efectos producidos por glifosato sobre la produccion de AFB; se
observé que en general a altas concentraciones de este herbicida la produccion de AFB; se
inhibié por completo en todas las cepas analizadas; sélo en algunos casos se pudo registrar
produccion de toxina, pero con valores relativamente bajos. Las condiciones a las cuales la
produccion de la toxina se ve significativamente estimulada fue a 28 °C en los tratamientos

controles, es decir sin el agregado del plaguicida en las tres actividades acuosas ensayadas
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y en las cuatro cepas. Excepto para la cepa AF 63 donde las mayores concentraciones de
AFB; se registraron con 30 y 300 mM. En estas condiciones se observo que ya desde los 7
dias de incubacion se producia AFB;. Barberis y col. (2013) al evaluar la produccion de
AFB. por cepas de Aspergillus seccion Flavi en presencia de glifosato encontraron que
existié una estimulacion en la produccién de toxina en concentraciones entre 1.5y 5 mM a
0.95 de aw. Los resultados de este estudio no concuerdan con los de estos autores debido a
que se registré una estimulacion de toxina sélo en los tratamientos controles y en todos los
niveles de actividad acuosa ensayadas. Otro estudio similar fue realizado por Reddy y col
(2007), quienes estudiaron la incidencia de aflatoxinas en maiz y algodén; y la resistencia al
plaguicida de las cepas de A. flavus aisladas. Estos autores observaron que a medida que la
concentracion del herbicida aumentaba (5 y 10 mM) la produccion de toxinas disminuia.

Este comportamiento informado concuerda con los observados en este estudio.

Vi.4. Evaluacién sobre sustrato natural del efecto de clorpirifés y glifosato
sobre el crecimiento y la producciéon de AFB; por especies toxicogénicas de
Aspergillus seccién Flavi bajo diferentes condiciones de disponibilidad de

aguay temperatura.

Se realizaron los mismos ensayos ecofisiologicos para evaluar el comportamiento de
los parametros de crecimiento y produccion de AFB1 en presencia de ambos plaguicidas
sobre granos de maiz a diferentes niveles de aw y a 25°C, con el fin de simular las
condiciones ambientales y de campo. Para realizar este ensayo se eligieron aquellas cepas
que presentaron los mejores pardmetros de crecimiento en el medio AHM: AP 55 (A.
parasiticus) y AF 63 (A. flavus).

El comportamiento sobre la fase de latencia en presencia de este insecticida fue
diferente en ambas cepas en estudio. Para la cepa AP 55 a medida que la concentracion del
plaguicida aumentd, la fase de latencia también se increment6 con respecto al control a las
dos aw menores, registrandose los valores mas altos a 0.93. En cuanto a la cepa AF 63 se
observé que a medida que aumentaba la concentracion de clorpirifés, la fase de latencia se
mantenia constante con respecto al control. Cuando se evalu6 el comportamiento de la
velocidad de crecimiento de ambas cepas bajo diferentes condiciones de aw (0.93, 0.95 y
0.98) en los tratamientos controles, a diferencia de los ensayos realizados en medio de
cultivo se observo que estos factores no tuvieron efecto sobre este parametro en estudio. En
ambas cepas la velocidad de crecimiento se mantenia relativamente constante en las tres
aw ensayadas. Con respecto a los tratamientos con clorpirifés, independientemente de la

cepa analizada se observd que la velocidad de crecimiento bajo las diferentes dosis del
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plaguicida (0.06, 0.14, 0.6 y 1.4 mM) no mostré diferencias significativas con respecto al
control, excepto en la cepa AP 55 a la concentracion de 0.14 mM donde la velocidad
disminuyd. La respuesta diferente de las cepas ensayadas en el medio de cultivo y en el
sustrato natural podria atribuirse a las diferencias nutricionales entre ambos, como asi
también a la posible distribucién no homogénea de los plaguicidas sobre la superficie de los
granos. No hay estudios donde se evalle el efecto de plaguicidas sobre el crecimiento
fungico en granos de cereales. Un estudio similar, sobre granos de maiz, fue realizado por
Mateo y col. (2017) quienes estudiaron el efecto de fungicidas azoles en el control del
crecimiento de A. flavus y observaron que en los tratamientos controles la maxima velocidad
de crecimiento fue registrada a 37 °C y a 0.99 de aw, mientras que a 25°C la misma
disminuyé. En los tratamientos con los fungicidas la velocidad de crecimiento fue menor que
en los controles, donde sélo se registré crecimiento fungico en las dosis mas bajas del
fungicida (2.6x10° mM de procloraz y 1.6x10°mM de tebuconazole). A 37 °C y a 0.95 de aw
la velocidad de crecimiento fue totalmente inhibida. Estos autores observaron que en
general, los valores registrados de velocidad de crecimiento sobre granos de maiz son
menores que los obtenidos en medio de cultivo bajo las mismas condiciones. En este
estudio se ensayaron diferentes concentraciones de clorpirifés sobre el crecimiento sobre el
crecimiento de las cepas de Aspergillus a 25°C, donde las concentraciones no tuvieron
efecto significativo, por lo que estos resultados no coinciden con los autores mencionados
anteriormente. Los resultados obtendios en este trabajo fueron comparados con otros
trabajos en los que se estudié el efecto de fungicidas debido a que hasta el momento no
existe bibliografia en la que se estudie el efecto del insecticida clorpirifés u otros
insecticidas.

Al estudiar el efecto producido por clorpirifés sobre la produccion de AFB;: se observo
que en general este plaguicida estimul6d la produccion de toxinas en las cepas, ya sea en
concentraciones normalmente utilizadas a campo (0.14 mM), como a concentraciones 100
veces mayores (1.4 mM), y se observé que en presencia del insecticida con tan sélo 7 dias
de incubacion las cepas producen toxina. El efecto sobre las diferentes cepas en estudio fue
diferente, ya que para la cepa AP 55 se observd que a medida que la concentracion del
plaguicida iba en aumento, la produccién de AFB; se estimuld; mientras que para la cepa AF
63 se mantuvo constante con respecto a los tratamientos controles. Las concentraciones de
toxinas producidas en este ensayo fueron mayores a las obtenidas en los medios a base de
maiz. En un estudio previo, Mateo y col. (2017) observaron que no pudo determinarse
produccion de AFB; a 37 °C y aw de 0.95 ni en los tratamientos con altas dosis de los
fungicidas prochloraz (5x10° mM) y tebuconazole (0.03 mM). Sin embargo, estos autores
informaron que en los tratamientos controles, la acumulacion de toxinas fue mayor sobre

granos que en los medios de cultivos. Estos resultados coinciden parcialmente con los
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obtenidos en este trabajo ya que, si bien la concentracion de toxinas producidas en los
granos de maiz fue mayor que en las obtenidas en los medios de cultivo, la misma siempre
se mantuvo constante en todas las condiciones ensayadas.

Con respecto a los ensayos con glifosato sobre granos de maiz, se observé que en
general ambas cepas presentaron el mismo comportamiento, observandose que en los
tratamientos controles a medida que la actividad acuosa aumenté la velocidad de
crecimiento también aument6. En los tratamientos con glifosato a medida que la
concentracion del plaguicida fue en aumento, la velocidad de crecimiento decrecia en las
tres aw ensayadas. Al analizarse el pardmetro de fase de latencia lo que se observé fue que
en general, independientemente de las cepas en estudio, en los tratamientos controles la
misma disminuy6 a medida que las diferentes condiciones de actividad acuosa aumentaron.
Con respecto a los tratamientos con gifosato se observé que a medida que la misma
aumento, la fase de latencia también se increment6, observandose diferencias significativas
a los 300 y 500 mM con respecto al control, en las tres aw estudiadas. Estudios similares
fueron realizados por Reddy y col. (2009) quienes estudiaron la eficacia de diferentes
fungicidas sobre la contaminacién por Aspergillus spp. en granos de arroz. Uno de ellos fue
carbadazima testeado en diferentes concentraciones (5, 10, 15 y 20 mM) y observaron que
con tan so6lo 5 mM el crecimiento fangico se inhibi6. Estos autores demostraron la eficacia
de este fungicida como medida de control del crecimiento de Aspergillus spp. Otro de los
fungicidas en ensayo fue ftriziclazole (5, 10, 15, 20 mM) que, de manera contraria al
fungicida anterior, éste fue capaz de inhibir el crecimiento fungico a concentraciones de 20
mM. Los resultados de estos autores coinciden con los de este trabajo.

Por otro lado, la produccion de AFB: se fue inhibiendo a medida que las
concentraciones de glifosato aumentaron. A las mayores concentraciones del plaguicida
(300 mM) ninguna de las cepas en estudio produjo AFB;: bajo las condiciones ensayadas.
En las condiciones de 30 mM y 0.93 de aw la produccién de toxina también fue inhibida. No
existen datos sobre el efecto de plaguicidas en la produccion de micotoxinas sobre granos.
Reddy y col. (2009) evaluaron la influencia de carbadazima vy trizicazole sobre la produccion
de AFB; por A. flavus, observaron que este parametro disminuia conforme aumentaban las
concentraciones de ambos fungicidas. La inhibicién total de la produccién de toxina se
registré a la concentracién mas baja estudiada (5 mM) para carbadazima, mientras que para

tricicazola la inhibicion fue a 20 mM.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio se puede observar
claramente que ambos plaguicidas provocan efectos totalmente diferentes sobre cepas
toxicogénicas de Aspergillus seccion Flavi. Por un lado, se observdé que en general el

insecticida clorpirifés, no provoca efectos inhibitorios sobre el crecimiento y la produccion de
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AFBi, ya sea en concentraciones que usualmente son usadas a campo (0.06 y 0.14 mM)
como 100 veces mayores a éstas. En algunos casos este insecticida fue capaz de inhibir
totalmente el crecimiento de las cepas en condiciones marginales de aw (0.93 y 0.95) con
altas concentraciones de clorpirifés y s6lo a 37 °C. Estos resultados sugieren que la
determinacion de las dosis 6ptimas de los insecticidas aplicados sobre un sustrato natural es
de gran importancia. Altos niveles de los mismos no aseguran la inhibicién en el crecimiento
y la produccion de toxina, e implican la posibilidad de producir efectos indeseables en las
caracteristicas organolépticas del grano y un riesgo por la presencia de residuos de estos
compuestos en los granos. Por otro lado, se ha estudiado que dosis muy bajas de éstos y
una inadecuada distribucion causarian un incremento en la esporulacién, velocidad de
crecimiento y produccion de metabolitos secundarios. Al analizarse los resultados obtenidos
en los ensayos con glifosato se observé que este plaguicida afecta negativamente el
crecimiento y produccién de toxinas del hongo en estudio en todas las condiciones, tanto en
los ensayos in vitro como in situ, a medida que las concentraciones utilizadas iban en
aumento tanto el crecimiento fangico y la produccion de toxinas disminuian.

Finalmente, estos resultados indican que la presencia del herbicida glifosato y del insecticida
clorpirifés afectan el desarrollo y la produccién de aflatoxinas por cepas de A. flavus,
constituyendo un factor mas de riesgo si estas especies estan expuestas a estos
compuestos organofosforados en los sistemas productivos.

Estos tipos de ensayos ecofisiologicos son muy importantes debido a que permiten
conocer a que condiciones el hongo es capaz de desarrollarse y producir sus micotoxinas y
a que condiciones no. Una vez conocidas las condiciones a las cuales el hongo se
desarrolla y produce sus micotoxinas sobre el grano de maiz, junto con la implementacion
de buenas practicas agricolas y de almacenamiento es posible crear estrategias futuras para
evitar el desarrollo de este hongo y su posterior produccion de AFB;en el campo y de esta
manera evitar pérdidas en las caracteristicas organolépticas del grano, en los rendimientos

econdmicos y riegos en la salud del hombre y animales.
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VII.  CONCLUSIONES

En base a la evaluacién y discusién de los resultados, se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

La poblacion de hongos filamentosos aislados de suelos agricolas
expuestos a diferentes plaguicidas varian dependiendo de localidad

analizada.

La frecuencia de aislamiento de Aspergillus seccién Flavi a partir de los
suelos en estudio fue elevada en ambas localidades.

La especie aislada en mayor frecuencia fue Aspergillus flavus, seguida por
A. parasiticus, A. oryzae y por ultimo las cepas identificadas como seccién
Flavi. Todas las cepas de A. flavus, A. parasiticus y cepas pertenecientes a

la seccion Flavi (no identificadas como especie) produjeron AFB;.

El insecticida clorpirifés posee una influencia parcial sobre los pardmetros
de crecimiento (velocidad y fase de latencia) y produccién de AFB; de las

cepas analizadas de A. flavus y A. parasiticus en medio de cultivo.

Sobre granos de maiz clorpirifés a concentraciones usadas en campo (0.06
y 0.14) como 100 veces mayores a estas, estimulé tanto el crecimiento
como la produccién de AFB;: de las cepas de A. parasiticus y A. flavus en
estudio bajo diferentes condiciones de aw (0.93, 0.95y 0.98) y a 25°C.

El herbicida glifosato a altas concentraciones (300 y 500 mM) afecta
negativamente el crecimiento y produccién de AFB;: de estas cepas tanto en

ensayos in vitro como in situ.
Los valores de velocidad de crecimiento y produccion de AFB; sobre granos

de maiz fueron siempre mayores a los obtenidos en el medio a base de

sustrato (agar harina de maiz).
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IX.

ANEXOS ESTADISTICO

Tabla 1: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

clorpirifés (C) y temperatura (T); y sus interacciones dobles y triples sobre la velocidad de

crecimiento y la fase de latencia de cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) y A. flavus

(AF 56 y AF 63).
Fuentes de 1 Velocidad de crecimiento Fase de latencia
Cepas Variacion gl CM? F3 CM? F3
C 5 6.33 7.36* 3648.81 7.36*
aw 2 31.66 36.76* 18234.08 36.76*
T 2 6.18 7.17* 3558.17 7.17*
C x aw 10 1.41 1.63 809.31 1.63
NRRL 2999
CxT 10 8.78 10.20* 5059.17 10.20*
aw X T 4 1.48 1.72 854.49 1.72
CxawxT 20 1.33 1.55 767.64 1.55
C 5 5.54 8.40* 2900.07 4.40*
aw 2 53.41 80.99* 43462.84 65.97*
T 2 34.40 52.16* 4946.08 7.51*
AP 55 C x aw 10 1.59 2.41* 1712.98 2.60
CxT 10 5.83 8.85* 2626.50 3.99*
awx T 4 6.21 9.41* 10292.41 15.62*
CxawxT 20 2.28 3.45* 3615.00 5.49*
C 5 5.27 14.85* 1898.06 6.42*
aw 2 22.41 63.10* 55720.84 188.53*
T 2 18.93 53.29* 7982.60 27.01*
AF 56 C x aw 10 0.94 2.64 1914.00 6.48*
CxT 10 5.73 16.12* 2000.88 6.77*
awx T 4 5.73 16.14* 11039.57 37.35*
CxawxT 20 0.92 2.59* 2099.01 7.10*
C 5 7.04 11.12* 7052.95 5.88*
aw 2 25.42 40.12* 71960.14 60.00*
T 2 28.31 44.69* 8822.75 7.36*
AF 63 C x aw 10 0.78 1.24* 3861.53 3.22*
CxT 10 9.70 15.31* 6423.62 5.36*
awx T 4 5.73 9.04* 16230.21 13.53*
CxawxT 20 1.64 2.58* 5181.43 4.32*%

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01
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Tabla 2: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracién de

clorpirifés (C) y sus interacciones sobre la velocidad de crecimiento y la fase de latencia de

cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) a diferentes temperatura.

Fuentes de glt Velocidad de Fase de latencia
Cepas Temperaturas Variacién crecimiento
Ccm? F3 Ccm? F3
C 5 1.69 1.04* 1580.23 1.86
18°C aw 2 4.18 2.57* 38157.48 44.95*
C x aw 10 0.84 0.52 1561.91 1.84
C 5 1.88 3.256* 68.24 0.06
NRRL o "
2999 28°C aw 2 10.75 18.59 1269.84 1.13
C x aw 10 1.27 2.19 256.71 0.23
C 5 20.33 54.18* 81668.10 9.14*
37°C aw 2 19.69 52.47* 27677.10 4.1*
C x aw 10 1.96 5.22* 7741.53 0.87
C 5 0.15 0.29 889.81 1.12
18°C aw 2 8.02 15.28* 56047.38 70.77*
C x aw 10 0.84 1.60 2868.73 3.62*
C 5 0.21 1.00 98.88 11.56*
AP 55 28°C aw 2 7.66 36.35*% 2981.54 348.50*
C x aw 10 0.18 0.88 92.07 10.76*
C 5 16.85 13.55* 7164.39 6.09*
37°C aw 2 50.15 40.35* 5018.74 4.27
C x aw 10 5.12 4.12* 5982.18 5.09*

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01
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Tabla 3: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracién de

clorpirifés (C) y sus interacciones sobre la velocidad de crecimiento y la fase de latencia de

cepas de A. flavus (AF 56 y AF 63) a diferentes temperaturas.

Fuentes de I Velocidad de Fase de latencia
Cepas Tem peraturas Variaciéon crecimiento
CMm? F3 CMm? F3
C 5 0.30 1.14 1427.87 2.49
18°C aw 2 7.29 27.35* 54212.86 94.71*
Cx aw 10 0.43 1.62 2483.76 4.34*
C 5 0.44 1.73 32.75 1.05
AF 56 28°C aw 2 0.47 1.85 1647.03 52.68*
C x aw 10 0.43 1.70 86.25 2.76
C 5 15.98 29.23*  4439.20 15.69*
37°C aw 2 26.13 47.79*  21940.09 77.54*
C x aw 10 1.91 3.50* 3542.01 12.52*
C 5 0.39 0.58 6014.05 3.81*
18°C aw 2 10.18 15.28* 85401.96 39.88*
C x aw 10 0.52 0.78 4283.18 2.00
C 5 0.12 0.34 83.10 5.64*
AF 63 28°C aw 2 0.59 1.71 2640.19 179.28*
C x aw 10 0.13 0.37 43.33 3.94*
C 5 25.94 29.15* 13803.04 9.58*
37°C aw 2 26.10 29.33* 16378.42 11.36*
C x aw 10 3.41 3.83* 9897.89 6.87*
1Grados de libertad 3 Estadistico
2 Cuadrado medio * Significancia p<0,01
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Tabla 4: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracién de

clorpirifés (C), dias de incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccién de AFB: por

cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y

AP 55).

Cepas Fuentes de Variacion glt CMm? F3
C 5 15041.80 11.61*
D 2 14190.38 10.95*
NRRL 2999
T 2 38.02 0.03
aw 2 12356 11.23*
C 5 6045.77 11.19*
2 4371.47 8.09*
AP 55
T 2 948.30 1.75
aw 2 3371.1 10.05*

1Grados de libertad
2 Cuadrado medio

3 Estadistico
* Significancia p<0,01

Tabla 5: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

clorpirifés (C), dias de incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccion de AFB;: por

cepas de A. flavus (AF 56 y AF 63)

Fuentes de

1 2 3
Cepas Variacion gl CM F
C 5 68374.86 13.68*
D 2 1752.00 0.35
AF 56
T 2 111722.02 22.35*%
aw 2 1976.8 0.4
5 119130.44 12.23*
D 2 20785.08 2.13
AF 63
2 257122.87 26.39%*
aw 2 19563 1.9

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01
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Tabla 6: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

glifosato (C) y temperatura (T); y sus interacciones dobles y triples sobre la velocidad de

crecimiento y la fase de latencia de cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) y A. flavus

(AF 56 y AF 63).

Cepas Fuentes de i Velocidad de crecimiento Fase de latencia
Variacioén CM? F3 CM?2 F3

C 2 36.85 25.13% 11570.06 72.47*

aw 2 27.40 18.69* 15669.30 98.15*

T 2 66.30 45.23* 10193.65 63.85*

C x aw 4 6.26 4.27* 25643.02 160.62*

NRRL 2999 CxT 4 12.51 8.53* 10089.16 63.20*
aw x T 4 8.48 5.79* 6531.57 40.91*

CxawxT 8 7.67 5.23* 12489.83 78.23*
C 2 54.56 114.11%* 31784.4 82.7*%

aw 2 40.69 85.1% 22705.04 59.08*

T 2 21.89 45.79* 15252.88 39.69*

AP 55 C x aw 4 1.98 4.14* 3977.36 10.35*
CxT 4 6.79 14.2* 616.86 1.61*

awx T 4 7.23 15.13* 17319.26 45.07*

CxawxT 8 2.31 4.83* 19301.97 50.22%*

C 2 46.09 59.24* 32315.52 63.49*

aw 2 25.76 33.12%* 27926.18 54.86*

T 2 34.5 44 35%* 26445.58 51.95*
AF 56 C x aw 4 2.75 3.53%* 4171.34 8.19*
CxT 4 5.52 7.1% 940.77 1.85

aw x T 4 4.6 5.91* 27213.24 53.46*

CxawxT 8 1.58 2.03 23943.11 47.04*

C 2 44.38 67.98* 17731.56 65.14*

aw 2 40.1 61.42%* 43233.9 158.83*

T 2 24.82 38.01* 19318.17 70.97*

AF 63 C x aw 4 6.62 10.14* 9048.53 33.24%*
CxT 4 1.91 2.92 317.23 1.17

awx T 4 6.17 9.45* 32234.13 118.42*

CxawxT 8 0.89 1.37 11669.72 42.87*

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01
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Tabla 7: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de
glifosato (C) y sus interacciones sobre la velocidad de crecimiento y la fase de latencia de

cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) a diferentes temperaturas.

d Velocidad de Fase de latencia
Cepas Temperaturas F\L/J:r?;iiséne glt crecimiento
CMm? F3 CcMm? F3
C 2 4.18 22.61* 9448.81 78.70*
18°C aw 2 1.58 8.54* 32067.38 267.09*
C x aw 4 0.55 4.98* 15431.98 128.53*
C 2 29.85 34.10* 1800.14 8.82*
NRRL 2999 28°C aw 2 39.82 45.48* 19008.20 93.17*
C x aw 4 20.26 23.14* 10488.76 51.41*
C 2 17.86 5.35* 248.06 1.51
37°C aw 2 12.94 3.88 1284.71 7.83*
C x aw 4 0.79 0.24 3864.81 23.57*
C 2 3.68 19.88* 11762.92 27.93*
18°C aw 2 6.56 35.42* 37229.72 88.39*
C x aw 4 0.85 4.57* 14810.66 35.16*
AP 55 C 2 40.86 78.27* 13764.54 105.25*
28°C aw 2 26.78 51.31* 6092.33 46.58*
C x aw 4 3.65 6.99* 16441.81 125.72*
C 2 37.67 51.80* 15162.88 25.23*
37°C aw 2 7.74 10.64* 6349.31 10.57*
C x aw 4 2.10 2.89 11328.85 18.85*
1Grados de libertad 3 Estadistico
2 Cuadrado medio * Significancia p<0,01
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Tabla 8: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

glifosato (C) y sus interacciones sobre la velocidad de crecimiento y la fase de latencia de

cepas de A. flavus (AF 56 y AF 63) a diferentes temperaturas.

Fuentes de VeIoc_idgd de Fase de latencia
Cepas Temperaturas Variacion It crecimiento
CM? Fe cm? F3
C 2 291 34.19* 52518.94 44.20*
18°C aw 1.16 13.67* 48160.68 40.53*
Cxaw 4 0.15 1.8 5359.27 4.61*
C 27.00 19.73* 13617.97 124.28*
AF 56 28°C aw 20.76 15.17* 6692.61 61.08*
Cxaw 3.81 3.79* 18161.63 165.74*
C 27.23 30.92* 16492.53 40.58*
37°C aw 2 13.03 14.80* 3581.45 8.81*
C xaw 1.94 2.20 4133.68 10.17*
C 291 34.19* 4898.7 25.93*
18°C aw 1.16 13.67* 110938.47 587.23*
Cxaw 0.15 1.80 10513.7 55.65*
AF 63 C 27.00 19.73* 8874.5 27.61*
28°C aw 20.76 15.17* 1118 3.48
Cxaw 3.81 4.79 8294.1 25.8*
C 2 27.23 30.92* 2840.76 2.29
37°C aw 13.03 14.80* 54.96 0.04
C xaw 4 1.94 2.20 11279.79 35.29*

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01
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Tabla 9: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de
glifosato (C), dias de incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccion de AFB; por
cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55).

Fuentes de 1 2 3
Cepas Variacion gl M F
C 2 12440.94 8.67*
D 2 13456.1 7.81*
NRRL 2999
T 2 40781.88 5.47*
aw 2 21608.91 4.9*
2 20791.87 4.71*
2 10263.85 6.84*
AP 55
2 13856.76 5.14*
aw 2 18102.66 5.49*
1Grados de libertad 3 Estadistico
2 Cuadrado medio * Significancia p<0,01

Tabla 10: Andlisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de
glifosato (C), dias de incubacion (D) y temperatura (T) sobre la produccion de AFB;: por
cepas A. flavus (AF 56 y AF 63).

.
C 2 5547.78 5.96*
D 2 4182.28 6.73*
AF 58 T 2 10041.33 4.75*
aw 2 11408.43 5.98*
2 1101.34 5.69*
2 3924.97 4.45*
AFO3 2 3621.16 6.26*
aw 2 8400.49 5.25*
!Grados de libertad 3 Estadistico
2 Cuadrado medio * Significancia p<0,01
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Tabla 11: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

clorpirifés (C) y sus interacciones sobre la velocidad de crecimiento y la fase de latencia de

cepas de A. parasiticus (AP 55) y A.flavus ( AF 63) a 25° C sobre sustrato natural.

Fuer_rte_S,OIe gl Velocidad de crecimiento Fase de latencia
Cepas variacion

CcMm?2 F3 Ccm? F
C 4 0.94 3.23* 615.97 5.55*
AP 55 aw 2 0.46 2.01 1690.63 15.24*
Cxaw 8 0.63 2.15 240.62 5.17*
C 4 0.22 0.74 131.11 5.87*
AF 63 aw 2 0.57 1.89 1460.16 65.35*
Cxaw 8 0.33 1.09 142.79 6.39*

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01

Tabla 12: Andlisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

clorpirifés (C), dias de incubacién (D) sobre la produccion de AFB: por cepas de A.

parasiticus (AP 55) y A.flavus (AF 63) en sustrato natural a 25° C.

Fuentes de

Cepas Variacion gl* Fe
C 2 782922938 5.42*

AP 55 aw 2 1003083728 5.54*
D 2 1046953457 5.56*
C 2 3795496165 4.44*

AF 63 aw 2 2483089410 5.94*
D 2 3581948675 5.36*

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01

122



Tabla 13: Analisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

glifosato (C) y sus interacciones sobre la velocidad de crecimiento y la fase de latencia de

cepas de A. parasiticus (AP 55) y A.flavus (AF 63) a 25° C sobre sustrato natural.

Cepas F\;Jaerri];ﬁféie Velocidad de crecimiento Fase de latencia
Cm2 F3 CMm? F
C 1.24 2.14 615.97 5.55*
AP 55 aw 2.25 3.60 1690.63 15.24*
C x aw 10.71 12.67* 240.62 517*
C 1.79 0.74 131.11 5.87*
AF 63 aw 1.24 1.89 1460.16 65.35*
C x aw 16.10 15.68* 142.79 6.39*

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01

Tabla 14: Andlisis de la varianza del efecto de la actividad acuosa (aw), concentracion de

glifosato (C), dias de incubacién (D) sobre la produccibn de AFB: por cepas de A.

parasiticus (AP 55) y A.flavus (AF 63) en sustrato natural a 25° C.

Fuentes de

Cepas Variacion gl cm® F
C 2 2.9723E+10 6.34*

AP 55 aw 2 497337107 6.11*
D 2 1.0374E+10 5.21*
C 2 3.2313E+10 6.01*

AF 63 aw 2 4.6103E+10 5.44*
D 2 4.4943E+10 5.4*

1Grados de libertad

2 Cuadrado medio

3 Estadistico

* Significancia p<0,01
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X. ANEXO DE TABLAS

Tabla 1: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifds sobre la produccién de AFB: por cepas
de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) bajo diferentes condiciones de awa 18°C.

Concentraciéon de AFB; (ng/g)

Cepas aw Dias Clorpirifés (mM)
0 0.06 0.14 0.3 0.6 1.4
7 43.5 67.5 72.3 80.2 210.1 40.0
0.93 14 67.2 48.2 52.15 67.1 121.2 60.5
21 221 37.6 39.5 43.4 60 13.3
7 50.2 70.21 83.5 87.1 198.2 60.7
l\zlzgRgL 0.95 14 53.5 78.9 101.2 132.5 231.7 47.2
21 28.1 35.6 40.2 40.2 50.3 30.2
7 67.3 82.3 124.7 179.5 324.7 72.2
0.98 14 80.0 103.2 137.6 200.3 374 79.8
21 40.1 40.7 50.7 67.13 67.9 39.8
7 68.3 70.3 75.2 80.3 111.5 66.50
0.93 14 72.29 75.7 79.9 89.5 123.3 77.2
21 42.7 60.1 62.3 66.6 72.4 50.2
7 94.1 99.1 121.3 127.5 169.2 70.25
AP 55 0.95 14 101.2 1325 138.7 143.5 222.7 81.3
21 60.7 67.2 75.4 80.2 103.4 65.2
7 123.1 130.3 175.5 192.3 233.2 90.3
0.98 14 103.4 111.2 123.2 133.3 198.5 113.5
21 68.3 65.3 70.2 90.3 90.9 70.3
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Tabla 2: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB:1 por cepas
de A. flavus (AF 56 y AF 63) bajo diferentes condiciones de awa 18°C.

Concentraciéon de AFB; (ng/g)

Cepas aw Dias Clorpirifés (mM)
0 0.06 0.14 0.3 0.6 14
7 39.7 53.7 59.6 63.5 397.2 128.5
0.93 14 56.6 60.3 68.3 75.5 398.1 1394
21 40.2 43.5 46.6 51.9 333.7 117.9
7 66.3 70.7 77.8 85.3 421.5 193.3
AF 56 0.95 14 90.3 92.5 94.3 96.6 433.2 203.5
21 43.1 455 50.1 525 452.7 207.3
7 70.2 78.3 80.5 267.1 423.5 389.5
0.98 14 98.6 105.3 123.3 292.7 454.7 395.5
21 90.3 93.7 142.7 302.1 463.1 327.3
7 45.2 50.3 52.8 225.3 530.2 239.7
0.93 14 63.3 71.7 76.7 222.7 613.2 272.9
21 32.7 32.0 43.7 193.0 202.8 233.8
7 55.7 57.2 62.0 178.4 467.3 321.2
AF 63 0.95 14 71.5 73.3 79.9 213.2 567.1 420.0
21 42.3 44.7 43.2 123.5 489.9 368.7
7 68.7 87.4 89.8 321.4 728.9 563.0
0.98 14 90.6 101.3 92.72 339.6 770.3 493.9
21 43.5 50.6 52.2 118.7 220.8 367.5
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Tabla 3: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB:1 por cepas
de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) bajo diferentes condiciones de awa 28°C.

Concentracién de AFB1 (ng/g)

Cepas aw Dias Clorpirifés (mM)
0 0.06 0.14 0.3 0.6 1.4
7 73.4 76.5 80.25 121.2 72.5 68.5
0.93 14 82.5 90.2 91.37 109.3 82.2 79.1
21 60.25 63.3 80.3 123.3 90.3 824
7 80.3 83.4 95.25 115.7 97.3 87.9
I\;EQR; 0.95 14 78.2 80.1 85.7 96.9 72.5 69.7
21 80.7 93.4 100.3 1159 90.5 73.7
7 934 105.7 109.3 134.1 100.2 67.5
0.98 14 854 90.3 98.7 109.3 92.3 80.5
21 63.4 72.7 79.2 103.3 85.7 70.2
7 85.3.0 89.3.7 99.3 117.5 101.3 68.5
0.93 14 87,27 93,2 98,3 109,9 91,3 70,24
21 93,51 101,5 104,7 123,1 103,2 93,3
7 95.71 99.9 107.2 115.4 104.2 65.3
AP 55 0.95 14 93.3 101.15 105.2 113.5 93.7 84.4
21 97.21 103.3 111.8 137.7 102.8 92.7
7 101.15 104.25 115.9 141.24 92.8 73.15
0.98 14 103.21 110.3 123.1 131.23 89.2 87.7
21 92.7 99.7 103.24 135.7 102.8 90.7
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Tabla 4: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB:1 por cepas
de A. flavus (AF 56 y AF 63) bajo diferentes condiciones de awa 28°C.

Concentracion de AFB1 (ng/g)

Cepas aw Dias Clorpirifés (mM)
0 0.06 0.14 0.3 0.6 1.4
7 65.02 69.2 79.3 103.5 92.3 85.5
0.93 14 69.9 73.4 76.9 135.5 111.8 97.3
21 61.24 69.3 82.8 99.3 85.2 83.1
7 73.2 81.3 87.8 103.25 93.7 90.7
AF 56 0.95 14 79.2 87.28 95.6 107.31 101.1 85.4
21 85.3 90.13 95.18 109.3 87.3 65.2
7 59.2 63.23 70.39 99.6 83.1 70.2
0.98 14 63.5 71.1 79.15 93.4 91.1 87.3
21 81.3 85.5 90.13 113.7 100.7 92.5
7 78.13 82.45 87.23 103.5 92.7 85.4
0.93 14 85.4 88.23 93.24 107.3 91.3 83.3
21 74.24 76.6 87.15 103.5 100.1 87.5
7 80.5 83.3 89.7 119.7 92.3 83.6
AF 63 0.95 14 83.7 88.26 93.27 125.13 101.7 87.2
21 954 103.13 109.9 137.3 90.87 72.8
7 85.9 89.9 89.3 140.2 103.7 85.3
0.98 14 99.7 107.1 111.3 115.5 93.7 92.3
21 103.15 107.3 125.7 143.3 102.79 93.28
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Tabla 5: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB:1 por cepas
de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) bajo diferentes condiciones de awa 37°C.

Concentracion de AFB:1 (ng/g)

Cepas aw Dias Clorpirifés (mM)
0 0.06 0.14 0.3 0.6 1.4
7 67.28 69.25 76.72 105.15 110.25 70.5
14 82.3 89.18 95.17 99.7 105.21 81.21
o5 21 56.73 63.27 69.72 79.9 91.4 42.37
7 71.14 83.26 89.15 93.93 107.14 69.15
I\ZlggRgL 0.05 14 76.25 85.29 92.15 99.87 109.18 72.3
21 69.78 79.63 87.28 101.1 120.8 82.3
7 89.9 93.17 99.23 109.26 118.3 87.3
14 85.15 89.9 93.25 103.42 109.17 72.56
058 21 62.28 66.67 73.8 93.9 107.2 80.28
7 76.18 79.28 85.21 93.18 120.5 68.18
14 89.95 93.23 99.15 103.3 105.18 72.2
o5 21 81.13 85.72 88.37 93.3 99.23 60.5
7 85.15 89.19 95.65 99.82 99.18 78.5
AP 55 14 93.12 95.23 103.22 105.81 107.28 88.8
o5 21 78.72 85.15 90.23 98.12 105.0 98.15
7 93.23 93.29 93.15 125.18 129.23 90.15
14 98.71 104.23 106.12 106.9 110.25 72.12
058 21 82.02 85.7 89.97 103.2 101.59 100.71

128



Tabla 6: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB:1 por cepas
de A. flavus (AF 56 y AF 63) bajo diferentes condiciones de awa 37°C.

Concentracién de AFB;

Cepas aw Dias Clorpirifés (mM)
0 0.06 0.14 0.3 0.6 14
7 83.15 87.23 89.15 122.02 124.17 80.53
14 81.28 83.15 88.26 103.12 107.14 83.71
o5 21 72.15 79.11 89.27 93.16 99.08 77.32
7 89.9 95.5 97.3 107.68 108.22 100.5
AF 56 14 97.18 100.3 101.73 105.25 107.3 88.8
% 21 67.20 66.29 72.31 74.62 80.08 59.27
7 101.12 104.25 106.15 106.71 109.07 98.34
0.98 14 103.4 105.72 108.18 110.37 110.29 99.7
21 92.5 90.7 110.39 125.35 147.9 93.15
7 63.27 65.79 72.33 79.24 105.72 71.19
0.93 14 79.18 85.27 93.13 99.28 100.7 73.15
21 57.15 66.25 70.32 74.41 99.21 60.37
7 72.73 79.37 87.36 90.13 93.27 70.79
AF 63 0.95 14 79.47 83.23 89.27 97.15 115.23 78.10
21 73.13 73.92 76.26 80.25 89.17 72.92
7 91.73 96.61 103.7 139.27 140.17 85.15
0.98 14 99.13 103.27 109.28 115.46 121.27 101.31
21 85.5 89.23 102.36 104.18 143.28 91.13
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Tabla 7: Efectos de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccién de AFB:1 por cepas de A. parasiticus (NRRL 2999 y AP 55) y A. flavus (AF 56 y AF 63)
bajo diferentes condiciones de awy temperatura.

Concentracion de AFB; (ng/g)

7 dias 14 dias 21 dias
18°C 28°C 37°C 18°C 28°C 37° C 18°C 28°C 37°C

Cepas aw 0 30 300 0 30 300 0 30 300 0 30 300 0 30 300 0 30 300 0 30 300 0 30 300 0 30 300
0.93 nd nd nd 3.35 nd nd 2.3 nd nd nd nd nd 2.1 0.99 nd nd 3.9 nd nd 0.7 nd 0.5 144 nd 1 0.9 nd

Megg 09 nd nd nd nd nd nd 21 nd nd nd nd nd 5017 591 nd nd nd nd nd nd nd 311 136 nd nd 127 12
0.98 2.1 0.7 nd 6.7 31 nd 6.8 nd nd nd 7.8 2.5 134.2 4.1 nd 4.25 nd 7.3 82.5 nd nd nd 23 1.1 7.5 nd 3.5

0.93 nd nd nd 3.1 19.1 nd 32 725 nd nd 2.4 nd 22.1 8.6 nd 4 8.4 nd nd 0.8 nd 26.7 2.6 nd 509 55 nd

AP 55 0.95 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 990 nd nd 334 65 nd nd 153 nd 161 nd nd 16.4 22 nd
098 095 18 nd 9.15 0.5 0.5 7.7 14 nd 0.5 0.9 nd 7.5 1.9 nd 20 6.8 nd 74 205 13 9 nd nd 369 43 7.1

0.93 nd nd nd lod nd nd nd nd nd 6.3 9.2 nd nd 1.7 nd 3.7 nd nd nd nd nd 0.7 2.3 nd nd nd nd

AF 56 0.95 nd nd nd nd nd nd nd 36.6 nd nd nd nd 669 nd nd nd nd 3.3 nd nd nd 92 nd 179 24 nd 3.2
098 1.9 1.4 nd nd nd nd 0.5 0.5 nd 0.85 0.9 5.4 nd nd 1.2 15 195 nd 6.1 135 21 nd nd nd nd nd nd

0.93 nd nd nd nd 14 nd 3.1 nd nd 34 nd nd nd nd nd 2.25 13 nd 1.6 2.3 nd 135 13 nd 11 nd nd

AF 63 0.95 nd nd nd nd nd nd 095 0.9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 214 832 175 nd nd nd nd
098 14 115 nd nd 0.5 nd 1.25 3 35 9.4 nd 3.7 nd nd nd nd 184 1.9 3.9 3 2.7 lod lod 0.5 1.1 2.6 21

nd: no detectado segun la técnica utilizada (<0.7 ng/g).
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Tabla 8: Efecto de diferentes concentraciones de clorpirifés sobre la produccién de AFB:1 sobre
granos de maiz por cepas de A. parasiticus (AP 55) y A. flavus (AF 63) bajo diferentes condiciones de
awa 25°C

Concentracién de AFB1 (ng/g)

7 dias 14 dias 21 dias

Clorpirifés (mM)

0 0.14 14 0 0.14 14 0 0.14 14
Cepas aw

0.93 nd 3535.6 143567 140.8 417.1 2499.6 2363.4 2438 2204.1

AP 55 0.95 12825 1923.9 139.4 755.2 344.1 426.8  2351.3 2112 2144.7

0.98 158.0 2157.5 2725 2443 2384 218.1 14015.7 163622.6 2263.5

0.93 nd 5403.8 nd 2526.9 803.2 2334.2 2440.5 2468.6  41766.3

AF63 095 17626 821.3 7596 2570 22425 2556.4 2351.3 2326 275337.3

0.98 1501.2 2422.8 5313.9 2443 2264.5 2356.3 2339.6 2129. 2260.3

nd: no detectado, valores bajo el limite de deteccién seguln la técnica utilizada (<2.2 ng/g)
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Tabla 9: Efecto de diferentes concentraciones de glifosato sobre la produccion de AFB1 sobre granos
de maiz por cepas de A. parasiticus (AP 55) y A. flavus (AF 63) bajo diferentes condiciones de aw y a

25°C.

Cepas aw

0.93
AP 55 0.95
0.98
0.93

AF63 0.95

0.98

Concentraciéon de AFB; (ng/g)

7 dias 14 dias 21 dias
Glifosato (mM)

0 30 300 0 30 300 0 30 300
2491.3 nd nd 56673.7 56673.7 nd 264336.3 nc nd
29483.2 2140.7 nd 333754.1 50806.3 nd 21279.3 31838 nd
18191.9 9725.3 nd 133526.1 30212.7 nd 121368.2 25282.4 nd

nd nd nd nd 1051.6 nd 27480.2 901.9 nd
20640.1 1976.3 nd 116124.6 31986.3 nd 15271 17207.8 nd
34279 10234 nd 84184.5 58792.7 nd 197453.25 952711 nd

nd: no detectado, valores bajo el limite de deteccién segun la técnica utilizada (<2.2 ng/g).
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