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Resumen

En Argentina el ensilaje es una técnica de preservacion de forraje que se logra
por medio de una fermentacion lactica espontanea bajo condiciones anaerdbicas,
siendo una fuente importante de alimento para el ganado. El ensilaje de maiz de
planta completa frecuentemente puede contaminarse con hongos y micotoxinas que
disminuyen su calidad y valor nutricional, produciendo pérdidas econdmicas. La
zearalenona (ZEA) en una micotoxina estrogénica, nociva para humanos y animales,
producida principalmente Fusarium graminearum y F. culmorum. La ZEA, puede
metabolizarse formando varios derivados también estrogénicos, incluso mas tdxicos
que la ZEA original. Estas micotoxinas pueden contaminar el maiz antes de ser
ensilado y causar problemas reproductivos en los animales. Los objetivos del
presente estudio fueron: i) determinar los efectos del proceso de ensilaje sobre los
niveles de zearalenona (ZEA), a-zearalenol (a-ZOL) y B-zearalenol (3-ZOL) en ensilaje
de maiz contaminado artificialmente y ii) evaluar la capacidad de dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae, aisladas de ensilaje de maiz, para adsorber o
biotransformar ZEA in vitro. Se disefio un modelo de mini-silos de laboratorio y se
contamind previamente el maiz picado con un nlcleo de ZEA, obteniéndose una
concentracion de 750 pg de ZEA/Kg de ensilaje. Estos silos fueron muestreados a
los 7, 45, 90, 120 y 127 dias del armado. Se midieron los parametros fisico-quimicos
del ensilaje en cada etapa y se cuantificaron los niveles de ZEA, a-ZOL y B-ZOL por

LC-MS/MS. En otro ensayo, las cepas de Saccharomyces cerevisiae RC008 y RC009,
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se incubaron en soluciones de PBS adicionado con 299; 475,6 o 1251 ng/ml de ZEA
durante 1 h a 25°C. Los niveles de ZEA, a-ZOL y B-ZOL se cuantificaron por LC-
MS/MS. Los analisis quimicos Yy fisicos indican que el ensilaje mantuvo una buena
calidad en todas las etapas. El pH se redujo favorablemente (P <0,05) a 4,69-3,80
durante la etapa de conservacion. La materia seca, %H y aw no variaron desde el dia
7 al 127. Los niveles de ZEA, a-ZOL y B-ZOL también se mantuvieron desde el dia 7
hasta el dia 127, indicando que no hubo una degradacién significativa por el proceso
de ensilado o por la microbiota nativa del ensilaje. Ambas cepas, RC008 y RC009
fueron capaces de reducir, /in vitro, las concentraciones de ZEA en soluciones de PBS
(hasta un 92,57% para RC008 y un 94,37% para RC0O09 en la solucién de 1251
ng/ml). Dado que no se detectd a-ZOL ni B-ZOL, la reduccion de ZEA se atribuyo a la
adsorcion. Este estudio sugiere que los niveles de ZEA permanecen invariables
durante el proceso de ensilaje, asi como los niveles de sus derivados. Ademas se
demostrd que S. cerevisiae RCO08 y RC009 fueron capaces de adsorber y no

biotransforman ZEA, mejorando su potencial uso como aditivos para ensilajes.
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I. Generalidades

La contaminacion de cereales y materias primas para alimentos con hongos es
un problema a escala mundial, ya que disminuye su calidad y valor nutricional
produciendo pérdidas econdmicas. Ademas, algunas especies, principalmente de los
géneros Furasium, Aspergillus, Penicillium 'y Alternaria, pueden producir micotoxinas
nocivas para humanos y animales. Estas pueden ser producidas por hongos
fitopatdgenos a campo, o bien durante el almacenamiento de los productos
cosechados.

Las micotoxinas son compuestos organicos, bioldgicamente activos, que
pueden causar intoxicaciones agudas, subagudas o cronicas con efectos
carcinogénicos, teratogénicos, mutagénicos, neurotoxicos e inmunosupresores
(Peraica y col., 1999; Richard, 2007). La zearalenona (ZEA) es un producto téxico del
metabolismo secundario y estrogénico producido por varias especies de Fusarium que
incluyen a £ graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F. equiseti y F.
semitectum (Betina, 1989; Bennett y col.,, 2003). Esta micotoxina, al ser
metabolizada, puede producir varios metabolitos, algunos de los cuales, incluso mas
téxicos que la ZEA original. Los derivados de ZEA, a-zearalenol (a-ZOL) y B-zearalenol
(B-ZOL), pueden ser detectados en los tallos de maiz infectados a campo con
Fusarium spp. (Mirocha y col., 1979; Bottalico y col., 1985).

El maiz es el cereal mas ampliamente distribuido a nivel mundial, ocupa la
tercera posicion en produccion, seguido por el trigo y el arroz (SIACON, 2007). En
América Latina, Argentina es uno de los principales productores de maiz, con el 8,7
% de la produccién latinoamericana (Galarza y col., 2004; Vega y col., 2004).

El ensilaje de maiz es una fuente de alimento importante para la ganaderia
bovina. En los ultimos 10 anos, su uso se ha extendido considerablemente en los
campos argentinos, principalmente en los sistemas de cria intensivo (feedlots) y
tambos. Este sistema permite la conservacion del material vegetal durante largos
periodos de tiempo, manteniendo su valor nutricional similar al de las pasturas

frescas. Sin embargo, si el material ensilado fue contaminado con Fusarium spp. a
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campo, ciertos niveles de estas toxinas ya estaran presentes antes de ensilar. El
ensilaje posee una microbiota que varia en las diferentes etapas del proceso de
ensilado, predominando las bacterias acido lacticas (BAL) que producen los acidos
responsables de la conservacion. Los niveles de ZEA, (a-ZOL) y (B-ZOL) podrian
variar si la microbiota presente en el ensilaje o las condiciones propias del proceso
causaran la degradacion o biotransformacion de éstas.

El aislamiento de microorganismos capaces de adsorber o biotransformar
micotoxinas en productos menos tdéxicos, es una herramienta importante para la
formulacion de aditivos alimentarios bioldgicos, mas seguros que los aditivos

inorganicos.

I1. El género Fusarium

El género Fusarium abarca un gran numero de especies de amplia
distribucidon y es endémico en zonas maiceras en todo el mundo (Mendoza y col.,
2003). Estas especies se han identificado no solo como importantes patdgenos en
plantas, sino también como productores de toxinas, capaces de causar la muerte
en animales e incluso en el hombre (Moss y col.,, 1984). Son hongos que
presentan una gran variacion en cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas,
culturales y fisioldgicas. Esta capacidad de variacién explica en cierta medida el
hecho de que las especies del género puedan colonizar nichos ecoldgicos muy
diversos. (Nelson y col., 1994).

El género Fusarium se encuentra dentro del Reino Fungi, Phylum
Ascomicota, Clase Deuteromycete, Orden Hipocreales, Familia Hipocreaceae e
incluye 70 especies, de acuerdo al trabajo publicado por Leslie y Summerell
(2006). Las especies de Fusarium son saprofitas en algunas de sus fases de
crecimiento y pueden o no desarrollar una fase de reproduccidon sexual segun la
especie (Finch y col., 1983; Alexopoulos y col., 2000).

Especies de este género estan ampliamente distribuidas en el suelo y en

partes subterraneas y aéreas de las plantas, restos vegetales y otros sustratos



Introduccion

organicos (Wollenweber y col., 1935; Gordon, 1959; Booth, 1971; Burgess, 1981).
Son comunes en regiones tropicales y templadas como también en zonas articas
y desérticas, donde prevalecen condiciones climaticas adversas. Las condiciones
ambientales tienen un gran impacto en el crecimiento fingico y juegan un rol
critico en la epidemiologia de las micotoxicosis. La produccion de micotoxinas esta
regulada genéticamente en respuesta a las condiciones ambientales, siendo la
temperatura y el agua disponible, los principales factores ambientales que influyen
en el crecimiento y produccién de micotoxinas por diversas especies de Fusarium
(Ramirez y col., 2006).

Las especies de Fusarium son a menudo consideradas como hongos del suelo
a causa de su abundancia y su frecuente asociacion con raices de plantas, ya sea
como parasitos o saprofitos. Sin embargo, son colonizadores comunes de las partes
aéreas de la planta, donde pueden ocasionar enfermedades de una importancia
econdmica considerable (Francis y col., 1975; Francis y col., 1977; Olkan y col., 1979;
Burgess y col., 1988a, b). En maiz, pueden causar dafio en todas las etapas del
cultivo. En la Tabla 1 se muestran algunas de las principales especies de Fusarium

micotoxicogénicas (Nelson y col., 1994).
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Tabla 1. Principales especies de Fusariumy las micotoxinas que producen.

Especie de Fusarium

Micotoxinas producidas

Fusarium acuminatum

Toxina T-2, moniliformina

Fusarium anthophilum

Beauvericina

Fusarium avenaceum

Moniliformina, eniantinas

Fusarium tricinctum

Toxina T-2

Fusarium arthrosporoides

Moniliformina, eniantinas

Fusarium cerealis

Fusarenona, nivalenol, zearalenona

Fusarium chlamydosporum

Moniliformina

Fusarium culmorum

Deoxinivalenol, fusarenona, nivalenol, zearalenona

Fusarium equiseti

Bauvericina, zearalenona

Fusarium graminearum

Deoxinivalenol, fusarenona, nivalenol, zearalenona

Fusarium nygamai

Bauvericina, fumonisina By y B;

Fusarium oxysporum

Beauvericina, moniliformina

Fusarium poae

Diacetociscirpenol, fusarenona, nivalenol

Fusarium proliferatum

Bauvericina, fumonisina B; y B, moniliformina

Fusarium semitectum

Zearalenona, beauvericina

Fusarium verticillioides

Fumonisina By, B,y B3, moniliformina

Fusarium sporothrichioides

Toxina T-2, HT-2

Fusarium langsethiae

Toxina T-2, HT-2

Tomado de (Nayara y col., 2011)

I1.1. Fusarium graminearum y Gibberella zeae

Fusarium graminearum (Figura 1a) es un hongo cosmopolita, que afecta
principalmente a los cultivos de maiz, trigo y cebada. Es un hongo homotalico y su
estadio sexual (teleomorfo) es Gibberella zeae (Aoki y col., 1999). La mayoria de las

cepas producen peritecios (Figura 1b) en agar zanahoria (AZ) o agar hojas de clavel
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(AHC) en pocos dias. Los peritecios abundan en la naturaleza y liberan esporas
sexuales (ascosporas) que provocan enfermedades que afectan las partes aéreas de
las plantas como la fusariosis de la espiga ( "head blight") (Figura 1c) en trigo, cebada
y avena, la podredumbre del tallo y la mazorca en el maiz, entre otras (Leslie y col.,
2006).

Generalmente, Fusarium graminearun no se considera un patdégeno que afecte
de manera directa a los humanos. Sin embargo, algunos sintomas han sido descriptos
en casos de intoxicacion en humanos por consumir granos con fusariosis ("scabby
grain intoxicatior’’). En animales domésticos, las manifestaciones mas comunes
incluyen hiperestrogenismo, rechazo del alimento y vémitos, principalmente en
cerdos (Marasas y col., 1984). Fusarium graminearum es resistente a la mayoria de
los antifingicos de uso clinico, excepto a la anfotericina B que es la mas efectiva
(Pujol y col., 1998).

Fusarium graminearum puede producir tres importantes micotoxinas, las
cuales son las principales responsables de su toxicidad: ZEA, nivalenol y
deoxinivalenol. A su vez, también produce aurofusarina, culmorinas, fusarina C,
fusarocrmanona y esteroides (Gray y col., 1967; Marasas y col, 1984; Farber y col.,
1986; Pathre y col., 1986; Burmeister y col., 1990; Pedersen y col. 1999). El ganado
bovino es relativamente resistente a los efectos de la ZEA, aunque este compuesto
puede ser transmitido a la leche si los niveles presentes en el alimento son altos
(Mirocha y col., 1981).

Algunas cepas de F. graminearum pueden producir hasta 60 g/kg de ZEA en
cultivo /in vitro (Marasas y col., 1984) y se utilizan para produccion comercial de esta
toxina y de su derivado zeranol, utilizado en algunos paises como promotor de
crecimiento para el ganado (Hidy y col., 1977).

A continuacidon se detallan las caracteristicas distintivas para la identificacion

de F. graminearumy su teleomorfo G. zeae segun Leslie y Summerel (2006):
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Caracteristicas en AHC:

Escasos esporodoquios, color naranja palido, a menudo escondidos bajo el
micelio (Figura 1d).

Macroconidios relativamente delgados, curvados a casi rectos, de paredes
gruesas, con cinco o seis septos, con la célula apical afinada y la célula basal
en forma de pie (Figura 1e).

Formacion de clamidosporas variable, generalmente en los macroconidios.

No forma microconidios.

El estadio de teleomorfo, G. zeae, se forma sobre las hojas de clavel. Como es
un hongo homotalico, los peritecios se forman sin la necesidad de cruzar

diferentes aislados.

Caracteristicas en agar papa glucosado (APG):

Colonias de crecimiento rapido y de micelio denso, de colores que varian
desde blanco a naranja palido a amatillo (Figura 1f).

Aparicién de esporodoquios marrén-rojizoa o anaranjados luego de los 30 dias
de incubacién.

Formacion de pigmentos rojos en el agar, sensibles al pH, que pueden cambiar

a amarillo si el pH baja.

Macroconidios:

En los esporodoquios son generalmente uniformes en forma y tamano.
Morfologia general: delgados, de paredes gruesas y largo mediano.
Moderadamente curvados a derechos con la superficie ventral recta y la dorsal
levemente curvada.

Morfologia de la célula apical: afinada.

Morfologia de la célula basal: con forma de pie bien definida.

NUmero de septos: cinco a seis, bien definidos.
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e Abundancia: a comparacion de otras especies, los macroconidios son raros de
encontrar en F. graminearum, siendo mas abundantes soélo en los

esporodoquios.

Microconidios: ausentes

Clamidosporas:
e Abundancia / Velocidad de formacion: variable, generalmente tardan en
formarse. La ausencia de clamidosporas no es una caracteristica diagnostica.
e Locacién: mas comunmente en los macroconidios, pero pueden formarse
también en el micelio.
e Apariencia: solitarias, en grupos o cadenas. Generalmente son globosas con

una fina rugosidad, pero no de apariencia verrucosa.
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Figura 1. Fusarium graminearum. A) Cultivo; B) Peritecio de Gibberella zeae con
ascosporas; C) Fusariosis de la espiga de trigo; D) Esporodoquio; E) Cultivo de £~.
graminearum en agar papa glucosado; F) Macroconidios (barra de escala = 25 um).

Tomado de www.google.com.ar, busqueda: Imagenes/ Fusarium graminearum.
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II1. Micotoxinas

Las micotoxinas (del griego "mykes" = hongo y "toxicum" = veneno) son
metabolitos tdxicos producidos por los hongos que pueden contaminar los cultivos,
granos, cereales, forrajes y alimentos en todos los niveles de produccién, ya sea a
campo, durante su manejo, cosecha, procesamiento y almacenaje. Entran al sistema
de produccion animal a través del alimento (concentrado, ensilado o forraje) o por la
via del lecho. Las micotoxinas afectan negativamente el desempefio y la salud del
animal, asi como la calidad del producto. Por lo tanto, el control de micotoxinas es
crucial para las economias de produccion, el bienestar animal y por razones de
seguridad alimentaria.

Quimicamente, las micotoxinas son diferentes y representan una variedad de
familias y rangos con pesos moleculares desde aproximadamente 200 a 500 kD.
Actualmente se conocen mas de 300 micotoxinas, pero son sdlo algunas las que se
han investigado extensamente debido a su importancia en la salud publica y
agricultura (Denli y col., 2006). Las micotoxinas varian ampliamente en términos de
su severidad y ejercen sus efectos a través de cuatro mecanismos primarios:

e Reduccion del consumo o rechazo del alimento.

e Alteracion en el contenido de nutrientes del alimento, en términos de
absorcién y metabolismo de nutrientes.

e Efectos sobre los sistemas endocrino y excretor.

e Supresion del sistema inmune.

Estos cambios suelen desencadenar sintomas no especificos, los cuales pueden
ser producidos también por muchos otros factores, lo cual dificulta el diagndstico
apropiado de problemas por micotoxinas. Cuando se trata de niveles moderados de
las mismas, se observan sintomas generales (menor desempefio, deterioro de la
inmunidad) en tanto que los sintomas producidos por niveles de micotoxinas mas
altos suelen ser mas especificos. Los diagnosticos de micotoxicosis pueden prestarse

a mayores complicaciones por la presencia de sintomas secundarios resultantes de
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enfermedades oportunistas relacionadas con la supresidon del sistema inmune luego
de la exposicién a micotoxinas.

Es importante aclarar que la presencia de una especie fungica micotoxigénica
no indica necesariamente la presencia de micotoxinas, ya que no todas las cepas de
la especie las pueden producir. No obstante, si la cepa del hongo produce
micotoxinas y éstas quedan en el alimento, pueden persistir por un largo tiempo
después de que el crecimiento vegetativo del hongo haya cesado, incluso si el hongo
ha muerto (Wicklow y col., 1988).

Las micotoxinas suelen ser muy estables y permanecen durante el almacenaje
ya que son independientes de las condiciones del mismo. Dado que en la actualidad
no existen procedimientos de descontaminacion eficientes, la mayoria de las
micotoxinas presentes en el cultivo en el momento de la cosecha, llegaran a la dieta

final del animal cuando se consuma el alimento.

IV. Micotoxicosis

La respuesta tdxica se produce cuando las micotoxinas son ingeridas por los
animales y la expresion de la intoxicacion varia dependiendo del érgano afectado, del
tipo de toxina (diferente estructura quimica), del tiempo de exposicion, de la dosis,
del estado fisioldgico y sanitario del animal y/o de la combinacién de toxinas. Las
intoxicaciones causadas por micotoxinas se denominan micotoxicosis, y pueden ser
agudas, cronicas o subcrénicas, dependiendo de la cantidad de toxina ingerida y el
tiempo de exposicion. La ingestion de elevadas concentraciones en corto plazo,
puede provocar lo que se denomina intoxicacion aguda que se caracteriza por
presentar en el animal, sintomas especificos y claros, que dependiendo de la toxina
implicada se puede manifestar con diarreas, disturbios gastrointestinales, inflamacién
de las mucosas, irritacion de la piel, abortos, convulsiones, ictericia, hepatitis, nefritis,
necrosis de las mucosas y secuelas sanguineas como anemia y leucopenia y hasta
puede llegar a causar la muerte del animal. Por el contrario, concentraciones mas

bajas de toxina ingeridas a largo plazo, causan una intoxicacion cronica,

10



Introduccion

generalmente con sintomatologia mas bien inespecifica, como malestar, apatia,
rechazo del alimento, reducida tasa de crecimiento, aumento en el riesgo e incidencia
de otras enfermedades por la disminucion en la respuesta inmune, tumores y cancer
en diferentes érganos, con la consecuente pérdida en la produccién (CAST, 2003;
Galvano y col., 2005; Denli y col., 2006). A su vez, las micotoxicosis pueden ser
primaras o secundarias. En el primer caso se da en un animal cuando éste ingiere un
alimento contaminado, mientras que una micotoxicosis secundaria es producida en el
hombre u otros animales cuando éstos consumen productos derivados de animales
que consumieron un alimento contaminado con micotoxinas (carnes, leche) (CAST,
2003).

V. Zearalenona

La ZEA es una micotoxina estrogénica no esteroidea producida por varias
especies de Fusarium, principalmente por F. graminearum, F. culmorum, F. roseum,
F. verticillioides y F. tricinctum, entre otros. Ha estado implicada en numerosas
micotoxicosis en animales de produccién, especialmente en cerdos. La contaminacion
por ZEA es frecuente en paises de clima templado y calido contaminando cultivos en
todo el mundo (Bennett y col., 2003). En Argentina, se ha detectado la presencia de
contaminacién con ZEA en sustratos como maiz, ensilaje de maiz y alimento para
pollos (Resnik y col., 1996; Dalcero y col., 1997; Gonzalez Pereyra y col., 2008).

La ZEA es un compuesto bastante estable y puede perdurar durante el proceso
de la molienda y almacenamiento, asi como durante la coccién y el procesado de los
alimentos, ya que no se degrada a altas temperaturas, al igual que ocurre con las
aflatoxinas y otras micotoxinas (Gajecki, 2002). Ademas la ZEA es soluble en
soluciones alcalinas, éter, benceno, acetonitrilo, alcohol etilico, pero es practicamente
insoluble en agua (Gajecki y col., 2010).

Los derivados de ZEA, como el a- zearalenol (a-ZOL), B-zearalenol (B-ZOL), a-
zearalanol (a-ZAL o zeranol), B-zearalanol (B-ZAL), zearalanona (ZAN) (Figura 2)

pueden ser detectados en tallos de maiz infectados por Fusarium en el campo y en
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los cultivos. Estos metabolitos tienen una distribucion mundial y los principales

sustratos afectados son maiz, trigo, sorgo, cebada y piensos (Zinedine y col., 2007).
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Figura 2. Zearalenona y sus metabolitos.
Tomado de www.google.com.ar, busqueda: Imagenes/estructuras-quimicas-

zearalenona- y sus metabolitos

V.1. Estructura quimica y mecanismo de accion de la zearalenona

La molécula de ZEA (Figura 3a) es una 3,4,5,6,9,10-hexahidro-14,16-

dihidroxy-3-metal1H-2-benzoxaciclotetradecin1,-7(8H)-diona. A pesar de que las
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estructuras de ZEA y sus metabolitos no son esteroidales, poseen similitud con la
estructura del 17B-estradiol (Figura 2b), la principal hormona sexual producida por
varias especies de mamiferos, incluyendo los humanos. Debido a esta similitud, estas
toxinas pueden unirse a los receptores estrogénicos de la membrana de células
blanco activandolos, causando un sindrome hiperestrogénico y provocando

alteraciones en el sistema reproductivo (Heffron, 1999; Riley y col., 2005).

OH O CH-
joe
HO
(#] O

A. Zearalenona B. 17B-estradiol

Figura 3. Estructuras quimicas de A) zearalenona y B) 178-estradiol.

Fuente: http:/www.chemicalbook.com

La ZEA es metabolizada en el higado de los animales. Cuando se encuentra en
el citosol con otras organelas de los hepatocitos, la biotransformacidon ocurre por dos
vias: la primera es por hidroxilacion de la ZEA para producir a-ZOL y B -ZOL.

Se ha demostrado que la ZEA y sus metabolitos a-ZOL y B -ZOL tienen
diferente grado de poder estrogénico. El a-ZOL es 3 6 4 veces mas activo que la ZEA
0 su isdmero B-ZOL debido al parecido topoldgico con el estradiol y por competir con
la unidn al receptor estrogénico de células humanas, por lo que puede causar dafos
a los tejidos con alta tasa de expresion de ese receptor (Zhou y col., 2000). Estos son

catalizados por la enzima 3a- y la 3B-hidroxiesteroide dehidrogenasa respectivamente
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y su actividad determina el grado de toxicidad que sufre la especie animal
involucrada (Hussein y col., 2001; Malekinejad y col., 2005).

La segunda via de biotransformacion corresponde a la conjugacion de la ZEA
y sus metabolitos reducidos con acido glucurdnico y catalizados por la enzima uridina
difosfato glucuronil transferasa (Olsen y col., 1983). La glucuronidacion facilita la pre-
eliminacion sistémica de la toxina a la vez que prolonga la limpieza total del sistema

por medio de la recirculacion entero-hepatica.

V.2. Efectos bioldgicos de la zearalenona

En el caso de ZEA y sus metabolitos, los principales efectos nocivos producidos
en diferentes animales se deben a trastornos reproductivos. Los animales mas
afectados por esta toxina son cerdos, corderos, vacunos y equinos (Creppy, 2002).
Las alteraciones reproductivas en los animales de produccion pueden representar
importantes pérdidas econdmicas debido a los siguientes factores descriptos por
Gajecki (2002):

e Disminucién de la tasa de crecimiento.
e Efectos negativos sobre la reproduccion.
e Reduccion de la funcion inmunoldgica.

Los cerdos son la especie mas sensible, especialmente en su etapa pre-puber.
La exposicion de las hembras a ZEA (>600 mg/kg) durante este periodo fisioldgico,
se ha relacionado con la aparicion de signos de hiperestrogenismo manifestado por
vulvovaginitis, tanto en primerizas como en cerdas gestantes y lactantes. El conjunto
de efectos estrogénicos incluyen el descenso en la fertilidad, el incremento en la
mortalidad de embriones, y la reduccién del tamano de las camadas y del peso fetal,
provocando malformaciones, reabsorcion fetal y abortos (Chang y col., 1979; Smith y
col., 2005). En lechones lactantes provoca edema y enrojecimiento vulvar y lesiones

congénitas de los genitales externos (Figura 4).
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El efecto del consumo de ZEA puede afectar negativamente el comportamiento
reproductivo, la fertilidad, la tasa de ovulacion y generar descensos en la tasa de

concepcion en vacas de 87 a 62% (Weaver y col., 1986).

Figura 4. A) y B) Disminucién del tamafio y mal formaciones porcinas; C)
Vulvovaginitis porcina; D) Mortalidad de embriones y abortos.
Tomado de www.google.com.ar, busqueda Imagenes/ vulvovaginitis porcina-

disminucion del tamafio-y-malformaciones porcinas- abortos en porcinos por ZEA.

A nivel celular, algunos estudios han informado que la ZEA es potencialmente
citotdxica y genotoxica en diferentes modelos bioldgicos (Bennett y col., 2003). En
respuesta al dano del ADN, las células pueden someterse a una intrincada red de

caminos diferentes, incluyendo la apoptosis. Por otro lado, la ZEA se ha relacionado
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también al estrés oxidativo como un mecanismo de dafo (Hassen, y col., 2007;
Zourgi, y col., 2008). También se ha visto que la exposicién a la ZEA reduce la
viabilidad celular e inhibe la sintesis de proteinas y ADN, aumentando la formacion de
malondialdehido, un indicador comun de dafio en membranas (Abid y col., 2004).

Uno de los derivados de ZEA, el a-ZAL, también llamado “zeranol”, provoca un
mejor aprovechamiento proteico, incrementando la eficiencia de la utilizacién del
nitrégeno proveniente de la dieta y generando una mayor masa muscular con una
reduccién de la deposicion de grasa corporal. En definitiva, mejora la conversion
alimenticia e incrementa la ganancia de peso y crecimiento del ganado destinado a
consumo (Moore y col., 1989), por lo cual es utilizado como promotor del crecimiento
en el ganado, aunque su uso se encuentra prohibido en algunos paises. En la Unién
Europea, el zeranol estd prohibido desde 1985 (EU, 1998). En Estados Unidos, la
dosis permitida es de 2 pg/kg en musculo y 10 pg/kg en higado (FAO/WHO, 1995),
aungue concentraciones de hasta 150 pg/kg en musculo y 600 ug/kg en grasa son
consideradas “seguras” en ese pais (Code of Federal Regulations, 1999). La
peligrosidad del zeranol se debe a su alto poder estrogénico que puede causar
estimulacion de la proliferacion del tejido mamario (Sheffield y col., 1985), induccion
de lesiones testiculares (Veeramachaneni y col., 1988; Pérez-Martinez y col., 1996) e
induccién de neoplasia hepatica (Coe y col., 1992). Por esto, el zeranol presente en
los productos carnicos podria significar el mayor factor de exposicién a estrogenos
exdgenos para los consumidores humanos en los paises que lo utilizan, legal o
ilegalmente.

Particularmente, en lo que respecta a la ZEA, se ha observado que ha sido
principalmente estudiada con un el enfoque estrogénico en animales, por lo que su
toxicidad es un aspecto que necesita mayor atencién, ya que la posibilidad de
contaminacién en alimentos representa un riesgo toxicolégico real para la salud
publica y animal. El establecimiento de programas de prevencién y control es
indispensable para minimizar la exposicién a estos compuestos tdxicos y evitar las

pérdidas econdmicas y los efectos nocivos sobre la salud humana y animal.
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VI. El ensilaje

El ensilaje es una técnica de preservacién de forraje que se logra por medio de
una fermentacion lactica espontanea bajo condiciones anaerdbicas (Miller, 2001). El
forraje fresco de cultivos como maiz, gramineas, leguminosas, trigo y alfalfa, puede
ser conservado por medio del ensilaje en un estado fisico parecido al que tenia en el
momento de la recoleccidon aungue una gran parte de su composicion quimica se ve
modificada por las fermentaciones que sufre. La finalidad de este proceso se logra
por medio de una fermentacidn lactica espontanea bajo condiciones anaerdbicas. Las
BAL epifiticas fermentan los carbohidratos hidrosolubles (CHS) del forraje
produciendo acido lactico y en menor cantidad, acido acético. Al generarse estos
acidos, el pH del material ensilado baja a un nivel que inhibe la presencia de
microorganismos que inducen la putrefaccion (Weinberg y col., 1996; Merry y col.,
1997; Oude Elferink y col., 1999).

El ensilaje de forrajes y granos es una de las alternativas existentes de mas
facil elaboracién, ya que no demanda una gran infraestructura. Los forrajes ensilados
son muy apreciados como alimento animal a nivel mundial. En Argentina, el uso de
ensilajes ha cobrado mayor importancia en los ultimos 20 afios. El incremento de las
superficies destinadas a ensilajes de maiz se debe basicamente a tres factores que
son el crecimiento del sector lechero, el aumento de las explotaciones que practican
el engorde a corral y el proceso de agriculturizacién que se estd ampliando hacia las

zonas de cria (www.sagpya.mecon.gov.ar).

VI.1 El proceso del ensilaje

El forraje que se desea ensilar es cosechado por maquinas especialmente
disehadas que cortan y pican el forraje, que luego se transporta y acumula sobre el
terreno, o construcciones especiales, segun el tipo de silo que se desea construir.
Una vez que el material fresco ha sido almacenado, compactado y cubierto para

excluir el aire, pronto comienzan a producirse una serie de transformaciones
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bioquimicas que al cabo de cuatro o cinco semanas concluyen dando como resultado
el producto que se conoce como ensilaje.

El proceso de produccién de ensilaje se divide basicamente en cuatro etapas:
cosecha, transporte al silo, picado y compactaciéon del material vegetal y sellado
hermético. El proceso de transformacion del forraje en ensilaje también se divide en
diferentes etapas o fases segun las transformaciones que van modificando el
sustrato, las cuales se detallan a continuacién (Weinberg y col., 1996; Merry y col.,
1997).

Fase 1 - Fase aerdbica. En esta fase -que dura sdlo pocas horas- el oxigeno
atmosférico presente en la masa vegetal disminuye rapidamente debido a la
respiracion de los materiales vegetales y a los microorganismos aerobicos y aerdbicos
facultativos como las levaduras y las enterobacterias. Ademas hay una actividad
importante de varias enzimas vegetales, como las proteasas y las carbohidrasas,
siempre que el pH se mantenga en el rango normal para el jugo del forraje fresco
(pH 6,5-6,0).

Fase 2 - Fase de fermentacion. Esta fase comienza al producirse un
ambiente anaerdbico. Dura de varios dias hasta varias semanas, dependiendo de las
caracteristicas del material ensilado y de las condiciones en el momento del ensilaje.
Si la fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad BAL proliferara y se convertira
en la poblacién predominante. A causa de la produccidn de acido lactico y otros
acidos, el pH bajara a valores entre 3,8 a 5,0.

Fase 3 - Fase estable. Mientras se mantenga el ambiente sin aire, ocurren
pocos cambios. La mayoria de los microorganismos de la Fase 2 lentamente reducen
su presencia. Algunos microorganismos aciddfilos sobreviven este periodo en estado
inactivo; otros, como clostridios y bacilos, sobreviven como esporas. Soélo algunas
proteasas y carbohidrasas, y microorganismos especializados continlan activos pero

a menor ritmo.

Fase 4 - Fase de deterioro aerobico. Esta fase comienza con la apertura del

silo y la exposicion del ensilaje al aire. Esto es inevitable cuando se requiere extraer y
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distribuir el ensilaje, pero puede ocurrir antes de iniciar la explotacién por dafio de la
cobertura del silo (p. €j. roedores o pajaros). El periodo de deterioro puede dividirse
en dos etapas. La primera se debe al inicio de la degradacion de los acidos organicos
que conservan el ensilaje, por accion de levaduras y ocasionalmente por bacterias que
producen acido acético. Esto induce un aumento del pH, lo que permite el inicio de la
segunda etapa de deterioro; en ella se constata un aumento de la temperatura y la
actividad de microorganismos que deterioran el ensilaje, como algunos bacilos. La
ultima etapa también incluye la actividad de otros microorganismos aerdbicos y
facultativos como hongos y enterobacterias. El deterioro aerdbico ocurre en casi todos
los ensilajes al ser abiertos y expuestos al aire. Sin embargo, la tasa de deterioro
depende de la concentracion y de la actividad de los organismos deteriorantes

presentes en el ensilaje (Honig y col., 1980; Oude Elfernik y col., 1999).

VI.2. Caracteristicas y ventajas del uso de ensilajes

Un ensilaje de buena calidad debe tener las siguientes caracteristicas:

Forraje cosechado en estado de desarrollo apropiado

e pH de 4,2 0 menos

e Contenido de acido lactico entre 5 y 9% en base seca

e Libre de hongos y malos olores como amoniaco, acido butirico y pudricion
e Ausencia de olor a caramelo o tabaco

e Color verde

e Textura firme

Dentro de las ventajas del uso de los ensilajes se pueden mencionar:

e Suministra forraje suculento de calidad uniforme durante todo el ano,
principalmente en verano.

e Aumenta la capacidad de carga por hectarea en la finca.

e Es el método mas practico para conservar el valor nutritivo de un forraje.

e Conserva el buen sabor del forraje durante el tiempo de almacenamiento.

19



Introduccion

e Disminuye la utilizacidon de alimentos concentrados.
e Permite utilizar variedad de equipo y maquinaria para su elaboracion.

e Reduce las pérdidas de forraje en las acciones de recoleccion y manipuleo.

VI.3. El ensilaje como alimento

La importancia del ensilaje como alimento depende de su composicidn

quimica, digestibilidad y cantidad consumida por el animal. El contenido de elementos
nutritivos esta dado por la naturaleza del forraje ensilado. La digestibilidad de la
materia seca puede ser un poco menor que la del material o forraje verde usado,
mientras que la proteina puede disminuir especialmente cuando ocurre
sobrecalentamiento en el silo. Por lo demas, los acidos producidos por las bacterias a
expensas de los carbohidratos no producen cambios notables en el contenido total de
los elementos nutritivos (Cedefio y col.,, 1970a, b). El contenido de humedad del
forraje es importante para obtener un buen ensilaje; cuando se ensila con mucha
humedad, se aumentan las pérdidas por escurrimiento; ademas, el ensilaje resulta
menos palatable y habra menos consumo. Para la mayoria de los forrajes la humedad
optima para ensilar es de 70 - 73 %.
La utilizacidn de ensilajes posee ventajas que han hecho que sea una practica de alta
aceptacion y eleccion por parte de los ganaderos ya que posee una alta
concentracion energética, produce un elevado volumen de materia seca por hectarea
y genera un menor porcentaje de pérdidas en comparacién con otros sistemas de
conservacion de forrajes. (http://www.cronicarural.com.ar).

El ensilaje de maiz cumple un importante rol en los sistemas de engorde
intensivo de bovinos y tambos. También se lo utiliza como complemento junto con
granos y suplementos proteicos para aumentar la ganancia de peso de los animales

en terminacién para la venta (Vaz Martins y col., 2006).
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VI.4. La microbiota del ensilaje

La microbiota del ensilaje juega un papel clave para el éxito del proceso de
conservacion. Puede ser dividida en dos grupos principales: los microorganismos
benéficos y los microorganismos indeseables. Los microorganismos benéficos son
principalmente las BAL. Los indeseables son aquellos organismos que causan el
deterioro anaerdbico (por ej. clostridios y enterobacterias) o deterioro aerdbico
(levaduras consumidoras de acido lactico, bacilos Bacillus spp., Listeria spp. y
hongos). Muchos de estos organismos indeseables no sélo reducen el valor nutritivo
del ensilaje sino que pueden ademas afectar la salud de los animales, alterar la
calidad de la leche o ambas.

Dentro de las BAL se encuentran aquellas que son homofermentativas, que
convierten la glucosa y fructuosa en acido lactico disminuyendo los valores de pH
entre 4 y 5 del forraje y las heterofermentativas, quienes convierten los azucares en
otros productos, de los cuales no todos intervienen para bajar el pH (Hammes vy col.,
1992; Schleifer y col., 1995).

Las levaduras pueden tener efectos tanto positivos como negativos en los
productos fermentados consumidos por los seres humanos y los animales. En la
alimentacién de los rumiantes, las levaduras son vistas como organismos de
descomposicion (Jonsson y col., 1984; Woolford y col., 1984; Middelhoven y col.,
1988), excepto cuando se utilizan como probidticos (Dawson, 1990; Williams y col.,
1990; Williams y col., 1991). Las levaduras entran en el ensilaje como microflora
epifita durante la cosecha, y aunque tienden a crecer aerdbicamente mejor, muchas
levaduras son fermentadores eficientes de azlcares y no son inhibidas por
condiciones de bajo pH. Por lo tanto, pueden prosperar en un ambiente anaerdbico
mediante la fermentacion de azlcares a alcohol, acetato, y didxido de carbono.
Aunque estos productos pueden contribuir a la preservacién en cierta medida del
ensilaje (Jonsson y col., 1990), la tasa de disminucién en el pH es mas lenta que en
el caso en que las bacterias del acido lactico producen la fermentacién. Ademas

algunas levaduras parecen jugar un papel significativo en el proceso de deterioro de
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ciertos tipos de ensilado hecho de una variedad de cultivos de forraje (Woolford,
1990).

A pesar de que las levaduras se han considerado siempre como microorganismos
deteriorantes indeseables en los ensilajes, no todas las especies son capaces de
degradar el acido lactico e inducir el deterioro del forraje. Por el contrario, algunas
levaduras no consumidoras de lactico, como ciertas cepas de Saccharomyces
cerevisiae, incluso pueden producir una proteina que elimina a otras levaduras
indseables y son llamadas “killer yeasts” (levaduras “asesinas”) (Kitamoto y col.,
1993). Se han utilizado cepas de S. cerevisiae con esta propiedad para la

conservacion de sake y vino (Ouchi y col., 1976; Hara y col., 1981).

VII. Factores que predisponen a la contaminacion del ensilaje con hongos y

micotoxinas

Las condiciones a campo pueden hacer que la cubierta del silo se rompa (por
pajaros, insectos, animales sueltos), entre aire y agua de lluvia, interrumpiendo el
proceso de conservaciéon y llevando al desarrollo de microorganismos indeseables
(Gonzalez Pereyra y col., 2008, 2011).

Entre dichos microorganismos se pueden encontrar levaduras que, bajo
condiciones anaerdbicas, fermentan azlcares produciendo etanol y CO,,
disminuyendo los niveles de azucar para la produccion de acido lactico (Schlegel,
1987; McDonald y col., 1991). Bajo condiciones aerdbicas, muchas especies de
levaduras degradan el acido lactico en CO;, y H,O, elevando el valor del pH del
ensilaje y permitiendo el desarrollo de otros organimos indeseables (McDonald y col.,
1991). Entre ellos podemos encontrar ademas microorganismos anaerdbicos
facultativos como las Enterobacterias. Su desarrollo en el ensilaje es perjudicial
porque compiten con las BAL por los azlcares disponibles y ademas pueden degradar
proteinas reduciendo el valor nutritivo del ensilaje y produciendo compuestos toxicos,

tales como aminas biogénicas y acidos grasos de cadena multiple que tienen un
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efecto negativo sobre la palatabilidad del ensilaje (Woolford, 1984; McDonald y col.,
1991; Van Os y col., 1996).

En este trabajo nos enfocamos en el desarrollo de hongos contaminantes,
centrandonos en Furasium spp. Los hongos son organismos eucarioticos heterotrofos
y aerobicos. Es facil identificar un ensilaje infestado por hongos, debido a los
filamentos de diversos colores y de gran tamafio que producen muchas especies. Los
hongos se desarrollan en cualquier sitio del ensilaje donde encuentren oxigeno,
inclusive solo trazas. En un buen ensilaje eso ocurre solo al inicio del almacenamiento
y se restringe a la capa exterior de la masa ensilada, pero durante el deterioro
aerobico (Fase 4) todo el ensilaje puede ser invadido por hongos. Las especies que se
han identificado mas frecuentemente en el ensilaje pertenecen a los géneros
Fusarium, Aspergillus,  Penicillium, Mucor, Byssochlamys, Absidia, Arthrinium,
Geotrichum, Monascus, Scopulariopsis y Trichoderma (Pelhate, 1977; Woolford,
1984; Frevel y col., 1985; Jonsson y col., 1990; Nout y col., 1993). Los hongos no
sélo disminuyen el valor nutritivo y la palatabilidad del ensilaje sino que también
constituyen un riesgo para la salud de los animales y las personas. Sus esporas
pueden asociarse a afecciones pulmonares y reacciones alérgicas (May, 1993). Otros
problemas de salud asociados con los hongos se relacionan con las micotoxinas
(Oldenburg, 1991; Auerbach, 1996). Dependiendo del tipo y la cantidad de toxina
presente en el ensilaje, los problemas de salud pueden variar desde ligeras molestias
digestivas, pequefios problemas de fertilidad y una disminucion de las defensas
naturales, hasta dafios serios al higado o a los rifiones y abortos (Scudamore y col.,
1998). Las especies de hongos que producen micotoxinas se encuentran
principalmente dentro de los géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium 'y Alternaria
(Pittet, 1998; Osweiler, 2000).

El desarrollo de hongos también puede ocurrir en el forraje mediante la
produccién de largos filamentos (hifas), responsables de su supervivencia y
propagacion. La red de hifas forma grumos en el material ensilado. Los hongos de los
cereales también producen esporas (conidios) que son capaces de dispersarse por el

aire y dentro de los silos donde se almacena el grano. Generalmente, son las masas
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de estas esporas las que le dan al hongo un color caracteristico. Las esporas pueden
estar latentes durante meses o afios, hasta que se presentan las condiciones
adecuadas para el desarrollo fungico (www.knowmycotoxins.com).

Debido a que los niveles de temperatura y humedad son factores claves para el
crecimiento de los hongos y la subsiguiente produccidon de micotoxinas, el clima juega
un papel clave en el desarrollo éstas. Los estudios de cosechas muestran grandes
variaciones en los niveles de contaminacién entre un afio y el siguiente, debido a la
variacion de las condiciones climaticas. Sin embargo, ademas de las condiciones
climaticas, las practicas agrondmicas también tienen un efecto pronunciado sobre la
formacion de micotoxinas porque afectan la presencia de esporas fungicas en el
campo, asi como el crecimiento de los hongos. Se ha demostrado que hay tres
factores agrondmicos que afectan de manera significativa la presencia y la
concentracion de las micotoxinas:

e Presencia y rotacion de cultivos: EIl monocultivo o la siembra de cultivos
muy similares, uno tras otro, aumenta el riesgo de formacion de micotoxinas,
pues las esporas se transfieren al siguiente cultivo y permiten que se
establezca el desarrollo de hongos en forma rapida y fuerte.

e Cultivo del suelo: El arar los residuos de la cosecha reduce la contaminacion
por esporas de la siembra siguiente y, por lo tanto, reduce la infestacion
fungica y la formacion de micotoxinas. Los sistemas cero labranza aumentan el
riesgo.

e Cultivo y variedad de cultivos: Las variedades de cultivos que son mas
resistentes a enfermedades foliares por hongos reducen la infeccion fingica y

por ende la formacidn de micotoxinas del cultivo (www.vet.unicen.edu.ar).

VIII. Microorganismos capaces de detoxificar micotoxinas

La detoxificacion de las micotoxinas se refiere al conjunto de tratamientos

posteriores a la cosecha dirigidos a eliminar o reducir los efectos toxicos de las
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mismas sobre los animales. Segun la FAO (1977), el proceso de detoxificacion debe
cumplir varias condiciones:

¢ Destruir, inactivar o eliminar la toxina.

e No producir o dejar residuos toxicos, carcinogénicos ni mutagénicos en los

productos finales o en los productos alimentarios obtenidos de animales

alimentados con piensos descontaminados.

e Mantener el valor nutritivo y la aceptabilidad del producto.

« No alterar significativamente las propiedades tecnoldgicas importantes.

* Destruir las esporas fungicas y micelios para evitar la proliferacion y formacién

nuevas toxinas.

Las estrategias destinadas a destruir, modificar o adsorber las micotoxinas y por
ende eliminar o disminuir sus efectos tdxicos pueden dividirse en tres tipos: fisicas,
quimicas y microbioldgicas. Los métodos fisicos y quimicos, tales como el tratamiento
con amoniaco o la adicion de adsorbentes inorganicos (Scott, 1998; Huwig y col.,
2001), son generalmente caros, drasticos, no especificos o simplemente no
adaptados al tratamiento de maiz destinado para el ganado.

La descontaminacion biolégica mediante la utilizacién de microorganismos es otra
de las estrategias. Utiliza algunas bacterias acido lacticas como Lactobacillus,
Propionibacterium y Bifidobacteria (EI-Nezami y col., 1998, 2000; Gratz y col., 2007),
o levaduras (Saccharomyces cerevisiae) utilizadas ampliamente en la fermentacion de
los alimentos (Shetty y col., 2006).

La descontaminacion se puede lograr por diferentes mecanismos. Uno es por
adsorcién o unién microbiana con la toxina, que es posible debido a que las levaduras
poseen estructuras en la pared con capacidad para adherir micotoxinas (Stanley y
col., 1993; Yoon y col.,, 1999; Celik y col., 2003). Otro mecanismo es la
biotransformacion de las micotoxinas en compuestos menos toxicos, al ser
metabolizados por el microorganismo decontaminante (Styriak y col., 2002). Varios
trabajos documentan la biotransformaciéon de toxinas de Fusarium por los
microorganismos del rumen y la microflora intestinal (Kiessling y col., 1984; Kollarczik

y col., 1994; Caloni y col., 2000). Por otro lado, también se ha informado la unién de
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DON y ZEA a la pared celular de cepas de microorganismos probidticos /in vitro (El-
Nezami y col., 2002a, 2002b). Esta propiedad puede disminuir la biodisponibilidad de
estos compuestos mediante la reduccion de la absorcién y limitar sus efectos tdxicos
(EI-Nezami y col., 1999).

La degradacion bioldgica de ZEA por diferentes microorganismos ha sido descripta
en varios trabajos (Erber, 1996; Megharaj y col., 1997; Duvick y col., 1998; Karlovsky
y col., 1999; Kakeya y col., 2002; Takahashi-Ando y col., 2002; Altalhi y col., 2007,
2009; Tinyiro y col., 2011). Sin embargo, la informacién sobre las diferentes cepas de
bacterias y levaduras capaces de detoxificar ZEA es aln escasa, en especial la
referida a la degradacién de dicha toxina, por lo que se pueden plantear futuros
objetivos de investigacién con el propodsito de desarrollar productos que aporten

beneficios sobre la produccion y salud animal.
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HIPOTESIS

Los metabolitos a-ZOL y B-ZOL, al igual que la ZEA, cuando se encuentran
contaminando el ensilaje, resisten las condiciones ambientales del proceso
de ensilado (pH, anaerobiosis, accion de la microbiota).

En el ensilaje existen levaduras con capacidad para biotransformar o
adsorber ZEA.

OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la evolucidn de los niveles de ZEA y sus metabolitos a-ZOL y B-ZOL

en silos experimentales, en presencia de micobiota autdctona del ensilaje de maiz

en las condiciones ambientales de ensilado en sus diferentes etapas.

II. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Producir ZEA in vitro a partir de una cepa de Gibberella zeae (anamorfo
Fusarium graminearum), productora de esta toxina.

Disenar un modelo experimental de mini-silos bolsa a escala de laboratorio
que reproduzca las condiciones de los silos a campo.

Determinar el porcentaje de materia seca (%MS), porcentaje de humedad
(%H), actividad acuosa (aw), pH, T° y caracteristicas organolépticas del
material ensilado antes y durante la experiencia.

Contaminar el ensilaje con ZEA previo al armado de los silos y monitorear
los niveles de esta toxina durante el periodo de duracion del proceso de
ensilado, asi como también los niveles de sus metabolitos a- ZOL y B- ZOL
por HPLC- MS/MS.

Realizar un ensayo /n vitro para determinar si cepas de S. cerevisiae nativas
aisladas de ensilaje son capaces de biotransformar (degradar) o adsorber
ZEA.

Analizar y evaluar los resultados estadisticamente.
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I. MATERIALES

I.1. Microorganismos

e Se trabajo con las cepas de referencia Fusarium graminearum Z3636 vy
Fusarium graminearum Z3639 (Teleomorfo Gibberella zeae) productoras de
zearalenona, depositada en la coleccion de cepas fungicas de la Catedra de
Micologia de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC).

e Se emplearon dos cepas de Saccharomyces cerevisiae aisladas a partir de
ensilaje de maiz, depositada en la coleccion cepas fungicas de la Catedra de
Micologia de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC) bajo la
denominacion RC008 y RCO009. Las mismas fueron identificadas
morfoldgicamente segun las claves de Kurtzman y Fell (1999) y Pitt y Hocking
(1997). La identificacién morfoldgica fue confirmada por métodos moleculares
llevados a cabo en el laboratorio del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) EEA de Lujan de Cuyo, Mendoza. Las cepas fueron
conservadas a -20°C en una suspensién de glicerol al 30%.

I.2. Medios de cultivo

¢ Caldo extracto de levadura, peptona, glucosa (LPG):

peptona 5g
extracto de levadura 5¢
glucosa (dextrosa) 40 g
agua destilada 1000 mi
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¢ Medio extracto de malta (EM):

peptona 1g
extracto de malta 20 g
glucosa (dextrosa) 20g
agar 20g
agua destilada 1000 ml

e Medio agar extracto de levadura, peptona, glucosa (LPG):

peptona 5¢
extracto de levadura 5¢
glucosa (dextrosa) 409
agar 10g
agua destilada 1000 mi

A dichos medios se les ajusto el pH a un valor de 6,8 £ 0,2 a 25°C y se los

esterilizd en autoclave.
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I.3. Soluciones

Solucién de extraccién y limpieza:

cloruro de sodio (NaCl) 29
hexano 80 ml
Metanol:agua (Me:OH) (80:60) 125 ml

Solucién de resuspension:
benceno:aceto nitrilo (AcN) (98:2)

Solucion éstandar de ZEA: 50 pg/ml
Solucion de corrida en cuba:

Cloroformo:acetona (9:1)

Solvente de extraccion:
acetonitrilo:agua:acido acético (79:20:1)
Solvente de dilucion:

acetonitrilo:agua:acido acético (20:79:1)

Eluyente A:

acetonitrilo:agua:acido acético (10:89:1)

Eluyente B:

acetonitrilo:agua:acido acético (97:2:1)
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e Solucién PBS

cloruro de sodio (NaCl)

cloruro de potasio (KCI)

fosfato de potasio monobasico (KH,PO4)
fosfato de sodio dibasico (Na;HPO4)

agua destilada

El pH se ajusté a un valor de 7,4 a 25°C.
e Soluciones de ZEA:
- 299,00 ng de ZEA en 1 ml de PBS
- 475,60 ng de ZEA en 1 ml de PBS
- 1251,00 ng de ZEA en 1 ml de PBS

I.4. Solventes

Acetona

Acetonitrilo

Acido acético

Benceno

Cloroformo

Metanol

1.5. Equipamiento de laboratorio

e Agitador orbital
e Agitador rotatorio GFL 3017

e Ampolla de decantacién

89
0,2g
0,27 g
1,8¢
1000 ml
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1.6.

e Aspiradora

e Autoclave

e Batea de plastico

e Centrifuga GS-6

e Cuba

e Dispositivo CX2 AQUALAB (Decagono, Devices, Inc. EE.UU.),
e Estufa a 30°C

e Estufa de aire forzado a 60°C

e Evaporador rotatorio

e Frascos Erlenmeyer de 150 mly 500 mi
e Hemocitdmetro (camara de Neubauer)
e Lampara de luz UV

e LC-MS/MS QTrap 4000 (Applied Biosystems, Foster City, CA)
¢ Microjeringa Hamilton

¢ Micropipetas

e Molinillo

e Peachimetro

¢ Pipetas Pasteur

e Tubos de ensayo

e Tubos de centrifuga de 15 ml

e Vaso de precipitado

e Agitador de tubos (Vortex)

Otros insumos de laboratorio

Barbijos

Bolsas de arena

Bolsas de polietileno de 0,5 mm de espesor de 60 x 90 cm

Guantes
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e Lona

e Papel de filtro Whatman N°2

e Placas de silica gel sin indicador de fluorescencia
¢ Precintos

e Tips

e Tubos eppendorf

II. METODOS

II. 1. Produccion de zearalenona in vitro en cultivo de arroz

La produccion de ZEA in vitro se realiz6 segun la técnica descripta por Ezekiel y
col. (2008) con algunas modificaciones. Se colocaron 50 g de arroz en 18 frascos
Erlenmeyer de 500 ml con 20 ml de agua destilada. Se ajustd la aw a 0,95 y se
esterilizaron los frascos en autoclave durante 15 min a 1 atm de presion. Luego de
dejarlos enfriar toda la noche, se inocularon 9 frascos con tacos de 5 mm de un
cultivo de 7 dias de la cepa patrén de Fusarium graminearum Z3639 (teleomorfo
Giberella zeae) productora de ZEA y otros 9 frascos con la cepa patron de F
graminearum Z3636 (teleomorfo Giberella zeae), ambas productoras de ZEA. Se
incubaron durante 21 dias a 30°C, agitando diariamente los frascos durante los
primeros 3 dias. Luego de la incubacion, se autoclavaron los cultivos y el material
inactivado se seco en estufa de aire forzada a 60°C. La toxina, al ser termoestable, no
se vio afectada por el calor pero si se inactivd el hongo. Luego del secado del
material se molié bajo campana para la posterior cuantificacion de los niveles de
micotoxina de ambas cepas utilizadas. EL cultivo de la cepa productora de ZEA en

arroz es lo que se llamé “ndcleo” de ZEA.
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II.1.1. Cuantificacion de zearalenona

Para medir los niveles de micotoxina de los nucleos logrados se llevo a cabo la
técnica de deteccion y cuantificacion de afaltoxinas y ZEA en maiz por TLC descripta
en la AOAC (AOAC, 1995, sec. 972-22) con algunas modificaciones. El protocolo se
aplicd para los nucleos logrados con ambas cepas productoras F. graminearum
Z3636 y 73639, por separado. Para la extraccion y limpieza, se tomaron 25 g de
muestra y se colocaron en frascos Erlenmenyer de 500 ml junto a 125 ml de una
solucién de MeOH:H,0 (80:60), 80 ml de hexano y 2 g de cloruro de sodio (NaCl).
Las mezclas se agitaron durante 30 minutos en un agitador orbital y se filtraron a
través de papel Whatman N2 2, extrayendo 25 ml de la fase MeOH:H,0 con 25 ml y
luego 15 ml de cloroformo, en ampolla de decantacidn. Los extractos cloroférmicos se
juntaron y evaporaron a sequedad en evaporador rotatorio. Al extracto se lo
resuspendid en 600 ul de benceno:acetonitrilo (AcN) (98:2), se lo agitd en vortex y
se pasd del baldén a un vial y se secod con N». Se volvié a re suspender en 200 pl de
benceno:acetonitrilo (AcN) (98:2). Los extractos se sembraron practicando spots de
2,5y 10 pl en placas de silica gel sin indicador de fluorescencia. Junto con éstos se
sembraron spots de 2, 5, 8 y 10 pl de una solucién estandar de ZEA de concentracién
conocida (50 pg/ml). La corrida se realizd en una cuba con cloroformo:acetona (9:1),
se dejé secar y se reveld el cromatograma bajo luz UV a 360 nm y 254 nm. La ZEA se
observd como una mancha de color verde con el mismo valor de Rf (marco de
referencia) que el estandar de la toxina. La concentracién de ZEA presente en los
nlcleos se calculd de acuerdo a la intensidad de las manchas y en comparacion con
los estandares. De esta manera se determind cudl era la cepa que producia mas

micotoxina.
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I1.2. Modelo experimental de mini-silos

I1.2.1. Contaminacion del material vegetal

Se utilizd material para ensilar (planta entera de maiz picada) de un campo
local en la zona rural aledafa a la ciudad de Rio Cuarto, Cordoba, en la localidad de
Chucul. El material se tomd directamente al salir de la maquina picadora, siendo de la
misma calidad y origen del utilizado por el productor para la confeccion de un silo
bolsa en el establecimiento ganadero. El material fue llevado al laboratorio y con
todos los efectos de proteccidon personal debidamente colocados (guantes, barbijo,
cofia, proteccion ocular) se fracciond en 8 secciones de 2 Kg cada una. Cada seccion
se coloco en una batea y se contamind homogéneamente con 11,22 g de nucleo de
ZEA producido por la cepa de F. graminearum 23639 (seleccionada por producir
mayor cantidad de toxina). Se homogeneizd mezclando a mano durante 10 min. Se
tomaron 3 muestras de 25 g de material vegetal sin contaminar para determinar la

existencia de contaminacion inicial con ZEA y/o sus derivados.

I1.2.2. Armado de los mini-silos

Se confeccionaron 8 mini-silos de 2 kg de material contaminado cada uno. Se
los colocd en bolsas de polietileno de 0,5 mm de espesor de 60 x 90 cm y se las
compactdé sacando la mayor cantidad de aire posible. Se extrajo el aire con una
aspiradora y se cerraron inmediatamente las bolsas sin abrirlas, enroscando el
extremo y colocando los precintos bien ajustados lo mas cerca posible del cuerpo del
silo. Con lo que sobraba de bolsa en la punta se la dio vuelta para que la cubierta
quedara doble y se cerrd el extremo con un nuevo precinto. A continuacion, se

rotularon los mini-silo de la siguiente manera:

e D7 S1:dia 7, silo 1.

e D7 S2: dia 7, silo 2.
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e D45 S1: dia 45, silo 1.
e D45 S2: dia 45, silo 2.
e D90 S1: dia 90, silo 1.
e D90 S2: dia 90, silo 2.
e D120 S1: dia 120, silo 1.
e D120 S2: dia 120, silo 2.
e D127 S1: dia 127, silo 1.
e D127 S2: dia 127, silo 2.

Finalmente se colocaron los silos en un lugar fresco, techado y sin humedad,
sobre una mesa o tablon separado al menos a 40 cm del suelo, se cubrié con una
lona y se les colocaron pesos encima (bolsas de arena) para mantener la
compactacion (Figura 5). La apertura de los mini-silos se efectud a los 7, 45, 90, 120

y 127 dias de la confeccion.

Cobertura
plastica

Figura 5. Modelo experimental de mini-silos. A) Mini-silos armados en el
laboratorio; B) Diagrama del disefio del modelo de mini-silos; C) Material picado para

ensilar (planta entera de maiz); D) Silos bolsa armados en el campo.
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I1.2.3. Recoleccion y analisis de las muestras

Los muestreos se planificaron de manera tal que se tomaran muestras
representativas de cada una de las diferentes etapas o fases del proceso de ensilaje.
Las muestras tomadas en el dia 7 representaron el comienzo de la fase de
fermentacion, las muestras tomadas en los dias 45 y 90 representaron la fase estable
y las tomadas en los dias 120 y 127 representaron la fase de uso del silo para la
alimentacion de los animales.

Se tomaron 2 muestras de 250 g por cada bolsa, en los dias respectivos a cada
muestro. Se recolectaron 5 submuestras de distintos puntos (superior, inferior,
central) para lograr cada muestra de 250 g. Se abrieron 2 silos por cada dia de
muestro, se tomaron las muestras y el resto se desechd, excepto en el dia 120 donde
las bolsas se volvieron a cerrar para tomar las muestras del dia 127. Cuando se
recolectaron las muestras del dia 90, ademas se abrieron, por un determinado
tiempo, los 2 silos restantes para que entre aire y de comienzo al deterioro aerobio. A
las muestras tomadas se le determiné la actividad acuosa (aw) usando un dispositivo
CX2 AQUALAB (Decagono, Devices, Inc. EE.UU.), el pH se midiéd con un peachimetro
segun Ohyama y col. (1975) y se calculd la diferencia entre peso himedo y peso seco
luego de secar las muestras en estufa de aire forzado a 60°C en bandejas de papel,
para determinar su peso seco (% MS) y contenido de humedad (% H). Luego, las
muestras se molieron y se pesaron 25 g de cada muestra molida para cuantificar los
niveles de ZEA, a-ZOL y B-ZOL por LC-MS/MS segun Sulyok y col. (2007). Este
andlisis se realizd en el Departamento de Agrobiotecnologia (Interuniversitares
Department flr Agrarbiotechnologie, IFA-Tulln), de la Universidad de Recursos
Naturales y Ciencias Naturales de Viena (Universitat flir Bodenkultur Wien, BOKU), en
Tulln, Austria. Para ello se tomaron 2 g de cada muestra y se mezclaron con 2 ml del
solvente de extraccion compuesto por acetonitrilo:agua:acido acético (79:20:1 v/v/v).
Las mezclas se agitaron durante 90 min en un agitador rotatorio modelo GFL 3017

(GFL, Burgwedel, Germany) y luego se centrifugaron por 2 min a 3000 rpm en una
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centrifuga GS-6 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA) de 15 cm de radio. Los
extractos se transfirieron a viales de vidrio con pipetas Pasteur y se tomaron alicuotas
de 350 pl que se diluyero 1:1 con 350 pl de solvente de dilucién compuesto por
acetonitrilo:agua:acido acético (20:79:1 v/v/v). Luego de homogeneizar, se
inyectaron 5 pl de cada extracto diluido en el sistema LC-MS/MS sin tratamiento
previo. La deteccion y cuantificacion de las micotoxinas se realizd en un sistema
QTrap 4000 LC-MS/MS (Applied Biosystems, Foster City, CA) equipado con una
fuente de iones por electro-spray (ESI) TurbolonSpray y un sistema de cromatografia
liguida de alto rendimiento (HPLC) 1100 (Agilent, Waldbronn, Germany). La
separacion cromatografica se realizd a 25°C, en una columna Gemini® de C18
(150%4,6-mm i.d., tamafio de particula 5-um,) equipada con un cartucho guarda
columna de C18 (diametro interno 4x3 mm) (Phenomenex, Torrance, CA, US). Para
la fase mdvil, se utilizaron 2 eluyentes que contenian 5 mM de acetato de amonio. El
eluyente A estuvo compuesto por metanol:agua:acido acético (10:89:1 v/v/v) y el
eluyente B por metanol:agua:acido acético (97:2:1 v/v/v). Durante la corrida, luego
de un tiempo inicial de 2 min a 100% del eluyente A, la proporcién del eluyente B se
incrementd linealmente a 100% de B en 12 minutos, se mantuvo a esta
concentracion durante 3 min y luego se reequilibré la columna a 100% de A en 4
minutos. El flujo de la fase moévil fue de 1 ml/min. La ionizacién ESI-MS/MS se realiz6
en el modo de monitoreo de reaccién multiple (MRM) en polaridad positiva y negativa
en 2 corridas diferentes por muestra, escaneando 2 reacciones de fragmentacion por
analito con las siguientes caracteristicas: fuente de temperatura a 550°C, gas cortina
a 10 psi (69 kPa de maxima, 99.5% de nitrdgeno), gas fuente de iones 1 (gas de
impulsion) a 50 psi (345 kPa de nitrégeno), gas fuente de iones 2 (gas de secado) a
50 psi (345 kPa de nitrégeno), voltaje de spray de iones —4,000 V y +4000 V
respectivamente, gas de colisién (nitrégeno) alto. La optimizacién de los parametros
MS/MS dependientes del analito se realizd mediante la infusion directa de estandares
de las micotoxinas (diluidos en una mezcla 1:1 de los eluyentes A y B) en el

espectrometro de masa utilizando una bomba jeringa 11 Plus (Harvard Apparatus,
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Holliston, MA, US) a un flujo de 10 pl/min. Los limites de deteccion (LD) fueron de
0,4 mg/kg para ZEA, 3 mg/kg para a-ZEA y 4 mg/kg para B-ZEA.

I1.3. Estudio de la adsorcion/biotransformacion de ZEA /n vitro por

Saccharomyces cerevisiae

Se ensayaron 2 cepas de S. cerevisiae, RCO08 y RC009, aisladas de ensilado
de maiz por su capacidad de adsorber/biotransformar ZEA /n vitro. Se inocularon 2
frascos Erlenmeyer de 150 ml con S. cerevisiae RCO08 y RCO09 respectivamente en
50 ml de caldo de levadura-peptona-dextrosa (LPD) y se incubaron en agitacién
durante 48 horas a 25 °C. Se realizd el recuento de la cantidad de células/ml en un
hemocitdmetro (cAmara de Neubauer) y se ajustd la concentracion a 10® células/ml.
Estos cultivos se trasvasaron a 6 tubos de centrifuga (de 15 ml), 3 tubos para la cepa
RCO008 y los 3 restantes para la cepa RC009. Se centrifugaron a 2000 rpm durante 20
min y se lavd 2 veces cada tubo con PBS. Se elimind el sobrenadante de los tubos y a
los pellets obtenidos, se los resuspendié en 1 ml de i) 1251,00 ng/ml de ZEA en PBS,
ii) 475,60 ng/ml de ZEA en PBS vy iii) 299,00 ng/ml de ZEA en PBS, para cada cepa de
levadura. También se hicieron soluciones de ZEA en PBS de las mismas
concentraciones y 1 ml de PBS limpio que se utiliz6 como blanco. Dichas
suspensiones celulares se incubaron en agitacion durante 1 h a 25 °C y luego se
centrifugaron a 8000 rpm durante 20 min. La ZEA libre presente en los
sobrenadantes se cuantificdé por LC-MS/MS por la metodologia de Sulyok et al.
(2007), previamente descripta. Como las muestras fueron liquidas, se diluyeron
directamente 1:7 (v/v) con una mezcla 1:1 de solvente de extraccion y solvente de
dilucién y se inyectaron en el sistema LC-MS/MS. Se evalud la presencia de a-ZEA y
B-ZEA. Finalmente se calculd la cantidad de ZEA adsorbido/biotransformado por la

levadura.
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I1.4. Estudios estadisticos

Los datos fueron analizados por el modelo general lineal y mixto (MGLM)
utilizando el software InfoStat (version 2012). Los datos obtenidos en los analisis
fisico-quimicos y de micotoxinas se analizaron mediante el analisis de la varianza

(ANOVA) y las medias fueron comparadas por el test de LSD de Fisher (P<0,05).
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I. Produccion de zearalenona en cultivo de arroz y contaminacion de maiz

El cultivo de F. graminearum 23639 en arroz produjo 133,70 ug/g (ppm) de
ZEA, mientras que F. graminearum Z3636 produjo 0,364 ug/g. Por esto, al ser mayor
la concentracion de ZEA producida por la cepa Z3639, ésta fue la elegida para la
contaminacién de los mini-silos. Se contaminaron 2 Kg de maiz picado con 11,22 g
del cultivo de arroz contaminado por dicha cepa (que contenia 1500 ug de ZEA)

obteniéndose una concentracién de aproximadamente 750 ug de ZEA/Kg de ensilaje.

I1. Analisis del ensilaje

II 1. Andlisis fisico-quimicos del ensilaje

El aspecto del material ensilado al momento de la apertura de las bolsas
seguia manteniendo un color verdoso, textura firme y no se percibi6 olor a pudricion
en los muestreos del dia 7 al 90. A pesar de que los 2 Ultimos silos fueron abiertos en
el dia 90, por poco tiempo y vueltos a cerrar, cuando se tomaron las muestras los
dias 120 y 127 estas caracteristicas no se vieron modificadas. Ademas, los analisis
quimicos y fisicos de maiz ensilado indicaron que el modelo de mini-silo de
laboratorio fue apropiado y que el proceso de ensilaje fue exitoso, dado que los silos
mantuvieron una buena calidad en todas las etapas. El pH se redujo favorablemente
(P <0,05) de 4,69 a 3,80 durante la fase estable, manteniéndose en los niveles
adecuados también durante las fases de fermentacion y de alimentacion. Con
respecto al % de materia seca la variacion no fue significativa desde el dia 7 al 127,
encontrandose los valores entre 24,09 y 26,35 % MS. Lo mismo ocurrié para la aw Yy
el % H, cuyos valores se mantuvieron relativamente constantes. En el caso de ay los
valores fueron entre 0,97 y 0,98 y para el %H entre 73,65 y 75,90 %, indicando que

no hubo una pérdida significativa de materia seca, humedad o agua (Tabla 2).
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Tabla 2. Valores de porcentaje de humedad (%H), porcentaje de materia
seca (%MS), actividad acuosa (aw) y pH encontrados en el ensilaje de maiz durante

un experimento /n situ usando un modelo de silos de laboratorio.

Muestreo | Silo | %H LSD %MS LSD aw LSD pH LSD
oa 7 S1 | 74,04 ] 2595 ] 0,98 _ 419 ]
s2 | 73.65 26,35 0,98 417
a4 S1 | 73,98 _ 26,02 _ 0,98 _ 4.15 .
s2 | 75.90 24,09 0,98 411
o 00 S1 | 74,29 _ 25 71 _ 0,98 _ 4,09 )
2 | 75.83 2416 0,98 411
, S1 | 74.98 25,01 0,97 3,83
Dia120 | o | 7514| 2 24 85 a 0908 | @ 380| ¢
, S1 | 75,10 24,89 0,98 4,60
Dia 127 | 55 | 7510 a 24,89 a 0,98 a 469 a

Test LSD: Las letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias

estadisticamente significativas.

II.2 Determinacion de las concentraciones de zearalenona, a-zearalenol y p-

zearalenol en ensilaje

La ZEA, a-ZOL y B-ZOL fueron producidos por F. graminearum Z3639 en el
cultivo de arroz que se utilizb para contaminar el maiz. El seguimiento de los niveles
de ZEA vy sus derivados por LC-MS/MS a través del experimento, mostré que los
niveles de las 3 micotoxinas, con el paso del tiempo, se mantuvieron constantes
desde el dia 7 hasta el dia 127. También se observd que la concentracion de ZEA fue
mayor que la de sus derivados, y entre ellos 2 la producciéon de B-ZOL fue mayor que
la de a-ZOL. En el dia 7 la concentracion de ZEA fue de 567,41 pg/kg, menor al resto
de los resultados, pero esto puede deberse a una contaminacion no homogénea
durante su preparacidon o a un posible error en el muestreo, ya que en el resto de los
dias de muestreo la diferencia entre ellos fue minima, indicando que no hay una
degradacién de ZEA por la microbiota o por las condiciones propias del proceso de

ensilaje. También se ve que el ensilaje, antes de ser contaminado, contenia una
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concentracion minima, casi despreciable de ZEA debido a contaminacion natural. Sin

embargo, no se encontraron niveles detectables de sus derivados a-ZOL y B-ZOL

(Tabla 3).

Tabla 3. Niveles (pg/kg) de zearalenona (ZEA), a-zearalenol (a-ZOL) y B-

zearalenol (B-ZOL) encontrados en ensilaje de maiz contaminado artificialmente

durante un experimento /n situ mediante un modelo de silos de laboratorio.

ZEA a-ZoL B-ZOL

Muestreo - - -

Media ES LDE Media LDE Media LDE

(Mg/Kg) (Hg/kg) (Hg/kg)

Contaminacion

2,04 0 a < LD 0 a < LD 0 a
natural
Dia 7 567,41 12462 b 28,93 11,50 ab 35,71 323 b
Dia 45 773,90 16291 b 18,49 440 ab 43,67 7,20 b
Dia 90 765,70 72,37 b 15,99 1,08 b 55,32 855 b
Dia 120 735,20 75,55 b 22,13 4,14 b 52,06 748 b
Dia 127 737,30 47,48 b 23,56 2,97 b 52,14 220 b

ES: Error Standard

Test LDE: Las letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias

estadisticamente significativas.

LD: Limite de deteccidon ZEA 0,4 pg/kg; a-ZOL 3 pg/Kg; B-ZOL 4 ug/Kg.

II1. Ensayo /in vitro de adsorcion/biotransformacion de zearalenona

El porcentaje de ZEA libre se calcul6 considerando el control de cada solucién

de ZEA en PBS como el 100 %, la diferencia entre el 100 % vy el porcentaje de ZEA

libre fue el porcentaje de adsorcion o transformacion. Se observd una reduccion de la

ZEA libre en todos los casos, es decir, que tanto la cepa de S. cerevisiae RCO08 como
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la RCO09 pudieron reducir la concentracion de ZEA en las diferentes soluciones de
PBS. Dado que no se detectaron niveles de a-ZOL ni B-ZOL, la reduccién fue atribuida
a la adsorcion de ZEA a la pared celular de la levadura. La cepa RC008 tuvo mayor
capacidad de adsorcion de ZEA, hasta un 92,57 %, en la solucion de 1251 ng/ml de
ZEA. Comparando la capacidad de adsorcion de la cepa RC009, en la concentracion
1251 ng/ml, esta fue mayor que la obtenida por la cepa RC008, con un valor de
94,37%. La cepa RC009, presentd el mayor porcentaje de adsorcion observado,
96,82%, en la solucion de concentracion intermedia (475,60 ng/ml) de ZEA en PBS,

observandose porcentajes menores en las otras dos soluciones (Tabla 4).

Tabla 4. Ensayo /n vitro del porcentaje de reduccidn de zearalenona (ZEA) por

dos cepas de Saccharomyces cerevisiae aisladas de ensilaje de maiz.

1251 ng/ml de ZEA en PBS | 475,60 ng/ml de ZEA en PBS | 299,00 ng/ml de ZEA en PBS

Cepade [ 7En | ZEA Adsorcion ZEA | ZEA Adsorcion ZEA | ZEA Adsorcién
levadura | ibre | libre libre | libre libre | libre (%)

maim) | @) | P gy | @) | P | (ng/mi) | (%)

S.
cerevisiae | 93,35 | 7,43 92,57 313,2 | 65,85 31,15 27,16 | 9,08 90,92
RC008

S.
cerevisiae | 70,45 | 5,63 94,37 15,13 | 3,18 96,82 104,6 | 34,98 65,02
RC009
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I. DISCUSION

En el presente estudio se evalud el efecto de las condiciones del proceso de
ensilado (pH, anaerobiosis, accion de la microbiota) sobre los niveles de ZEA, a-ZOL y
B-ZOL en ensilaje de maiz de planta completa, en un modelo de mini-silos bolsa de
laboratorio. Se midieron los parametros fisico-quimicos del material vegetal ensilado
en sus diferentes etapas para corroborar que las condiciones se correspondieran con
las del proceso de ensilaje en un silo real. Ademas, se probd la capacidad de 2 cepas
de S. cerevisiae aisladas de ensilaje de maiz para adsorber o biotransformar ZEA in
vitro.

Se disefio un modelo de mini-silos de laboratorio, de manera tal que se
pudieran estandarizar las variables externas, dificiles de controlar en experimentos a
campo — tales como la temperatura, humedad, manipulacién de las bolsas, integridad
de la cubierta de plastico, presencia de animales e insectos - sin afectar las
condiciones dentro de los silos. EI modelo de mini-silos utilizado resulté muy efectivo
para reproducir el proceso de ensilado ya que se lograron mantener las
caracteristicas tipicas del ensilaje en las diferentes fases. El pH se redujo
favorablemente a los niveles adecuados para un silo bolsa (valores alrededor de 4),
permitiendo la conservacion del ensilaje y manteniendo intactas las caracteristicas
organolépticas de color, aroma y consistencia durante la fase estable, la fase
equivalente a la apertura del silo para su uso e incluso luego de la apertura y
exposicion al aire. De acuerdo con Hiriart (1998), el silo con un pH de 3,8 - 4,0
permanece estable hasta su apertura. En el presente trabajo, las condiciones
favorables se mantuvieron hasta el Ultimo muestreo, a pesar de que los ultimos dos
mini-silos habian sido expuestos por un tiempo al aire, tal vez porque las condiciones
en que se desarrolld la experiencia fueron mas controladas que en un experimento
realizado a campo. Los silos se encontraban en un lugar techado y no a la
intemperie, ademas el tiempo de exposicion fue corto y las muestras subsiguientes

fueron tomadas a pocos dias de la apertura de los silos. Ademas, el rango de deterioro
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depende de la concentracion y de la actividad de los organismos que causan
deterioro en el ensilaje (Honig y Woolford, 1980; Oude Elfernik y col., 1999). Los
valores de aw, % Hy % MS se mantuvieron estables en el tiempo, indicando que no
hubo perdida de materia seca, humedad o agua, es decir, que la compactacion para
retirar el aire de los silos fue adecuada ya que al no quedar aire atrapado en el
ensilaje no hubo un desarrollo de microorganismos aerobios que llevara a la pérdida
de nutrientes, aumento de la temperatura y diesen comienzo a la descomposicion del
ensilaje. Los % H obtenidos concuerdan con los obtenidos por Reyes Velazquez y col.
(2006) quienes observaron una humedad promedio de 76% en ensilaje de maiz en
México. Hunt y col. (1989) establecen que durante los diferentes estadios de
maduracion del ensilaje de maiz la humedad oscila entre 54,6 — 68,34%. A diferencia
de lo observado por Hargreaves y col. (1998), quienes obtuvieron una reduccion de
materia seca con respecto del material original en silos de laboratorio, en nuestro
modelo el % MS se mantuvo indicando que no hubo pérdidas. Segun el criterio de
Hargreaves y col. (1998), podemos calificar a nuestro modelo de mini-silos como
“muy bueno”, ya que también conservd el pH normal (4) ademas de mantener
estables las demas condiciones y no permitir el desarrollo de microorganismos que
provocasen descomposicion. Trasladado este concepto a los silos a campo, realizar
un correcto proceso de ensilado es eficaz para la conservacion del ensilaje y prevenir
posible desarrollo de mohos y sus toxinas.

Por otro lado, para evaluar que sucede con los niveles de las micotoxinas ZEA,
a-ZOL y B-ZOL durante el proceso de ensilado en sus diferentes etapas, se llevd a
cabo la contaminacién del material vegetal, previo a su ensilado, con un cultivo de
una cepa referente productora de ZEA - F graminearum 23639 — el cual fue
esterilizado en autoclave de modo que la formacidon de toxinas no continuase en los
silos. Se observd que esta cepa también produjo - ademas de ZEA - a-ZOL y B-ZOL
en el cultivo y se detectaron niveles moderados de estas toxinas en el ensilaje desde
el primer muestreo en el dia 7, manteniéndose contantes a lo largo de la experiencia,

hasta el Ultimo muestreo. De acuerdo a otros autores, tanto ZEA como a-ZOL y B-
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ZOL, se pueden encontrar en los cultivos de maiz infectados con Fusarium spp., como
asi también en cultivos de arroz (Bottalico y col., 1985; Richardson y col., 1985). Asi,
podemos decir que hongos pertenecientes al género Fusarium son capaces de
producir tanto ZEA como a-ZOL y 3-ZOL.

También pudo observarse que las condiciones del proceso de ensilaje no
afectaron los niveles de ZEA, indicando que no hay una degradacion o
biotransformacion de ZEA, en a-ZOL y B-ZOL, por parte de la microbiota del ensilaje
y/o por las condiciones propias de las diferentes etapas del proceso. La estabilidad de
las micotoxinas en el ensilaje ha sido poco estudiada; algunos estudios coinciden con
lo obtenido en este trabajo y han demostrado que los niveles de ZEA presentes en el
ensilaje sobreviven el proceso de ensilado (Lepom, 1990). En contraste, otros
estudios han informado de una disminucion en su concentracién (Damoglou y col.,
1984). Otros trabajos mas recientes han demostrado que los lactobacilos
fermentativos son capaces de transformar algunas micotoxinas (Styriak y Conkova,
2002; Niderkorn y col., 2007). Como se informd en el trabajo realizado por Zhou y
col. (2000), el derivado a-ZOL es 3 & 4 veces mas estrogénico que la ZEA. De
acuerdo con esto, podemos afirmar que es una ventaja que la microbiota presente en
el ensilaje de maiz no sea responsable de la biotransformacion de ZEA y por lo tanto
no ocasione un aumento de sus derivados, en especial a-ZOL, que puedan causar
severos efectos estrogénicos en los animales alimentados con ensilaje, y pasar
desapercibidos en un analisis de rutina, donde normalmente se buscaria sélo ZEA. Sin
embargo, como ya vimos, estos derivados también son producidos por el hongo y sus
niveles se mantienen en los cultivos como asi también en el ensilaje, por lo tanto su
deteccion y cuantificacibn es muy importante ya que proporcionan un efecto
estrogénico adicional al de ZEA en el alimento y puede ser Util en el diagndstico de
trastornos reproductivos en los animales.

En la actualidad, en Argentina no hay limites regulatorios establecidos para la
presencia de ZEA vy sus derivados, en alimentos o piensos. Sin embargo, las normas

internacionales establecidas por la Comision Europea (CE) pueden ser utilizadas como
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referencia para la orientacidon sobre los niveles aceptables (CE, 2007). Estos se basan
en un estudio preparado para la 53" reunién del Comité Mixto FAO/OMS de Expertos
en Aditivos Alimentarios (JECFA, 2000), que llegd a la conclusion de que la seguridad
de ZEA podria evaluarse en funcion de la dosis que no tiene efectos hormonales en
los cerdos, al ser ésta la especie mas sensible. La JECFA establecié una ingesta diaria
maxima tolerable provisional (IDMTP) para ZEA de 0,5 mg/kg de peso corporal. Para
los alimentos, la CE establecié un limite de 2 mg/g de ZEA en cereales y alimentos
hechos en base a cereales; 3 ng/g para los productos del maiz; 0,1 mg/g para
alimentos para lechones; 0,25 mg/g para alimentos para las cerdas madres y cerdos
de destete; y 0,5 mg/g para alimentos destinados al ganado vacuno, corderos,
ovejas, cabras y alimentos complementarios.

Con respecto a la reduccién de los niveles de ZEA se vio que las 2 cepas
probadas de S. cerevisiae aisladas de ensilaje de maiz, fueron capaces de reducir
mas del 90% de la toxina en solucion salina. Después de la incubaciéon de estas 2
cepas de S. cerevisiae en diferentes soluciones de ZEA en PBS no se detectaron
ninguno de los derivados de ZEA, por lo cual podemos deducir que ni la cepa RC008
ni RCO09 fueron capaces de biotransformar esta micotoxina. Por lo tanto, la
reduccidn de los niveles de ZEA observados se debi6 al fenomeno de adsorcion. La
capacidad de estas cepas de levadura para reducir los niveles de ZEA y ocratoxina A
(OTA) (otra micotoxina, producida por especies del género Aspergillus) en una
solucién salina, ya fue informada por Armando y col. (2011). En este trabajo, se
sugirié que el mecanismo por el cual esta reduccién se llevd a cabo fue la adsorcién
debido a diferencias halladas en el grosor de la pared celular de las diferentes cepas
encontrando una relacion de a mayor grosor, mayor disminucién de toxina en la
solucién. Sin embargo, hasta el presente, no se habian realizado estudios de
degradacién de ZEA por parte de estas levaduras. Mediante el presente estudio,
pudimos confirmar que la disminucién de la toxina no se debe a la degradacion de la
misma ya que ninguna de las 2 cepas logré biotransformarla. Al igual que lo

informado por Armando y col. (2011), se observé que la cepa RC009 tuvo mayor
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capacidad de adsorcion que la cepa RC008, y su mayor porcentaje se observé en la
concentracion intermedia de ZEA (475,60 ng/ml), siendo un resultado esperado ya
que a medida que va aumentando la concentracion de ZEA los sitios de unidn se
saturan y ya no estan disponibles para seguir adsorbiendo, quedando una mayor
concentracion de toxina libre en la solucidn aumentando asi la proporcion de ZEA
libre en el sobrenadante, resultando en un menor porcentaje de adsorcidon en las
soluciones de concentracion muy elevada. La unidn de las micotoxinas a la superficie
de las levaduras se atribuye a la presencia de glucanos en la composicion de su pared
celular. La relacidon entre la proporcion de B-D-glucanos en la pared celular y el
porcentaje de adsorcion de ZEA, aflatoxina B; (AFB;), deoxynivalenol (DON), patulina
(PAT) y OTA fue demostrado por Yiannikouris y col. (2004). La unién de ZEA y otras
micotoxinas tales como aflatoxina y OTA a la superficie celular de las levaduras se ha
informado anteriormente en varios estudios a nivel mundial (Raju y Devegowda,
2000; Bejaoui y col., 2004; Yiannikouris y col., 2004; Shetty y Jespersen, 2006;
Bueno y col., 2007; Shetty y col., 2007; Armando y col., 2011, 2012, Dogi y col.,
2011). Sin embargo, el estudio de cepas autdctonas de bacterias y levaduras como S.
cerevisiae con capacidad de detoxificar ZEA, aisladas de los ecosistemas de nuestra
regidon, es muy importante para el desarrollo de productos de industria nacional que
sean aplicables al desarrollo y mejoramiento de la produccion ganadera local y
regional.

En conclusién, este estudio reveld que los niveles de ZEA, a-ZOL y B-ZOL,
cuando se producen en el campo, se pueden mantener invariables en el material
ensilado durante todo el proceso de ensilaje. La microbiota del ensilaje y las
condiciones, como temperatura, aw, bajo pH y la falta de oxigeno, no afectan
positivamente o negativamente los niveles de estas micotoxinas en ninguna de las
fases del ensilaje. Un buen proceso de ensilado puede impedir el crecimiento de
hongos productores de micotoxinas. Sin embargo, si éstas ya estan presentes en el
material vegetal en niveles moderados a altos, tanto ZEA como sus derivados no se

degradan en el silo.
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Por otro lado, se demostrd que existen cepas de S. cerevisiae nativas de
ensilaje que son capaces de adsorber ZEA a su pared celular y que no biotransforman
esta micotoxina a derivados igualmente o mas estrogénicos. Esto podria constituir
una ventaja en alimentos contaminados, ya que reduce la biodisponibilidad de la
toxina disminuyendo la cantidad que es absorbida en el intestino de los animales. Es
importante destacar que la capacidad de reducir niveles de micotoxinas de las cepas
estudiadas, esta relacionada a la adsorcién y no a la biotransformacién, ya que en el
caso de ZEA si es biotransformada en sus derivados, especialmente a-ZOL, no se
podria estar considerando como una detoxificacién ya que éste es mas estrogénico
que la toxina original. Por este motivo, las cepas RC008 y RC009 de S. cerevisiae son
posibles candidatos para la formulacién de aditivos alimentarios de bajo costo,
seguros y con bajo impacto sobre el medio ambiente, para la reduccion de
micotoxinas en los silos, especialmente en los paises en desarrollo como el nuestro,
donde la aplicacion de otras estrategias de detoxificacidon es mas costosa y menos
probable.

50



Conclusiones y Perspectivas Futuras

I. Conclusiones

e El modelo de mini-silos de laboratorio fue eficaz para reproducir las
condiciones del proceso de ensilado, conservando la buena calidad del ensilaje
en todas las etapas, reduciendo el pH a valores entre 3 y 4, sin pérdidas de
materia seca o humedad.

e Los niveles de ZEA, a-ZOL y B-ZOL se mantuvieron constantes en el material
ensilado durante todo el proceso indicando que la microbiota del ensilaje y las
condiciones del proceso de ensilado - temperatura, aw, bajo pH y la falta de
oxigeno - no afectan positivamente o negativamente los niveles de
micotoxinas en ninguna de las fases del proceso.

e Por lo anterior, se deduce que un buen proceso de ensilado puede impedir el
crecimiento de hongos productores de micotoxinas; sin embargo, si existen
niveles moderados a altos de ZEA vy sus derivados en el material vegetal previo
al ensilado, éstos no se reducirian en el silo.

e Las cepas de Saccharomyces cerevisiae RC008 y RC009, aisladas de ensilaje
de maiz, son capaces de adsorber ZEA a su pared celular /n vitro y no
biotransformar esta toxina a a-ZOL y B-ZOL. Esto podria ser una ventaja, ya
que reduce la biodisponibilidad de la toxina para ser absorbida en el intestino
de los animales, sin producir derivados estrogénicos.

e La cepa de S. cerevisiae RC009 posee mayor capacidad de adsorcidon que la
cepa RC008, lo cual se condice con estudios previos que indican que posee
una pared celular de mayor grosor.

e Las cepas de S. cerevisiae RCO08 y RCO09 poseen el potencial de ser utilizadas
en la formulacion de aditivos alimentarios microbianos destinados a los
animales de produccion, para reducir los niveles de ZEA en alimentos
contaminados con bajos niveles.

e El desarrollo de aditivos basados en microorganismos beneficiosos, en vez de

productos quimicos para reducir los niveles de micotoxinas, es una opciéon mas
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segura, de bajo costo y minimo impacto ambiental, para la reduccién de
micotoxinas en los silos, especialmente en los paises en desarrollo como el
nuestro, donde la aplicacion de otras estrategias de detoxificaciéon es menos

probable.

I1. Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, dan pie a que se lleven a cabo
nuevas experiencias apuntadas a estudiar la variacion de los niveles de diferentes
micotoxinas a lo largo del proceso de ensilado; el efecto que posee sobre ellas la
microbiota nativa del material vegetal ensilado o microorganismos introducidos
artificialmente como inoculantes para mejorar la fermentacion y microorganismos
utilizados como adsorbentes/degradadores de micotoxinas. Ademas, el hallazgo de
microorganismos capaces de adsorber micotoxinas en el ensilaje nos alienta a buscar
nuevos microorganismos capaces de decontaminar otras micotoxinas en diferentes
tipos de sustratos y de ecosistemas, tales como el suelo, otros alimentos fermentados
o plantas de tratamiento de efluentes. De esta forma, se lograria avanzar aun mas en
los estudios apuntados a formular un suplemento alimentario microbiano para ser
aplicado en nuestra regidon y de esta manera, evitar pérdidas econdmicas a los

productores agropecuarios, mejorando la rentabilidad y productividad del sector.
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