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La Republica Argentina es un pais que se ha caracterizado a lo largo del
tiempo por su importante produccién agricola-ganadera.

Los sistemas de produccidén de ganado se basan en el pastoreo directo de
los recursos forrajeros suplementado con granos, subproductos de las
cosechas, forrajes almacenados por deshidratacion (heno) o por fementacién
(ensilaje y henolaje) con distintos sistemas de conservacion.

La calidad del forraje se refiere a como los animales consumen un
alimento y a como los alimentos se convierten eficientemente en productos
animales. Los parametros que brindan al productor informacién sobre la calidad
de un forraje pueden agruparse en: organolépticos, parametros que permiten
evaluar la composicidén quimica, el procesamiento y conservacion, la digestion
y el contenido de energia del mismo. Los principales parametros que permiten
evaluar tal calidad son: proteina bruta, fibra detergente neutra, fibra detergente
acida, materia seca, pH, nitrbgeno amoniacal y nitrégeno insoluble en
detergente acido y en detergente neutro.

El éxito de los procesos de conservacion de alimentos depende los
microorganismos (benéficos o perjudiciales) que se hallan presentes.

La flora benéfica, constituida principalmente por las bacterias acido
lacticas, asegura un valor apropiado de pH limitando el desarrollo de la flora
microbiana no benéfica (Clostridium, E.coli, otros Bacilos Gram negativos,
hongos levaduriformes y/o filamentosos). Algunos géneros fungicos como
Aspergillus, Fusarium, etc., contaminantes tanto de la materia prima como de
los alimentos destinados al consumo animal, cobran especial interés por su

capacidad patégena y/o toxigénica.

El estudio de la calidad quimico-fermentativa de alimentos (forrajes de
maiz, sorgo y alfalfa) destinados al consumo animal de la cuenca lechera de la
provincia de Santa Fe, permitié calificar a las muestras de sorgo y maiz
mayoritariamente como regulares y a las de alfalfa como regulares o malas.
Ademas, se observd que el sistema puente no era recomendable para el

almacenamiento de los forrajes de sorgo.

Teniendo en cuenta el recuento total de hongos, los ensilados de maiz
fueron los mas contaminados seguidos por los de alfalfa. Los hongos

levaduriformes fueron los de mayor aparicion en todos los forrajes. Entre los
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hongos filamentosos los posibles toxigénicos fueron los mas aislados. Dentro
de ellos el género Aspergillus fue el que se presentd mayoritariamente en los 3
sustratos siendo Aspergillus secciéon flavi los mas frecuentes. Cuando se
evalud in vitro la toxigenicidad de los aislados se comprobé la capacidad
productora de aflatoxinas (AF) por 2 cepas de Aspergillus y de fumonisinas por
2 cepas del género Fusarium.

En los ensilados de alfalfa y maiz se observé la mayor incidencia de AF y
deoxinivalenol (DON) con valores no aceptables para el consumo animal,
presentandose mayoritariamente en forma conjunta las dos toxinas. Los valores
mas altos de DON se presentaron en forrajes de maiz y alfalfa. En los ensilados
de sorgo se encontraron las concentraciones mas altas de AF.

En base a la evaluacién conjunta de las todas las variables estudiadas se
pudo concluir que en muchos casos los parametros quimico-fermentativos o
toxico-micolégicos per se resultaron insuficientes para obtener la calificacion
final de los forrajes. Se disefid un protocolo de analisis empleando variables
indicadoras que permitié evaluar en forma sencilla y confiable la aceptabilidad
final de los forrajes.

Teniendo en cuenta el andlisis de los parametros quimico-fermentativos y
toxico-micolégicos o de sus variables indicadoras la mayoria de las muestras
de alfalfa y maiz no resultaron aceptables para el consumo de ganado vacuno,
mientras que casi la mitad de los forrajes de sorgo resultaron también
riesgosos.

La prevencion del deterioro de la calidad debe ser una parte importante de
todo programa de conservacion de alimentos. El control biolégico es una
herramienta que permitiria regular la densidad de microorganismos patdgenos
y/o sus efectos en forma mas inocua que el control quimico. En la busqueda de
potenciales biocontroladores de hongos toxigénicos fueron seleccionadas una
cepa de Streptomyces sp., C/33-6 y Lactobacillus buchneri, BAL/7.

Fueron disefados silos experimentales, reproduciendo las condiciones a
campo, en los que se inocularon los microorganismos seleccionados como
potenciales biocontroladores y una cepa toxigénica de A. parasiticus, 5SM43.

Las condiciones experimentales no permitieron obtener silos de Buena
calidad quimico-fermentativa. En buenas condiciones de conservacion los ME

resultaron de calidad Regular. Las malas condiciones produjeron silos de calidad
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quimico-fermenativa Mala a excepcién de aquellos en los que fue inoculado
BAL/7, calificados como Regulares. Todos los ME Regulares fueron aceptables
en su evaluacion final.

La aceptabilidad final de los ME obtenida a partir del analisis conjunto de
todas los parametros coincidid con la resultante del empleo de las variables

indicadoras.

En las condiciones ensayadas Lactobacillus buchneri BAL/7 resultdé un

agente de biocontrol mas promisorio que Streptomyces sp C/33-6.

ABSTRACT

Argentina has long been known for its leading role in agricultural and cattle
rearing production.

Cattle rearing production systems are based upon the direct grazing of
forage resources supplemented with grains, crop by-products, forages stored as
hay through dehydration or as silage and haylage through fermentation with
different conservation systems.

Forage quality refers to how animals consume feed and how efficiently
these feeds are converted into animal products. The factors that provide
farmers with sound information on forage quality can be grouped as follows:
organoleptic parameters, parameters that enable producers to assess forage
chemical composition, processing and conservation, digestion and energy
content. The main parameters used to assess forage quality are: crude protein,
neutral detergent fiber, acid detergent fiber, dry matter, pH, amoniacal nitrogen,
acid detergent insoluble nitrogen and neutral detergent insoluble nitrogen.

Both beneficial and spoilage microorganisms present in forages have a
direct impact on feed conservation processes.

Beneficial flora, maily made up of acid lactic bacteria, exerts a major
influence in maintaining an appropriate pH level by limiting the development of
non-beneficial microbial flora (Clostridium, E.coli, other gram-negative bacilli,
yeast-like and/or filamentous fungi). Some fungal genera such as Aspergillus,
Fusarium, etc., which contaminate both raw materials and feeds for animal
consumption, have become particularly relevant due to their pathogenic and/or

toxigenic capacity.
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Thanks to the study on the chemico-fermentative quality of feeds (maize,
sorghum and lucerne forages) for animal consumption in the dairy regions
within the province of Santa Fe, it was possible to classify sorghum and maize
samples as mostly fair; while lucerne samples were classified as fair or bad. In
addition, the use of the bunker system was considered not to be recommended
for storing sorghum forages.

According to the total fungi count, maize silages presented the highest
contamination levels followed by lucerne silages. Yeast-like fungi had the
highest prevalence rate in every forage. Among the filamentous fungi, those
that were potentially toxigenic were the most isolated ones. The genus
Aspergillus was the most prevalent in all of the three substrates; those
belonging to Aspergillus section Flavi were the most frequently found. When the
toxigenic levels of isolates were evaluated in vitro, it was confirmed that two
Aspergillus strains showed aflatoxin-producing capacity while two strains
belonging to the genus Fusarium showed capacity to produce fumonisins.

The highest incidence of aflatoxins (AF) and deoxynivalenol (DON) was
found in lucerne and maize silages with levels that were not fit for animal
consumption; both toxins were mainly detected together. The highest DON
values were found in maize and lucerne forages; while the highest AF
concentrations were found in sorghum silages.

According to the overall assessment of each and every studied variable, it
could be concluded that in many cases, chemico-fermentative or toxic-
mycological parameters per se were not comprehensive enough to evaluate
forages. An analysis protocol was designed including indication variables to
ensure a simple and reliable assessment of forage final acceptability.

Taking into account the analysis of the chemico-fermentative and toxic-
mycological parameters or their indication variables, most lucerne and maize
samples were not fit for beef cattle consumption, while almost half of the
sorghum forages were also considered risky.

Steps to prevent quality deterioration should be included in every feed
conservation program. Biological control is proposed as a tool that would enable
producers to control the density of pathogenic microorganisms and/or their

effects; it is a more innocuous alternative to chemical control. One strain of
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Streptomyces sp., C/33-6, and one of Lactobacillus buchneri, LAB/7, were
respectivelly selected as potential biocontrol agents for toxigenic fungi.

Experimental silos, which were designed following actual field conditions,
were used for the inoculation of the microorganisms previously chosen as
potential biocontrol agents and a toxigenic strain of A. parasiticus, 5M43.

Due to these experimental conditions, the resulting chemico-fermentative
quality of silos was not very good. Under good conservation conditions,
experimental micro-silos (EMSs) presented fair quality levels. Unfavourable
conditions affected the chemico-fermentative quality of silos, so that it was
classified as Bad. Whereas, those silos that had been inoculated with LAB/7
were classified as Fair. Every EMS classified as Fair was acceptable in its final
assessment.

Based on the joint analysis of each and every parameter, the final
acceptability of EMSs agreed with the outcome data provided by the indication

variables.

Under these conditions, Lactobacillus buchneri LAB/7, turned out to be

more promising than Streptomyces sp. C/33-6, as a biocontrol agent.

XVI



Dutnoducciin



EL GANADO Y SU ALIMENTACION

La Republica Argentina es un pais que se ha caracterizado a lo largo del
tiempo por su importante produccion agropecuaria. Sus sistemas de produccién
ganadera estan basados en el pastoreo. Las caracteristicas de su territorio, de
grandes y fértiles extensiones han influido y potenciado el desarrollo de la actividad
agricola-ganadera, uno de los mas importantes pilares sobre el que se asienta la
economia argentina.

La produccion lactea de Argentina se concentra en las provincias de Buenos
Aires, Santa Fe, Cordoba, Entre Rios, La Pampa y Tucuman (Fig 1) (Ordoqui y col.,
2005).

Fig 1: Cuenca lactea de Argentina: Buenos Aires (1. Mar y Sierras, 2. Oeste, 3. Abasto Sur,
4. Abasto Norte), Entre Rios (5. Cuenca “B”, 6. Cuenca “A”), Santa Fe (7. Sur, 8. Central),
Cordoba (9. Sur, 10. Villa Maria, 11. Noreste), La Pampa (12. La Pampa) y Tucuman (13.
Cuenca de Trancas).

La provincia de Santa Fe integra la region agricola-ganadera e industrial de la
Argentina donde se concentra la mayor parte de la poblacion del pais. Se encuentra
ubicada entre los meridianos de 59 y 63 grados de longitud oeste y los paralelos de
28 y 34 grados de latitud sur y se caracteriza por poseer una extensa planicie de
suelos fértiles aptos para todo tipo de actividad agricola-ganadera. javascript:;Por sus
indices de produccion y por su aporte al producto global de la Argentina, constituye
una de las mas importantes provincias del pais. La adecuada distribucion geografica

de las actividades, asi como su diversidad, son claros indicadores del equilibrio de



su economia. El importante sector industrial junto al de la construccion aportan casi
el 36% del producto bruto interno provincial, una fuerte base agricola-ganadera
contribuye con el 18% y el sector terciario o de servicios con el 53% restante.

La cuenca lechera santafesina constituye la region productora mas importante
de América Latina y el area de asentamiento de las principales industrias
procesadoras de lacteos. El ganado vacuno representd el 90% del total de las
cabezas censadas durante el 2006 segun datos aportados por la encuesta ganadera
2007 (Fig 2). La produccion anual en 2006 fue de 1800 millones de litros de leche
aproximadamente (IPEC.2006).
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Fig 2: Distribuciéon del ganado por especie en la provincia de Santa Fe.

Los sistemas de produccion de carne y lacteos demandan un conocimiento
profundo de todos sus procesos y de la calidad de los alimentos (Bruno y col., 1998).
A pesar de que pueden variar segun la regién, los sistemas de produccion de
ganado se basan en el pastoreo directo de los recursos forrajeros suplementado con
granos, subproductos de las cosechas, forrajes almacenados como heno o ensilaje,
etc. Estos métodos tratan de optimizar la gestidén de la alimentacion ganadera para
lograr una mejora en la relacion costo-beneficio (Taysom, 2002; Beltzer, 2003;
Colombatto y col., 2000).

La conservacién de los alimentos para su consumo en periodos de escasez ha

sido una preocupacion del hombre desde épocas remotas. Existen evidencias



arqueoldgicas de estas practicas que datan del 2000 AC (Rees, 1997; Woolford y
col., 1980).

La preservacion de forrajes surgio, también de la necesidad de almacenar los
excedentes de alimentos tales como alfalfa, trébol, maiz, sorgo, avena, pastos, soja,
etc. (Romero y col., 2003). Sin embargo en la actualidad estas reservas de alimentos
se usan durante todo el afio, para obtener raciones diarias mejor balanceadas
formando parte de un sistema de alimentos mas eficiente. La metodologia empleada
evoluciona constantemente para lograr el mejor producto final (Fulgueira y col;
2007).

La exposicion de los cultivares forrajeros al medio ambiente provoca un
aumento en la actividad aerdbica microbiana causando una pérdida del valor
nutritivo de los alimentos y eventualmente una contaminacion con metabolitos y/o
productos toxicos producidos por la flora indigena. La exclusion total de O, facilita la
proliferacion de la flora anaerobia obteniéndose alimentos conservados con alto
contenido de etanol y de diferentes acidos organicos como &acido lactico y acido
butirico. La preservacion de los alimentos por fermentacién en silos favorece la
proliferacion de bacterias acido lacticas (BAL) con las que se logra un pH adecuado,
aproximadamente 4, para regular o inhibir la proliferacion de microorganismos
indeseables o potencialmente perjudiciales como por ejemplo Clostridium spp..,
Listeria spp. y Enterobacterias (Scudamore y Livesey, 1998; Fulgueira y col.; 2007).

Elaborar reservas de alimentos lleva implicito conocer los sistemas de

conservacion a utilizar.

SISTEMAS DE CONSERVACION

Conservacion por deshidratacion
Heno

La henificacion es un método de conservacién de forraje seco donde se
produce la evaporacion del agua contenida en los tejidos de la planta. Se comienza
el enfardado/arrollado con 25% de humedad (Fig 3) para llegar al 15% durante el
almacenaje (Beltzer, 2003; Reboux y col., 2006). Aunque la mayoria de los cultivos

forrajeros se pueden almacenar como heno, su valor nutricional esta estrechamente
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relacionado al tipo de planta almacenada. Entre los importantes beneficios de la
conservacion del forraje por este sistema se pueden mencionar los bajos
requerimientos de trabajo agricola y la reduccion de los costos de produccion
(Lascano, 2002; Romero y col., 2003).

Fig 3: Heno. a) Fabricacion de rollos para conservacion de pasturas con bajo contenido de
humedad. b) y c) Almacenamiento a campo de rollos y fardos.



Conservacion por fermentacion
Ensilados
El forraje que se desea conservar por via humeda es cosechado por
maquinas especialmente disefhadas para este propdsito, las que cortan y pican el
alimento que luego se transporta y acumula sobre el terreno o construcciones

especiales.

En esta masa verde acumulada comienzan muy pronto a producirse una serie
de transformaciones bioquimicas que al cabo de cuatro o cinco semanas concluyen
dando como resultado un producto que se conoce con el nombre de silaje. Los
cultivos forrajeros frescos, como el maiz, sorgo, trigo y alfalfa, pueden ser
preservados como ensilados (Oude Elferink y col., 1999a). Este método de
conservacion de alimentos, basado en la fermentaciéon con produccién espontanea
de acido lactico bajo condiciones anaerdbicas, tiene por objeto minimizar la pérdida
de nutrientes a partir de la cosecha durante el almacenamiento y mejorar la calidad
de los piensos (Whitlow y Hagler, 2002; Beltzer, 2003; Seglar, 2004).

Las BAL pertenecientes a la flora epifita de los vegetales que seran usados
como alimentos conservados, estan involucradas en la fermentaciéon de los
carbohidratos solubles en agua produciendo acido lactico y, en menor medida, acido
acético. Como se mencioné anteriormente, este proceso metabdlico provoca
descenso del pH del material ensilado y la restriccion de la actividad microbiana
evitando el proceso de descomposicion. Una vez que el material fresco se ha
almacenado, compactado y cubierto para excluir el aire, el proceso de ensilado
puede dividirse en cuatro fases (Oude Elferink. y col.; 1999a):

Fase aerobica: En esta fase, que sélo dura unas pocas horas, la cantidad de
O, atmosférico presente en el forraje se reduce debido a la respiracion de las plantas
y de los microorganismos aerobios facultativos tales como levaduras vy
enterobacterias.

Fase de fermentacidén: Se inicia una vez que las condiciones anaerobicas se
alcanzan en el material ensilado. Su duracion puede ser de varios dias o de varias
semanas, dependiendo del material ensilado. Si la fermentacion se lleva a cabo con
éxito, las BAL desarrollaran y se convertiran en la poblacién predominante, mientras

que el pH disminuira a valores cercanos a 4,0.



Fase estable: Dura mientras el alimento almacenado se encuentre
debidamente sellado de manera que el aire no pueda penetrar. La poblacion
microbiana de la etapa anterior disminuye lentamente.

Fase de descomposicidon aerdbica: Comienza cuando el silo es abierto y el O,
tiene acceso sin restricciones al ensilaje o cuando la cubierta es dafiada por
animales u otros agentes. La disponibilidad de O, permite la proliferacion de
levaduras, hongos y bacterias aerobias facultativas provocando un aumento del pH y
de la temperatura que deterioran la calidad del alimento (Driehuis y col., 1999;
Driehuis y Oude Elferink, 2000).

El uso de ensilados presenta las siguientes ventajas (Cowan, 2001; Schroeder,
2004a; Romero y col., 2006):

= Disponer de pastos o cultivos en condiciones O6ptimas de nutricion y
almacenamiento, como reserva para periodos de extrema escasez de alimentos.

= Evitar las pérdidas debidas a la maduracién o a la vejez in situ producidas
por el desarrollo de la planta forrajera.

= Permitir balancear la composicion de la racion frente a pastoreos deficitarios
en algunos nutrientes. Por ejemplo, el uso de ensilaje de leguminosas como
complemento de ensilaje de maiz, o combinar el uso de ensilaje de maiz o de
leguminosas con pastos, o recurrir a ensilajes de variado contenido de fibra
(Schroeder, 2004b).

= Preservar el contenido de materia seca y mantener las caracteristicas del
alimento como sabor, consistencia y composicion.

= Minimizar las diferencias de calidad nutricional con el forraje verde cuando
se ha realizado un proceso de conservacién adecuado.

= Independizar al producto de los factores climaticos.

= Permitir, mediante el encierre de la hacienda, esperar que haya piso para el
establecimiento de praderas o verdeos adecuados.

= Conservar aquellos forrajes que serian dificiles de henificar, tales como el
maiz o el sorgo.

= Disminuir los riesgos de incendio.

= Reducir costos. Luego de las pasturas es el forraje que presenta menores

costos, muy por debajo de los granos.
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= Mejorar la productividad debido al aumento de la cantidad de alimento
disponible para el ganado.
Los forrajes pueden ser ensilados en diferentes modalidades: silo puente o

bunker (Fig 4 a, b y c), silo bolsa (Fig 5), etc.

Fig 4: Silo puente. a) Estructura del silo previo al llenado. b) Silo lleno y cubierto con plastico
protector. c) Apertura del silo puente para la alimentacién del ganado.

Fig 5: Silo bolsa. Banda lateral en posicion correcta de llenado de la bolsa

(indicada por la flecha).
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Henolajes

Es un sistema de conservacion para forrajes con alto contenido de humedad. El
alimento es conservado en un proceso combinado de henificacion y de silaje.
Cuando el forraje alcanza un 50 % del contenido de humedad es enrollado y luego
empaquetado en bolsas de polietileno o auto-ajustables (Fig 6 y Fig 7). De este
modo, la falta de O, genera un ambiente propicio para el inicio de la fermentacién

anaerobica (Lascano, 2002).

Fig 6: Henolaje. Rollos de forraje hiumedo cubiertos con plastico tricapa.

Fig 7: Acopio a campo de alimentos conservados por henolaje.

Aunque cualquier forraje puede ser henificado es aconsejable usar pastos de

alta calidad como alfalfa, trébol o hierbas con un alto valor alimenticio ya que el



costo adicional asociado con el embalaje debera ser justificado (Beltzer, 2003).
Las ventajas mas significativas de este sistema estan relacionadas con aspectos
agronomicos y alimenticios como por ejemplo (Schroeder, 2004c; Muck y Holmes,
2006):

= Reducir las pérdidas producidas por factores climaticos al acortar los
periodos de oreado (secado).

=  Minimizar todas las pérdidas relacionadas con el material (principalmente
de hojas y con los procesos de enfardado (uso de forraje mojado), distribucion y
suministro.

= Utilizar pequenas parcelas para su almacenamiento.

= Iniciar el proceso de fermentacion anaerobia casi en forma inmediata.

= Invertir poco capital para su confeccion y almacenamiento.

= Facilitar la administracion de las raciones.

= Disminuir las pérdidas por almacenamiento, las que se estiman entre el 3-
7%.

Embolsado del forraje

Las bolsas de ensilado para conservacion de forrajes y almacenamiento de
granos consisten en un tubo de polietileno plegado, fabricado bajo el sistema de
coextruccion en tres capas (tricapa), en dos colores blanco y negro (bicolor) que
cuenta con estabilizacion ultravioleta. Se fabrican con materia prima virgen de ultima
generacion otorgandole excelentes propiedades de resistencia mecanica, elasticidad
al “punzonado”, opacidad, impermeabilizacion a los gases, creando un ambiente
libre de O, y una alta concentracién de CO; indispensable para asegurar la

conservacion del forraje (Martinez y col., 2002).

CALIDAD DE LOS FORRAJES

¢Que es la calidad?
La calidad de un forraje se define como expresion de las caracteristicas que
alteran el consumo, el valor alimenticio del producto afectando la performance del

animal (Amigot y col., 2006; Fulgueira y col., 2007). Es decir la calidad del forraje se



refiere a como los animales consumen un alimento y a cémo los alimentos se
convierten eficientemente en productos animales (Twidwell y Wegenhoft, 1999;
Taysom, 2002). Asi, la mejor medida relacionada con la calidad del forraje es el valor

nutricional y consecuentemente la productividad animal.

Existen seis factores bioldgicos y tecnoldgicos tradicionalmente reconocidos
que afectan la calidad del forraje: especie de cultivar, variedad del cultivar (hibrido),
fertilidad del suelo, grado de madurez, condiciones de cosecha y almacenamiento y
factores ambientales (Frey y col, 2004; Schroeder, 2004c; Reboux y col., 2006).

Especie de cultivar: Puede haber diferencias substanciales en la calidad del
forraje entre las hierbas y las leguminosas. Estas distinciones se relacionan
generalmente con las diferencias en el contenido de fibras y compuestos proteicos,
en la digestibilidad, etc. (Twidwell y Wegenhoft, 1999; Cherney, 2000). Otro factor
importante a tener en cuenta es el contenido de azucares solubles caracteristico de
cada especie. Es de suma importancia que la relacién azucar/proteina esté en
valores altos para evitar excesos de N, producidos por la degradacion proteica con
formacion de productos téxicos o productos que neutralicen el acido lactico formado
durante la fermentacion. Esto sucede en las leguminosas como la alfalfa donde esta
relacion es baja y la conservacion por esta técnica es dificultosa. La Tabla 1
establece la aptitud para ensilados en base al contenido de azucar soluble y al

contenido proteico de la especie cultivada (Bertoia, 2007).

Tabla 1: Evaluacién de la aptitud del ensilado en relacién al contenido de
compuestos proteicos y de azucares con la matriz.

Tipo Azucares Compuestos Aptitud para
cultivo solubles proteicos ensilado
Maiz o Sorgo Muy alto Muy bajo Alta
Pasturas
i Alto Medio Media
gramineas
Alfalfa Bajo Muy alto Problematica
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Variedad de cultivar: Un buen hibrido es el que aporta mayor proporcion de
espigas con alta proporcion de granos y por lo tanto una mayor digestibilidad. La
calidad de un cultivo no se puede mejorar con el proceso de ensilado, por el
contrario, se puede empeorar, por lo que es de fundamental importancia partir de un
buen hibrido.

Fertilidad del suelo: La fertilidad del suelo influye en la calidad del forraje. Los
niveles apropiados de P y de K del suelo no solamente contribuyen al desarrollo de
las leguminosas sino a reducir el problema de las malezas. Es necesario balancear
la fertilidad del suelo para evitar desequilibrios minerales. Se ha probado que altos
niveles de fertilizacion se traducen en un aumento de la materia seca. Sin embargo,
los valores de nitrdgeno no proteico también aumentan, provocando un desequilibrio
en la relacion carbohidrato/proteina. Por lo tanto, el proceso de fermentacién puede
ser afectado (Schroeder, 2004d).

Grado de madurez: Se debe tener en cuenta el estado de desarrollo de la
planta en el momento de la cosecha. Las plantas declinan en su calidad cuando se
alcanza la madurez y la cosecha se retrasa aun en 2 o 3 dias. Si bien los
componentes de la pared celular como proteinas, carbohidratos solubles, vitaminas,
etc., aumentan con el paso del tiempo, también lo hacen componentes como lignina
y hemicelulosa. La hemicelulosa es parcialmente digerida, en cambio la lignina no lo
es, provocando una disminucién en la digestibilidad y en el consumo del alimento
(Twidwell y Wegenhoft, 1999).

Condiciones de cosecha y almacenamiento: Técnicas inapropiadas de cosecha
pueden perjudicar seriamente la calidad del ensilado. El almacenado con contenido
de humedad inapropiado favorece el desarrollo de microorganismos no deseados
como los hongos. Este tipo de contaminantes, durante su respiracion, aumentan la
temperatura provocando mermas en la digestibilidad y en el contenido proteico del
silo.

Factores ambientales: Temperatura, humedad y luz solar afectan el proceso de
confeccion y la calidad del silo. Factores climaticos como lluvias, temperaturas altas
0 sequias excesivas pueden retrasar la cosecha alterando la calidad del producto
almacenado por presentar mayor proporciéon de lignina. Ademas, las malezas, el

dafio ocasionado por insectos, o la presencia de bacterias, mohos y/o sus
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metabolitos (micotoxinas) afectan de manera significativa la calidad del forraje
(Cherney, 2000).

Los desequilibrios producidos por estos factores, se traducen en pérdidas de
productividad en los sistemas ganaderos (Gallardo, 2007).

Otros factores para tener en cuenta son compactado, llenado, tapado,
extraccion y suministro del silo que dependeran del sistema de conservacion. El
llenado de los silos bunker o puente se debe realizar en capas de 10cm
compactando entre cada una de ellas. El indicador de una buena compactacion en
este sistema es la estabilidad de la temperatura en la masa ensilada. En los silos
bolsa la compactacién se realiza durante el llenado y el indicador de una buena
compactacion es la correcta posicion de la banda lateral de la bolsa (Fig 5)

El tapado del silo se debe realizar inmediatamente después que se retiran las
maquinas ensiladoras, evitando las roturas del plastico cobertor. La extraccién y el

suministro pueden alterar la calidad del alimento (Bolsen, 1998; Jahn y col., 2000).

Evaluacion de la calidad

Conocer la calidad del ensilado permite saber que tipo de suplemento dietario
necesitara el animal.

Los parametros que brindan al productor informacién sobre la calidad de un
forraje pueden agruparse en cinco grandes grupos: organolépticos, parametros que
permiten evaluar la composicion quimica, el procesamiento y conservacion, la

digestiéon y el contenido de energia del mismo.

Parametros que permiten evaluar las caracteristicas organolépticas:

Color: Los silos pueden presentar una gama de colores de verde a marron. El
color es un buen indicador de las condiciones de almacenamiento, humedad vy
sobrecalentamiento del silo. Un silo con tonalidades verdes es asumido como de
buena calidad, en cambio uno marrén, por generacion de lignina artificial, indica un
sobrecalentamiento. La presencia de zonas blancas es indicadora de desarrollo
fungico.

Olor: Puede variar del tenue olor a vinagre (6ptimo) a fuerte olor rancio y

putrido caracteristico de fermentacién butirica o a alcohol por fermentacién
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alcohdlica. El olor a tabaco que puede presentar el heno es indice de
sobrecalentamiento.
Textura: Esta directamente relacionada con la flexibilidad y el tamafio de tallos
y hojas y con el aspecto del grano. También aporta datos acerca de la humedad del
material en el momento del ensilado.
La Tabla 2 resume la relacion entre las caracteristicas sensoriales y

fermentativas con el tipo de ensilado.

Pardmetros que permiten evaluar la composicién quimica

Proteina bruta (%PB): Incluye las fracciones nitrogenadas proteicas y no
proteicas (nitratos, péptidos, aminas y aminoacidos). Un valor alto de PB no
representa necesariamente un optimo nivel proteico.

Fibra detergente neutra (%FDN): Es una medida del contenido de
hemicelulosa, celulosa y lignina entre otros componentes de la pared celular vegetal.
La relacidon no es directa ya que el %FDN depende también de la composicion
quimica y del tamafo de las particulas: cuanto mas pequefas, menos fibra efectiva
(FDNef).

Fibra detergente acida (%FDA): Mide la cantidad de celulosa ligada a la lignina.
Esta inversamente relacionada a la digestibilidad del forraje.

Lignina: Da sostén y rigidez a la planta. Depende de la madurez de la planta y
del tipo de matriz (por ejemplo la alfalfa presenta alto contenido de lignina). Altos
contenidos de lignina dificultan la fermentaciéon ruminal.

Cenizas (%CZ2): Es la fraccién mineral del forraje. Se aceptan %CZ inferiores al
10%, valores mayores se asocian a contaminacién con tierra. Se recomienda el
analisis de Ca, P, K, Mg, elementos fundamentales para lograr un balance éptimo de

la dieta.
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Tabla 2. Caracteristicas sensoriales y fermentativas que permiten evaluar el tipo

de ensilajes

Tipo de ensilado

Caracteristicas

Sensoriales

Fermentativas

Color verde amarillento,
olor agradable, leve

pH 4 a 5, predomina

Correcto . , fermentacion lactica.
avinagrado. Textura firme. . -
. : Digestibilidad alta
Aceptacion por el animal.
Color verde parduzco. Olor
.. desagradable, rancio y Fermentacion butirica,
Butirico . :
persistente. Textura por excesiva humedad.
delicada.
. Fermentacion putrida
Verde oscuro, casi negro. )
Muy humedo. Olor PH> 5, que permite la
Podrido y i proliferacion de

desagradable.
La hacienda lo rechaza.

bacterias anaerobias
tales como Clostridium.

Recalentado

Color marrén. Atabacado..
Menor palatabilidad.

Aire en la confeccion y
estacionamiento. Menor
digestibilidad

Marrén oscuro. Olor a

Mucho aire en la

Quemado caramelo y/o a tabaco. confeccion y
Muy seco. estacionamiento.
Manchones blancos,
oscuros o marrones. Baja

Mohoso o J pH>5,5
palatabilidad.
La hacienda lo rechaza.
Mayor humedad y
Color negro, en general en )
. entrada de aire.
Desechable la parte superior, extremos

y a los costados del silo.

Contaminacién por
Clostridium.

14



La Fig 8 sintetiza la composicion de la pared celular vegetal y su relaciéon con

los parametros que permiten evaluarla.

Contenido
celular

Celulosa } FDA
Pared celular Lignina FDN

Hemicelulosa

Fig 8: Composicion de la pared celular vegetal

Parametros que permiten evaluar procesamiento y conservacion del alimento

Materia seca (%MS): Es una medida de la cantidad de agua que contiene el
forraje (Fig 9). Para ensilar un cultivo deben tenerse en cuenta ciertas
consideraciones tales como que presente un alto rinde de %MS vy alto valor nutritivo
(Gallardo, 2007).

H,O
COMPONENTES INORGANICOS
CARBOHIDRATOS
ALIMENTO MATERIA ,
COMPONENTES LIPIDOS
SECA , PROTEINAS
ORGANICOS ACIDOS GRASOS
ACIDOS ORGANICOS
VITAMINAS

Fig 9: Composicion de un alimento. Relacion materia seca- agua
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pH: Indica el grado de acidez del material y la calidad de la fermentacion. El
método para medir el pH es rapido y simple: el electrodo del pHmetro se pone en el
liquido obtenido por presion de la muestra o por su maceracion. Valores de pH
superiores a 5,5 indican fermentacién lactica inadecuada o fermentaciéon butirica
(Ferret, 2003; Maculay, 2003; Ward, 2005).

Nitrogeno amoniacal (%NH3/NT): Medido como proporcion de Nitrégeno total
(NT) del forraje. Indica el grado de degradacién proteica. Valores superiores a 15%
no son adecuados e indican mala conservacion (Driehuis y Oude Elferink, 2000;
Ferret, 2003).

El pH y la relacién %NH3/NT son dos de los parametros importantes para
evaluar la aceptabilidad quimica de un alimento. La American Society of Agronomy
(1994) ha definido a la aceptabilidad quimica como:

* Muy Buena: pH <4y % NH3/NT < 5.

= Buena: pH <4y % NH3/NT entre 5y 15

= Regular: pH >4y % NH3/NT <15

= Mala: pH >4y % NH3/NT >15

Nitrégeno insoluble en detergente acido y en detergente neutro (%NIDA/NT y
%NIDN/NT respectivamente): Miden indirectamente la proporcién del dafio de las
proteinas y las fibras. Valores superiores a 15% no son adecuados indicando que el
forraje ha sufrido calentamiento y se han formado compuestos indigestibles.

Acido lactico: Es un é&cido graso volatil producto de la buena fermentacion
anaerobia de los hidratos de carbono. Su concentracion es proporcional a la
disponibilidad de almidéon o de azucares solubles en la matriz del forraje.

Acido butirico: Es un acido graso volatil producto de una mala fermentacién de
carbohidratos. Valores superiores al 0,1% le confieren al ensilado olor putrido lo que

provoca el rechazo por parte del animal.

Parametros relacionados con la digestion
Digestibilidad in vitro de MS (%DIV/MS): Brinda una medida del porcentaje de
alimento que queda retenido en el proceso de digestion. Si el valor supera el 55%, el

forraje se considera de baja calidad.
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Tamafo de particulas: Se determina por pasaje del forraje por tamices de
distintos tamafos de poro debidamente estandarizados. Es un buen indicador del
%FDNef.

Fibra detergente neutra digestible (%FDN digestible): Calcula la proporcion de

pared celular que podra ser digerida en el rumen.

Pardmetros que permiten evaluar el contenido de energia de un ensilado:

Todas las funciones vitales, reproductivas y productivas (produccién de leche,
carne, grasas, etc.) de un animal requieren energia, por lo tanto es de gran
importancia conocer el valor nutritivo de los alimentos.

Existen diferentes formas de evaluar el aporte energético de un alimento:

Energia neta (EN): Es la energia del alimento que queda disponible para el
mantenimiento corporal y los distintos procesos productivos. La energia neta se
puede clasificar en EN de lactacién (ENL) y EN de crecimiento. Existen ecuaciones
para estimar la ENL y la EN de crecimiento que brinda un alimento determinado en
funcion de su energia metabolizable o relacionandolos con %FDA y con NDT
(nutrientes digeribles totales) cuando el alimento en estudio es un ensilado de maiz.

Nutrientes digeribles totales (NDT): Es una medida de la porcién digerible del
alimento y puede ser usada para estimar el contenido de energia del forraje (Beltzer,
2003). Representa la suma de proteina bruta, carbohidratos y lipidos digeribles. La
estimacion de este parametro puede hacerse de diferente manera pero la mas
utilizada es a partir de ENL (Garcia y col., 2005):

NDT=31.4 + (53.1 x ENL)

ENL=1.044 -(0.0124 X FDA)

Valor relativo de alimento (VRA): Es un indice que combina la digestibilidad y el

potencial consumo del alimento. Es un buen parametro para comparar forrajes del

mismo tipo.
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LA MICROBIOLOGIA DE LOS FORRAJES

El éxito de los procesos de conservacién de alimentos por henificacion o
ensilado depende en parte de la microflora que se halla presente. Un gran numero
de microorganismos se presentan como contaminantes naturales en semillas de
cereales, oleaginosas y subproductos (Driehuis y col., 1999b). De acuerdo al rol o al
tipo de interaccibn que desarrollan en el ecosistema del alimento los
microorganismos pueden ser clasificados como benéficos o perjudiciales para el

proceso de preservacion (Oude Elferink y col., 1999a).

Flora benéfica

Las BAL juegan un rol importante durante el proceso de fermentaciéon. Esta
poblacién microbiana sufre un importante incremento durante el periodo
comprendido entre la cosecha y la confeccion del ensilaje. Caracteristicas inherentes
al material como materia seca y carbohidratos solubles, junto a caracteristicas
microbianas como velocidad de desarrollo de las BAL, tolerancia al pH,
osmotolerancia, influyen en la competencia con la flora acompafante. La prevalencia
de las BAL durante el proceso de fermentacion asegura un valor 6ptimo de pH
limitando el desarrollo de la flora microbiana no benéfica (Mc Donald y col., 1991;
Oude Elferink y col., 1999a, Oude Elferink y col., 1999b).

Las BAL son un grupo de bacterias pertenecientes a diferentes géneros
taxondmicos pero agrupadas bajo las siguientes caracteristicas: cocos o bacilos
Gram positivos, anaerobios facultativos, no esporulados, no pigmentados, catalasa
negativa y que producen principalmente acido lactico. Son termotolerantes, y si bien
pueden desarrollan entre 5 y 50°C, para la mayoria de las especies la temperatura
Optima de desarrollo es de 30°C (Mc Donald y col. 1991).

Los componentes del grupo BAL que se asocian al proceso de ensilaje son:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus vy
Streptococcus. El género mas importante en ensilados es Lactobacillus. (Bottazzi,
1988, Axelsson, 1998).

Las BAL pueden ser calificadas en 3 grupos de acuerdo al metabolismo de los
azucares: homofermentadoras, heterofermentadoras facultativas y

heterofermentadoras obligadas (Tabla 3).
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Las homofermentadoras obligadas o grupo | convierten las hexosas en acido
lactico, pero son incapaces de fermentar pentosas o gluconato. En este grupo se
incluyen microorganismos de especial relevancia durante la fermentacién del
ensilado como Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilacticus y. Enterococcus
faecium.

El grupo I, heterofermentadores facultativos, producen acido lactico a partir de
la glucosa y pueden degradar pentosas produciendo acido lactico, etanol y/o acido
aceético.

En el grupo lll, heterofementadores obligados, las hexosas son fermentadas a &cido
lactico, CO, y etanol y/o acido acético. Las pentosas son degradadas a acido lactico

y acido acético.

Tabla 3: Caracteristicas de las BAL aisladas de ensilados*

Género Fermentacion de la glucosa Morfologia Especies
Homofermentativo L. ruminis
Heterofermentativos L. acidophilus
facultativos L. casei

L. coryniformis
L. curvatus
Lactobacillus Bacilo L. plantarum
L. pentosus
L. salivarius
Heterofermentativos L. brevis
obligados L. buchneri
L. fermentum
L. viridescens
Pediococcus Homofermentativo P. acidilacti
Heterofermentativos Coco P. damnosus

facultativos (cerevisiae)

P. pentosaceus

Enterococcus Homofermentativo E. faecalis
Heterofermentativos Coco E. faecium
facultativos

Lactococcus Homofermentativo Coco L. lactis

Streptococcus Homofermentativo Coco S. bovis

Leuconostoc  Heterofermentativo obligado Coco L. mesenteroides

*McDonald y col., 1991.
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Floraindeseable

La conservacion de alimentos con alto contenido de humedad depende
principalmente del control de los microorganismos indeseables como ciertas
bacterias y hongos. El rapido descenso del pH y la imposicion de las condiciones de
anaerobiosis son condiciones para que las BAL proliferen logrando un pH cercano a
4, 6ptimo para una preservacion exitosa. Cuando el pH de un silaje es superior a 5
pueden desarrollar microorganismos indeseables, como Clostridium, que fermentan
los carbohidratos solubles y acidos organicos produciendo acido butirico, CO; e Hz
(silaje color negro y olor rancio) (Tabla 2). Incluso otras bacterias proteoliticas
pueden fermentar los aminoacidos y generar especialmente amonio (olor a NH; 0 a
orina) y aminas (olor putrido). Estas ultimas estimulan el rechazo del alimento, por

parte de los animales. (Fernandez Meyer, 1999).

Contaminacién bacteriana de los forrajes

Enterobacterias

Si bien la mayoria de las enterobacterias que pueden estar presentes en un
ensilado no son perjudiciales, establecen una competencia con las BAL por los
azucares y degradan las proteinas. Esto provoca una reduccién del valor nutritivo del
alimento por la merma de las proteinas del ensilado y por la formacién de
compuestos toxicos (aminas bidgenas) como producto de la degradacion proteica.
Este proceso degradativo altera la palatabilidad del alimento (Mc Donald y col.,
1991; Van Os y Dulphy, 1997). Ademas el NH3 producido en este proceso actua
como buffer provocando un aumento del pH y debilitando el efecto inhibidor sobre
especies nocivas. Las enterobacterias pueden degradar el NO; a NO,, pudiendo
luego degradar el NO; producido a N,O o a NO. Estos gases producidos pueden ser
oxidados por el O; del aire y dar diferentes 6xidos de N, compuestos gaseosos de
diferente color y olor, perjudicial para el tejido pulmonar de los operarios que
manipulan el ensilado y de los animales que lo consumen (Woolford, 1984;
Spoelstra, 1985).

Escherichia coli O 157: Son bacilos Gram negativos (BGN) muy relacionados
con patologias en el hombre como el Sindrome Urémico Hemolitico. Se encuentran

dispersos en la naturaleza, en el ganado, en pajaros y en animales de habitos
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silvestres. E. coli O157 puede sobrevivir a pH 4 - 4,6 en condiciones de anaerobiosis
parcial y durante el proceso de deterioro aerdbico inicia su proliferacion
contaminando el alimento (Driehuis y Oude Elferink, 2000).

Salmonella: Son BGN fermentadores de glucosa. Se han identificado
numerosos reservorios animales o derivados de éstos. S. thyphimourium esta
universalmente distribuida mientras que S. enteritidis se reconoce como un patégeno
emergente de carne y huevos. En muchos paises se utilizan los deshechos de aves
0 sus camas como parte de la alimentaciéon para el ganado favoreciendo la
diseminacién de estos BGN. Los alimentos para animales como subproductos
carnicos o harinas de huesos se encuentran frecuentemente contaminados con
diferentes especies del género Salmonella. La utilizacién de pasturas provee una

fuente adicional de contagio a partir de las heces de los animales (D Mello, 2002).

Bacilos Gram positivos esporulados

Clostridios: Son Bacilos Gram Positivos (BGP) anaerobios productores de
esporas. Son tanto fermentadores de carbohidratos como de proteinas
disminuyendo el valor nutricional del ensilado. La capacidad de este género para
sobrevivir a pH gastrico hace que si esta presente en los ensilados pueda
contaminar productos carnicos y leche.

Las patologias que puede producir este género revisten distinta gravedad
desde el disturbio en la fermentacion del silo hasta serios problemas en la salud
humana y animal por la presencia de especies toxigénicas como C. botulinum
asociadas a la presencia de cadaveres de aves, roedores, etc. en el ensilado (Oude
Elferink y col., 1999a).

Un ensilaje clostridial se caracteriza por pH>5 con contenido bajo de MS y alto
de NH; y de aminas y altas concentraciones de acido butirico (>5g/kg de MS). El
descenso rapido del pH y la disminucioén del a,, (MS alta) son medidas tendientes a
evitar los problemas generados por la presencia de miembros del género Clostidium
en el ensilado (Oude Elferink, 2002).

Tras la ingestién del ensilado contaminado con Clostridium, los esporos que
resisten el paso por el tracto gastrointestinal de las vacas, se acumulan en las
heces. La leche se contamina principalmente en el momento del ordefie y los

esporos permanecen en ella, en estado latente, hasta el proceso de elaboracion de
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quesos, dado que el tratamiento de pasteurizacion es insuficiente para destruirlos
(Demarquilly, 1998; Franciosa y col., 1999). Durante la produccién y la maduracion
de los quesos se produce la germinacion de los esporos y la multiplicacion de las
formas vegetativas, que fermentan el lactato y liberan gas (H, y CO) y acido butirico
(Rosen y col., 1989; Herlin y Christiansson, 1993).

Bacillus: Son bacilos aerébicos facultativos que fermentan un amplio rango de
carbohidratos generando compuestos tales como acidos organicos. Los Bacillus se
asemejan a los clostridios: son bacterias de forma cilindrica que forman esporas. Sin
embargo, se los puede distinguir facilmente ya que los clostridios son todos
anaerobicos obligados. Algunos Bacillus spp. son capaces de producir substancias
fungicidas y se les ha usado para inhibir el proceso de deterioro aerdbico en
ensilajes. Con la excepcion de estas especies, el desarrollo de Bacillus en el ensilaje
es en general considerado como indeseable. Esto se debe a que ellos no sélo son
menos eficaces como productores de acido lactico y acético comparado con el grupo
BAL, si no que en las etapas finales, incrementan el deterioro aerdbico. Ademas, la
presencia de esporas de Bacillus en leche fresca indicaria una contaminacion del
alimento con heces de vaca que contiene un alto numero de esporas.

Para disminuir el desarrollo de Bacillus en el ensilaje, se deberia mantener baja
la temperatura durante el almacenado, minimizar el ingreso de aire y evitar toda

contaminacion inicial del ensilaje con tierra o estiércol. (Oude Elferink y col., 2001).

Bacilos Gram positivos no esporulados.

Listeria: los integrantes de éste género son BGP aerobios o anaerobios,
capaces de desarrollar a temperaturas de refrigeracién y tolerar pH cercanos a 4 en
presencia de O,. Son contaminantes habituales de suelo, materia vegetal en
putrefaccion, aguas residuales, comida animal, pollo fresco y congelado, alimentos
frescos y procesados, leche y subproductos, desechos de los mataderos, asi como
del tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos. El ensilaje es la fuente de
diseminacién de este microorganismo, siendo los animales mas susceptibles
aquellos que presentan deficiencias inmunolégicas como hembras prefiadas o

neonatos. En el hombre se han descripto casos fatales de listeriosis (CDC, 2006).
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Contaminacion fungica de los forrajes
La contaminacion fungica de cereales, oleaginosas y forrajes representa un
riesgo importante para la salud humana y animal. Tanto levaduras como hongos

filamentosos pueden contaminar los forrajes.

Levaduras

Son microorganismos eucariotas, aerobios facultativos y acido tolerantes. Los
géneros mas frecuentemente aislados en ensilado son Candida, Picchia,
Saccharomyces y Toluropsis Su presencia en ensilados esta considerada
indeseable. Bajo condiciones anaerébicas las levaduras fermentan azucares
produciendo etanol y CO,. La produccién de etanol no solo disminuye el azucar
disponible para producir acido lactico, sino que también produce un mal sabor en la
leche. Bajo condiciones aerobicas, muchas especies de levaduras degradan el acido
lactico a CO, y H»O. La degradacion del acido lactico eleva el valor del pH del
ensilaje, lo cual a su vez permite el desarrollo de otros organismos indeseables que
se encuentran en estado latente como Clostridium (McDonald y col., 1991). La
supervivencia de las levaduras durante el almacenaje depende de la calidad de la
anaerobiosis y la concentracion de acidos organicos. La actividad inicial de las
levaduras parece estar incrementada en forrajes que generan niveles bajos de pH
(<5), por ejemplo cuando se trata de materiales con un alto contenido de azucares
como papas, cascaras de naranja o remolacha azucarera, o cuando se emplean
aditivos acidos. Bajo estas condiciones el ensilaje resultante tiene concentraciones
altas de etanol y bajas de acido lactico. Las levaduras son los microorganismos
indeseables mas frecuentemente aislados de forrajes. La poblacién de levaduras
puede alcanzar 10°UFC/g durante las primeras semanas del ensilado, sin embargo
el almacenamiento mas prolongado disminuye gradualmente su presencia.
Recuentos superiores a 10°UFC de levaduras/g de material ensilado deben
considerarse como excesivos (Driehuis y Van Wikselaar 1996; Oude Elferink y col.,
1999b).

Hongos filamentosos:

Son organismos eucariotas, generalmente aerdbicos. La mayoria de los

hongos filamentosos son saprofitos y no patdégenos de plantas, animales y humanos.

23



Sin embargo, un numero relativamente pequeno de especies fungicas pueden ser
fitopatdogenas y/o causar enfermedades en el hombre (por ejemplo, infecciones,
alergias, etc.) y producir toxinas que afectan a plantas, animales y humanos.
Presentan ademas gran habilidad para infectar tejidos vegetales vivos asi como gran
capacidad de invasion, diseminacién y deterioro de productos almacenados (Rankin
y Grau, 2002; Fulgueira y col., 2007).

Los géneros aislados frecuentemente de forrajes son: Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Mucor, Byssochlamys, Monascus, Absidia y Trichoderma (Oude Elferink
y col., 2002).

La capacidad que presentan muchos hongos filamentosos de desarrollar y vivir
a temperaturas bajas o en materiales con baja a,, o bajo pH les permite adaptarse y
desarrollar sobre sustratos como granos, semillas, frutas, raices o pasturas. La
humedad es el parametro limitante del desarrollo fungico en el heno, mientras que
en los ensilajes es el pH.

La presencia fungica en el ensilado es facilmente detectable por la aparicion de
zonas coloreadas, ubicadas habitualmente en las capas mas superficiales y en
contacto con O,, indicando condiciones deficientes de cierre, sellado o de
compactacion. Durante la etapa de deterioro aerdbico toda la masa ensilada puede
ser invadida por los hongos (Rankin y Grau, 2002). Es por ello que el productor
debera poner especial atencion en los siguientes puntos durante el almacenamiento:
el contenido de humedad, la compactacion, la cobertura y la posible filtracion de O,
que favorecen el desarrollo y diseminacion fungica en el ensilado (Whitlow y Hagler,
2000). Silajes con concentraciones de 10* a 10° UFC de hongos/g pueden
considerarse como seguros para el consumo animal principalmente de rumiantes
(Mahanna, 1997).

Los cultivos durante su desarrollo pueden contaminarse con hongos que se
encuentran en el suelo y en restos vegetales. Ellos pueden contaminar a los cultivos
durante todas las etapas de desarrollo o durante la cosecha.

Tradicionalmente los hongos toxigénicos han sido clasificados como de campo
(patdégenos de plantas) o de almacenamiento. Como microorganismos patégenos de
plantas o de campo encontramos a Claviceps, Fusarium y Alternaria, mientras que
Aspergillus y Penicillium son considerados hongos de almacenamiento ya que en

esta etapa encuentran condiciones o6ptimas para su proliferacion. Cuando los
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hongos de campo son aislados durante el almacenamiento indican condiciones
deficientes de conservacion del alimento ya que para su desarrollo necesitan un ay
mayor a la apropiada para esa etapa (Scudamore. y Livesey, 1998; Akande y col.,
2006; Amigoty col., 2006).

Los problemas que pueden causar los hongos en los mamiferos se resumen
en:

= rechazo del alimento por parte de los animales debido a la alteracion de las
caracteristicas organolépticas, palatabilidad, etc.

= disminucion del indice de transformaciéon en el animal por una deficiencia
nutritiva y energética.

= produccion de enfermedades: micosis y micotoxicosis
Micosis: La presencia de hongos en el forraje no so6lo es problematica por la
disminucién de su valor nutritivo y su palatabilidad, sino porque es ademas una
fuente de propagulos fungicos que al ser inhalados o ingeridos pueden causar
patologias en el hombre y los animales, conocidas como micosis (di Costanzo y col.,
1995; D'Mello, 2002; Alexander y Pffaller, (2006). Estas micosis se presentan como
patologias respiratorias o alérgicas por inhalaciéon de elementos fungicos, distorsion
de la fermentacion ruminal, alteraciéon de los ciclos reproductivos, patologias renales,
disminucién de la conversién del alimento, irritacion dérmica u ocular por contacto
con el hongo, etc. (Scudamore y Livesey, 1998; Gotlieb, 2002).

Entre los hongos patdgenos algunos miembros de los géneros Aspergillus y
Fusarium, Alternaria, Mucor son considerados “patégenos fungicos emergentes”.
Estos hongos representan una amenaza comun tanto para la producciéon agricola
como para la salud de personas inmunoconpetentes o inmunodeficientes (Naggie y
Perfect, 2009).

Las micosis padecidas por los animales difieren segun el género fungico
involucrado. Aspergillus spp. produce inapetencia, pérdida de peso, disminucion de
crecimiento, abortos e interrupcion de la lactacién (cerdas), disminucion de puesta
(gallinas ponedoras), ulceras de molleja (aves), disturbios intestinales, mortalidad.
Aspergillus fumigatus, A.flavus, A.nidulans y A.niger ocasionan aspergilosis
pulmonar (aves). Absidia spp., Mucor spp., Rhizopus spp. producen mucormicosis
intestinal, irritacion de mucosas, diarreas, ulceras de molleja (aves). Mucor spp.

puede causar mucormicosis cutanea, trastornos intestinales en cerdos y conejos.
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Penicillium spp. produce ulceras de molleja en aves. Scopulariopsis spp. causa
nefritis en aves. Levaduras tales como Candida spp., ocasionan diarrea en cerdos y
candidiasis o muguet en aves (producida esencialmente por C. albicans). La
contaminacion de los forrajes con hongos toxigénicos expone a los animales y al
hombre al riesgo de padecer micotoxicosis.

Micotoxicosis: Las micotoxinas son metabolitos secundarios fungicos cuya
produccion esta regulada por un amplio rango de factores genéticos y ambientales
(D’'Mello, 2002; Amigot, 2006). El conjunto de patologias producidas por la ingesta,
inhalacion y/o contacto de micotoxinas es conocido como micotoxicosis.

La contaminacién de los forrajes con propagulos fungicos o con micotoxinas
esta considerada como un proceso aditivo, que da comienzo en el campo y que
continua durante la cosecha, el secado de los granos y el almacenamiento de los
productos del agro (Council for Agricultural Science and Technology, 2003).

Las micotoxinas ejercen sus efectos a través de cuatro mecanismos
fundamentales: reduccion de la ingesta de piensos, reduccion de la absorcion de los
nutrientes y alteracion del metabolismo, alteraciones de los sistemas endocrino y
exocrino y supresion del sistema inmunoldgico, provocando fracaso de los planes de
vacunacion y aumento de la incidencia de enfermedades en el ganado bovino (Joffe,
1986; Pier, 1992; Coulombe, 1993).

Los efectos bioldgicos de las micotoxinas dependen de la cantidad ingerida, el
numero de toxinas presentes, la duracién de la exposicidén a estos toxicos y la
sensibilidad del animal (D’Mello, 2002; Yiannikouris y Jouany, 2002a; Yiannikouris y
Jouany, 2002b). Las micotoxinas pueden causar problemas agudos que se
presentan como graves para la salud animal o créonicos (Denli y Pérez, 2006). Los
efectos crénicos son acumulativos a lo largo del tiempo y son mas frecuentes que
los agudos. A menudo transcurren varios dias 0 semanas hasta que se detectan los
sintomas de intoxicacion (Bath y Vasanthi, 2003).

Los problemas de salud pueden variar desde disturbios digestivos, pérdida de
peso, disminucion de la produccion de leche, carne y huevos, problemas de fertilidad
a dafos serios como cancer en higado y rindn y abortos (Scudamore y Livesey
1998; Moss, 2002a; Amigot y col., 2006).

La presencia de mas de una micotoxina puede modificar sus efectos. La co-

ocurrencia de varias micotoxinas, aun en bajas concentraciones (menores a los
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limites estipulados en los paises con regulacion) es de gran importancia (Rankin y
Grau, 2002). Debido a la posibilidad de sinergismo, antagonismo y adicion, el efecto
de las mezclas no pueden ser estimado basandose sélo en el efecto de las toxinas
individuales (Yiannikouris y Jouany, 2002a). Las interacciones aditivas vy
antagonistas son predominantes mientras que las sinérgicas son las menos
frecuentes. (Council for Agricultural Science and Technology, 2003). Se ha
registrado la co-ocurrencia de micotoxinas de Aspergillus (aflatoxinas y/o
ocratoxinas) y de Fusarium (DON, toxina T-2, zearalenona y/o fumonisinas) (Dairy
Business Comunications, 2004; Amigot y col., 2006). El sinergismo mas frecuente se
presenta entre aflatoxinas y toxina T-2.

El diagndstico de las micotoxicosis en animales es dificultoso. Los sintomas
son generalmente inespecificos y multiples, situacion que se agrava por la co-
ocurrencia de varias micotoxinas.

Aunque se conocen mas de 100.000 especies fungicas, la mayoria de los
hongos toxigénicos relevantes pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y

Penicillium.

Aspergillus

Es un género compuesto por un amplio y diverso grupo de hongos con
distribucion universal, con mayor incidencia en las zonas subtropicales y con climas
templados a calidos. Sus especies pueden afectar a plantas, a animales y al hombre
(Pitt, 2000; Pitt y col, 2000). Aspergillus es uno de los géneros econémicamente mas
importante, por ello su taxonomia esta en constante estudio y revisién (Varga y col.,
2003; Balajee y col., 2007; Geiser y col., 2007; Perrone y col., 2007). Es considerado
un género oportunista ya que necesita que el hombre o los animales presenten
algun tipo de inmunocompromiso y/o una alta carga de propagulos para causar
enfermedad (Berek y col., 2001; Dagenais y Keller, 2009).

.Entre los factores de patogenicidad de este género se encuentran:

= E| pequeio tamafio de sus conidios que permite que sean aspirados y que
puedan causar infeccién en el pulmén y en los senos paranasales.

= Su capacidad de crecer a 37°C, que lo hace idéneo para afectar al hombre o

a los animales.
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= Su capacidad de adherencia a superficies epiteliales y posiblemente
endoteliales y su gran tendencia a invadir los vasos sanguineos.

= La produccién de un gran numero de metabolitos extracelulares toxicos
para las células de los mamiferos (elastasa, restrictocina, fumigatoxina, gliotoxina,
etc.).

Entre las especies que causan alergia o micosis puden citarse a A. fumigatus,
A. flavus, A. niger, A. terreus, etc. (De Lucca, 2007).

Aunque el género Aspergillus no pueda ser considerado como el fitopatdégeno
mas importante, muchas de sus especies son responsables de diferentes
desodrdenes en los vegetales y subproductos. Algunas de ellas pueden contaminar
productos agricolas en diversas etapas de producciéon (incluyendo pre-cosecha,
cosecha, procesado o “en gondola”). El deterioro causado por la presencia de estos
hongos en el alimento producira alteraciones en sus propiedades sensoriales y
nutricionales tales como alteraciéon de la pigmentacion, putrefaccion, desarrollo de
olor y sabor desagradables. Sin embargo la consecuencia mas notable para la salud
es la presencia de micotoxinas, metabolitos secundarios que contaminan los
alimentos destinados al consumo humano o animal (Kozakiewicz, 1989; Perrone y
col., 2007).

Las condiciones 6ptimas de preservacion de alimentos por fermentacién, son
las mejores para evitar la contaminacion de los cultivos con hongos. La baja
disponibilidad de O, asegura que soélo unas pocas cepas fungicas puedan ser
capaces de sobrevivir o desarrollar. El pH bajo favorece, ademas, la inactivacion de
las micotoxinas.

Las micotoxinas mas frecuentemente encontradas en forrajes son: aflatoxinas
(AF), zearalenona, ocratoxinas (OT), fumonisinas, deoxinivalenol (DON) y toxina T-2
(Tabla 4) (Akande y col. y col., 2006).
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Tabla 4: Hongos productores de micotoxinas en alimentos.

Aspergillus parasiticus Aflatoxinas B4, B2, G1y G2
Aspergillus flavus Aflatoxinas B4y B>
Fusarium sporotrichioides Toxinas T-2y H T-2

DON o Nivalenol

Fusarium graminearum
Zearalenona

Fusarium proliferatum Fumonisinas B

Fusarium culmorum
_ o Zearalenona
Fusarium equiseti

_ Toxina T-2
Fusarium crookwellense
Fusarium verticillioides Fumonisina B
Penicillium verrucosum Ocratoxina A
Aspergillus ochraceus
Aspergillus japonicus Ocratoxina A

Aspergillus carbonarius

Las AF han sido relacionadas con tres grupos filogenéticamente diferentes: A.
flavus, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A. nomius, A. bombycis, y A.
pseudotamarii de la seccion Flavi, A. ochraceoroseus y A. rambellii de la seccion
Ochraceorosei y Emericella astellata y E. venezuelensis en seccion Nidulantes
(Frisvad y col., 2005; Frisvad y col., 2007a). Sin embargo A. flavus, A. parasiticus y
A. nomius son los productores mas frecuentes (Frisvad y col., 2007b).

Se las encuentra principalmente en alimentos como mani, pistacho, nueces,
semillas de algodén y maiz (D'Mello, 2002). La Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) las describe quimicamente como metabolitos del grupo di furano

cumarinas denominados B4, By, G1 y G, (OPS, 1983). Las cuatro sustancias
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principales se distinguen por sus colores fluorescentes, B correspondiente al color
azul y G correspondiente al verde, con subindices que indican la movilidad
cromatografica relativa. Otras aflatoxinas conocidas resultan del metabolismo de
alguna de éstas, siendo la aflatoxina M1 (AFM;) una de las mas relevantes para la
salud humana ya que es excretada dentro de las 24hs de su ingestion en la leche y
la orina de mamiferos que consumen AFB; en la dieta. AFM{ es menos tdxica que
AFB1. Los niveles de AFM4 que aparecen en la leche corresponden generalmente al
1-2% del contenido total de AFB; del alimento. Las AF son termotolerantes
resistiendo el proceso de calentamiento como por ejemplo la pasteurizaciéon por lo
que ingresan a la cadena alimentaria (Diaz y col., 1995; Moss, 2002b).

Las aflatoxinas son metabolizadas en el higado dando origen a un gran niumero
de compuestos que presentan diferentes grados de activacion y de toxicidad. El 8,9
epoxido de aflatoxina es el compuesto mas toxico y responsable de la
carcinogenicidad de la sustancia (Moss, 2002b).

Las OT son metabolitos producidos principalmente por Aspergillus y
Penicilium. Hasta hace poco se creia que la contaminacion de productos de
alimentacion con OT era causado solo por Aspergillus ochraceus y por Penicillium
verrucosum, en diferentes regiones del mundo. Actualmente se reconocen mas de
20 especies del género Aspergillus como productoras de OT in vitro (Abarca y col.,
1997; Abarca y col., 2004; Frisvad y col., 2004; Samson y col., 2004). Samson
(2000) adicionaron a la lista de hongos productores de OT a A. carbonarius y A.
japonicus y a otras especies del A. niger complex. Sin embargo, pocas de ellas son
productoras de OT en alimentos (Frisvad y col., 2007a).

Las OT se pueden encontrar principalmente en cereales, tales como maiz,
cebada, trigo y avena, aunque también han sido detectadas en uvas, granos de café
y en café soluble (Diaz, 2005).

La mayoria de las especies animales estudiadas presentan una primera y
rapida absorcion de OT en el estdmago facilitada por sus propiedades &cidas,
seguida de una absorcion intestinal lenta. La ocratoxina A (OTA) es metabolizada en
higado, sus metabolitos se unen a proteinas plasmaticas y la excrecion se realiza
principalmente por riidn (Breitholtz-Emanuelsson, 1993). En el caso de los
rumiantes la OTA es rapidamente hidrolizada por la flora microbiana ruminal. No

obstante se ha detectado OTA en riidn, leche y orina de terneras que habian
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recibido grandes dosis de esta toxinas. Se la asocia con efectos inmunotodxicos y
carcinégenos, deterioro de la funcion renal y enzimatica., inhibicion de la respiracion
celular y del metabolismo de la glucosa (Whitlow, 1993; Yiannikouris y Jouany,
2002a).

A.fumigatus es un hongo termofilo que afecta principalmente las vias aéreas
superiores. De distribucién cosmopolita, es un oportunista que forma parte de la
micota ambiental. Los animales estan expuestos a diferentes materiales que pueden
vehiculizar sus propagulos: el polvillo producido por su cama, los alimentos, los
suplementos y aditivos alimenticios en polvo y el pasto enfardado (De Lucca, 2007).
Es un hongo productor de toxinas como la gliotoxina con propiedades
immunosupresoras sobre los leucocitos del hospedero que inhibe la fagocitosis y la
transcripcion de mediadores del proceso inflamatorio e induce la apoptosis de
neutrofilos y monocitos. La cepas de A. fumigatus que no producen gliotoxina son
menos virulentas que las productoras de esta toxina (Hohl, T. y Feldmesser, 2008).

Otra patologia asociada a A. fumigatus es el sindrome intestinal hemorragico
(SIH). Este es caracterizado por una ocasional, repentina y progresiva hemorragia
masiva en el intestino con la formacién subsiguiente de coagulos que generan una
obstruccion. Forsberg y Wang (2006) se refirieron a esta patologia como una
enfermedad multi-factorial que se presenta en animales con un sistema inmune
debilitado.

Fusarium

Es un complejo género fungico de distribucidon universal. Las especies que lo
componen pueden aislarse de diferentes nichos ecoldgicos. Muchas de ellas son
fitopatdogenas. Estos hongos son habitantes del suelo y pueden ser recuperados de
todos los residuos vegetales desde las raices profundas hasta las flores. Se
encuentran formando parte de la micoflora de productos basicos, como el arroz,
porotos, soja y otros cultivos. Si bien la mayoria de las especies son mas comunes
en areas templadas, algunos habitan en suelos de climas frios (Moss, 2002b).

Fusarium es un género actualmente sefalado como agente causal de
infecciones superficiales y sistémicas en los seres humanos (Maggie y Perfect,
2009). La especie mas virulenta, en relacion a las micosis es F. solani (Mayayo y

col., 1999). En las infecciones cutaneas la principal via de penetracion de este
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microorganismo es la traumatica. Fusarium es considerado un hongo oportunista ya
que sus infecciones se desarrollan en hospederos inmunocomprometidos,
principalmente en pacientes neutropénicos y en trasplantados. Las infecciones
causadas por Fusarium, a posteriori de un trasplante de 6rgano sodlido, tienden a
permanecer localizadas y tener una mejor evolucion en comparacion con aquellas
que se presentan en pacientes con neoplasias hematoldgicas o con trasplantes de
médula 6sea (Vartivarian y col, 1993).

Fusarium es también un género fitopatdogeno frecuentemente productor de
metabolitos téxicos que juegan un papel importante en el desarrollo de las
enfermedades. Las principales especies toxigénicas de Fusarium son: F.
graminearum, F. culmorum, F. sporotrichoides, F. poae, F. verticillioides y F.
proliferatum. Las micotoxinas de Fusarium que contaminan con mas frecuencia los
forrajes son: zearalenona, fumonisinas, toxina T-2, DON. Los tricotecenos,
zearalenona y fumonisinas ademas son las mas relevantes para la salud humana y
animal (Akande y col. y col., 2006).

Los tricotecenos se subdividen en 4 grupos basicos donde los grupos Ay B son
los mas importantes. ElI grupo A de tricotecenos incluye las toxinas T-2 y HT-2,
neosolaniol y diacetoxiscirpenol (DAS). El grupo B incluye DON (también conocido
como vomitoxina), nivalenol y fusarenon-X.

Los productos agricolas como el trigo, la cebada y el maiz pueden ser
contaminados con significativos niveles de tricotecenos, principalmente con DON.
Los tricotecenos son téxicos tanto para las plantas como para los animales.

En aves las intoxicaciones cronicas que involucran toxina T-2 o DAS provocan
una reduccion del consumo de alimento y de la ganancia de peso, lesiones orales,
necrosis de los tejidos linfoide, hematopoyético y mucosa oral, eventuales trastornos
nerviosos (posicion anormal de las alas, reduccion de reflejos), emplume anormal y
reduccion del espesor de la cascara de los huevos (Mallman, 2007).

Algunas cepas de F. graminearum y F. culmorum producen zearalenona, un
metabolito problematico debido a su fuerte actividad hormonal (estrogénica) (Tabla
4).

F. verticillioides, F. proliferatum son productores de fumonisinas B4, B, y Bs,

generalmente presentes en el maiz (Moss, 2002c) (Tabla 4).
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Penicillium

Miembros del género Penicillium generalmente crecen y pueden producir
micotoxinas en un rango de temperaturas mas amplio que el género Aspergillus
(Omiski y col., 1994; Moss, 2002b). Penicilium es mas abundante en climas
templados y esta comunmente asociado con contaminacion de granos almacenados
mas que “a campo” (CAST, 2003).

OTA y OTB son producidas también por Penicillium.verrucosum.

Patulina, producida principalmente por P. expansum, P urticae, A. clavatus y
Byssochlamys nivea, contamina frecuentemente los ensilados y puede reducir la
digestion de las proteinas, fibras y materia organica, alterar la funciéon ruminal y la
produccion de los acidos grasos volatiles, provocando paralisis gastrica y muerte
(Yiannikouris y Jouany, 2002b; Seglar, 2004).

P. roqueforti, contaminante frecuente de los ensilados es productor toxina PR y
roquefortina, ambas toxinas tremorgénicas que causan éxtasis ruminal, trastornos
digestivos y abortos (Whitlow, 1993). Estos trastornos son evidentes en los paises
europeos donde P. roqueforti predomina por sobre otras especies fungicas
(Adesogan, 2003).

En granos almacenados destinados a la alimentacién del ganado son las
aflatoxinas las toxinas registradas con mas frecuencia en climas calidos (Hell y col.,
2000; da Silva y col., 2000; Whitlow y Hagler,. 2009). Sin embargo, en la
contaminacion de forrajes de zonas templadas a frias, en las que el alimento
almacenado es indispensable como refuerzo dietario, son las toxinas de Fusarium

las que prevalecen. Entre ellas DON es la mas frecuente (Driehuis y col. 2008).

33



¢COMO EVITAR EL DETERIORO DE UN SILO?

La conservacion de alimentos por fermentacion es un proceso complejo. Son
muchos los factores exdgenos que no pueden controlarse en su totalidad y si el
producto resultante es de valor alimenticio deficiente la produccion de leche, la
ganancia de peso y la salud general de los animales se veran afectadas (Rees,
1997). Por esta razén hay una fuerte presion comercial para desarrollar técnicas que

preserven la calidad del ensilaje.

Uso de inoculantes

Se han ensayado diferentes métodos para mejorar la calidad del ensilaje
contemplando la eficacia de la preservacién y la eficiencia de conversion del
alimento en productos animales.

La estabilidad aerdbica de un ensilado, definida como el periodo durante el cual
la temperatura de la masa ensilada permanece estable después de la apertura del
silo, constituye actualmente un indicador fundamental para garantizar la calidad y
durabilidad del producto (Weiss, 1996; Muck, 2002). El ensilaje mal conservado
puede propiciar el sobredesarrollo de microorganismos indeseables tales como
bacterias patégenas (Listeria y enterobacterias), esporuladas (Clostridium butyricum,
C. botulinum y C. tyrubutyricum), levaduras, hongos filamentosos y/o la produccién
de micotoxinas, y convertirse en un alimento peligroso para los animales (Wilkinson,
1999; McDonald y col., 1991; McDonald y col., 2002).

Al destapar el silo y mientras el pH se encuentre bajo, el crecimiento de
microorganismos aerébicos es lento. A medida que los acidos organicos son
catabolizados por estos microorganismos el pH va aumentando, originandose
entonces un crecimiento microbiano exponencial y un rapido deterioro del material.
La oxidacién del acido lactico es considerada como el paso inicial mas importante de
este deterioro, siendo las levaduras y las bacterias productoras de acido acético, las
principales responsables de esta oxidacion (Rees, 1997).

Los aditivos han sido utilizados desde el siglo pasado para mejorar la
conservacion del ensilado con la idea de asegurar que las BAL dominen en la fase
de fermentacion. En la actualidad se conoce una amplia gama de aditivos para dirigir

las rutas fermentativas en los procesos de ensilaje. Actualmente se dispone de un
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gran numero de aditivos quimicos y bioldgicos comerciales Se pueden agrupar en
tres tipos (Tabla 5) (Helmuth, 2008):

Tabla 5: Tipos de aditivos para ensilaje. Efecto mas frecuente*

Tipo de aditivo

Ingrediente activo

Observaciones

tipico
Puede afectar la estabilidad
Estimulantes de BAL -
aerobica
fermentacion
Enzimas
Urea Pueden mejorar la estabilidad
Nutrientes Amoniaco aerdbica
Azucares (melaza)
Ac. lactico**
Ac. formico™*
Minerales
Acidos minerales
Inhibidores Nitritos Inhibidor de clostridios
de la fermentacion Sulfitos

excesiva

Cloruro de sodio

BAL

Acido propiénico**

Acido benzoico**

Acido sérbico**

Inhibidores de deterioro

aerobico

*Oude Elferink y col., 2001
**0 su sal correspondiente

a) Estimulantes de la fermentacion

Este tipo de aditivos,

muy utilizados en las ultimas décadas, incluye

inoculantes bacterianos y enzimas. Los inoculantes bacterianos promueven una

fermentacion mas rapida y eficiente del material a ensilar, aumentando tanto la
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cantidad como la calidad del ensilado. La introduccién de enzimas permite liberar
todo tipo de azucares presentes en el forraje resultando en una mayor disponibilidad
de los carbohidratos presentes para las bacterias.
b) Fuentes de nutrientes

Se adicionan carbohidratos como nutrientes para bacterias, por ejemplo: la
melaza, urea o NH3 anhidro. El uso de N2 no proteico tiene por finalidad prolongar la
estabilidad aerdbica durante la fase de extraccion y adicionar una fuente econdémica
de N2 a cultivos de bajo contenido proteico como el maiz. Los aditivos también
pueden presentar inconvenientes como el requerimiento de grandes cantidades para
obtener el resultado deseado o la presentaciéon de efectos adversos. La melaza
presenta un efecto positivo pero no especifico, ya que estimula tanto a bacterias
heterofermentativas como homofermentativas. EI NH3 es un producto peligroso y
dificil de usar debido a sus propiedades volatiles y causticas. Resulta mas adecuado
ingresarlo a la raciéon en forma de urea, pudiendo de esta forma tener un mayor
control en la dieta. EI N, no proteico actia como un amortiguador durante la
fermentacion, lo cual requiere que se produzcan cantidades extras de acido lactico
para reducir el pH lo suficiente como para lograr la preservacion del ensilado.
¢) Inhibidores de la fermentacién excesiva

La finalidad de utilizar este tipo de aditivos es disminuir el pH, frenar la
respiracion de las plantas y evitar la proliferacion de bacterias que provocan
descomposicidn. Son aditivos que producen un efecto antimicrobiano, como
ejemplo: acidos propidnico, formico y sulfurico. Se conocen sales que presentan
capacidad con efecto benéfico en la preservacion como nitritos, sulfitos y cloruro de

sodio.

Otros métodos de preservacion
Control quimico vs. control biolégico

Durante los ultimos afos se ha mejorado notablemente la calidad de los
procesos de fermentacion de ensilajes. Desafortunadamente lo mismo no puede
decirse de la estabilidad aerdbica de los ensilados durante la etapa de alimentacion
(Honig y col.,, 1999). La mejoria en la eficiencia de fermentacion implicé una
reduccion en la formacion de acidos butirico, propioénico y acético, naturalmente con

actividad antimicotica. Por esta razén los ensilajes bien conservados se consideran
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mas susceptibles al deterioro aerdbico por crecimiento de levaduras y hongos, en
comparacion con los ensilajes que tuvieron procesos de fermentacion mas pobres
(Caiy col., 1999; Wyss, 1999; Uriarte Archundia, 2004).

Las enfermedades de las plantas son una de las principales preocupaciones de
los productores agricolas. Se ha estimado que las pérdidas totales como
consecuencia de patologias de los cultivos alcanzan el 25 % de la produccién en
paises desarrollados y casi el 50 % en paises en vias de desarrollo. De este
porcentaje un tercio es debido a infecciones fungicas (Bowyer, 1999).

Las pestes causan constantemente problemas porque llegan a sus hospederos
naturalmente, por casualidad o intencionadamente. El crecimiento exponencial del
comercio global y el aumento de la eficacia y la disponibilidad de viajes han
aumentado el numero de los parasitos o pestes exdticas que llegan a nuevas areas
cada ano. Esto se ha convertido en un problema ecoldgico criticamente importante
en el mundo entero (Badosa y col., 2006).

Existe una necesidad apremiante de controlar las enfermedades que reducen
la disponibilidad de las cosechas y asegurar un suministro estable, constante y
seguro de alimentos a la creciente poblacion mundial. La practica convencional para
solucionar este problema ha sido el empleo de los agentes pesticidas quimicos. Sin
embargo el uso de estos controladores quimicos presenta numerosos efectos
adversos para la salud humana y animal. El suelo, el aire y las aguas, incluyendo las
subterraneas, son susceptibles de la contaminacion por compuestos téxicos.
Numerosos estudios han demostrado que los pesticidas tienen efectos crénicos en
el hombre y en los animales afectando ciertos 6rganos o deteriorando su inmunidad
(Gohel y col., 2006). Ademas pueden producir alteraciones en la ecologia o en la
sobrevida de las especies sobre las que no esta enfocado el control quimico
(Cisneros, 1995; Wilson y Backman, 1998; Vero Mendez y Mondino, 1999). Los
pesticidas paulatinamente se convirtieron en seleccionadores de poblaciones
resistentes al producto utilizado. Ellos matan a los enemigos naturales de los
patégenos provocando fendmenos de resurgencia de las plagas o de aparicion de
nuevas plagas. Asi, la aplicacion intensiva de biocidas termina dando resultados
contrarios a los esperados. Las plagas se vuelven mas resistentes, son mas dificiles
de combatir y esto hace que los costos de produccion se incrementen (Hornby,
1990; Chet y col., 1997; Benitez y col., 1998).
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El control de plagas con productos mas inocuos es objeto de constantes
estudios e investigaciones. Por ello resulta sumamente importante conocer y
entender los complejos mecanismos relacionados a la interaccién de las pestes con
los productos del agro o con los microorganismos que intervienen en otros
ecosistemas. El uso de microorganismos especificos, antagonistas del patégeno,
que limitan la iniciacion y propagacion de una enfermedad y evitan las pérdidas
causadas por el microorganismo nocivo, se conoce como control biolégico (CB)
(Clifford,y Cook., 1990; Duran Accino y Cazorla Lopez, 1996; Cabrifiga Olamendi,
2005; Strédm y col., 2005). Se incluyen en este concepto no solo los parasitoides,
depredadores y patégenos de insectos y acaros, sino también los fitéfagos y
patégenos de malezas asi como feromonas, hormonas juveniles, técnicas autocidas
y manipulaciones genéticas.

Otra definicién de CB fue enunciada por Van Driesche y Bellows (1996) que
expresa que "el control biolégico es el uso de parasitos, depredadores, patdégenos,
antagonistas y poblaciones competidoras para suprimir una poblacién de plagas,
haciendo a ésta menos abundante y por lo tanto menos dafina". Considerando esta
definicion bastante amplia y que incluye todos los grupos de organismos con
capacidad para mantener y regular densidades poblacionales de plagas a un nivel
bajo, todos los organismos pueden considerarse potenciales agentes de CB y estar
incluidos en la categoria de enemigos naturales (Pérez Consuegra, 2004).

El CB involucra a tres sistema que interaccionan y que ademas modifican el
ambiente: hospedero, patdégeno y agente de biocontrol.

El biocontrolador puede actuar a varios niveles en el ciclo de la enfermedad,
interfiriendo en la supervivencia del patdgeno, en el desarrollo del patégeno sobre la
superficie del hospedador, en la entrada al hospedador (el antagonista puede
competir con el patégeno en el tejido) y en la transmision del patégeno entre los
hospedadores.

Un organismo para ser usado como biocontrolador debe cumplir con las
siguientes caracteristicas (Wilson y Wisnewski, 1992; Cabrifiga Olamendi, 2005):

= Ser genéticamente estable

= Ser eficaz para un amplio rango de patdgenos, aun a bajas concentraciones

= Poseer requerimientos nutricionales simples

= Sobrevivir en condiciones adversas
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= Desarrollar en sustratos pobres

= No producir metabolitos potencialmente tdéxicos para el hombre, animales o

plantas

= Resistir a los pesticidas de uso frecuente

= Ser compatible con otros tratamientos quimicos o fisicos

Los agentes biologicos presentan diferentes caracteristicas a los agentes de

control quimico (Tabla 6).

Tabla 6. Fungicidas biolégicos vs. Quimicos*

Agente
Caracteristicas
Quimico Biolégico

Rango de actividad Amplio Limitado
Comienzo de su _

. Inmediato Gradual

accionar
Liberacion del agente Masiva Pequefias dosis
(escala microbiana)
Desarrollo de .
SI NO *%

resistencia

Efectos sobre el : .
Residuos peligrosos en

Biodegradable, no

ambiente agua, suelo y alimentos contaminante
Efectos sobre los Toxico (especialmente o
. para aves, peces Yy No
animales .
mamiferos)
Efectos sobre los Toxico y cancerigeno, No **
o}

inmunodepresor, altera la

hombre .
reproduccion

*Gohel y col., 2006.
** Desconocidos hasta la fecha
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Busqueda de biocontroladores

El hallazgo de microorganismos benéficos como potenciales biocontroladores
es un proceso de ensayo y error. La experiencia acumulada indica que fuentes utiles
pueden provenir desde suelos supresivos de la enfermedad y plantas sanas de
areas endémicas hasta microorganismos de habitats lejanos al sitio de aplicacion.

La capacidad biocontroladora no es atributo de un dado género o especie de
microorgaismos, sino que generalmente esta limitado a la cepa aislada. Cepas de
agentes de CB pertenecen a las familias Rhizobiaceae, Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceae dentro de las bacterias Gram negativas y las familias
Bacillaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae y Streptomycetaceae de las
bacterias Gram positivas. También hay levaduras y hongos dentro de Ascomycota

y Basidiomycota (Montesinos y Bonaterra, 2009).

Mecanismos de CB

No es facil determinar los mecanismos que intervienen en las interacciones
entre antagonistas y patégenos. En general los antagonistas no tienen un unico
modo de accién y esto disminuye la posibilidad de resistencia del invasor. El riesgo
de resistencia se reduce también mediante el uso de combinaciones de antagonistas
con diferente modo de accion (Whipps, 2001).

Los efectos que los agentes de CB causan sobre el patégeno de plantas
pueden ser: directos e indirectos. Los efectos directos comprenden: competicion por
nutrientes o espacio, parasitismo, predacion, produccion de antibidticos, enzimas
liticas y enzimas inactivadoras del patégeno. Los efectos indirectos incluyen todos
aquellos mecanismos que de alguna manera pueden producir cambios morfolégicos
o bioquimicos en el hospedero como tolerancia al stress, mejora en el desarrollo de
la raiz y de la planta, solubilizacion o secuestro de sustancias nutritivas inorganicas y

resistencia inducida (Viterbo y col., 2002).

Competencia: Se fundamenta en el desigual comportamiento de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento, teniendo en cuenta que antagonista y
patdégeno estan muy relacionados. Es un mecanismo comunmente utilizado para
controlar hongos (Muslim y col.,, 2003). Un factor esencial para que exista

competencia es que haya "escasez" de un elemento. La competencia mas comun es
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por nutrientes, oxigeno o espacio. Un ejemplo claro es el uso de Fusarium sp, no
patégeno, para controlar el marchitamiento foliar causado por otros hongos. Ambos
compiten por el mismo sitio de infeccion y por los mismos nutrientes (Muslim y col.,
2003; Gohel y col., 2006). Botrytis cinerea y Penicillium expansum son dos hongos
de postcosecha, necrotroficos. Sus conidios requieren nutrientes exégenos para
poder germinar y promover el desarrollo hifal para penetrar en el sustrato De
manera similar las levaduras son efectivas colonizadoras de la superficie de plantas
y producen materiales extracelulares (en especial polisacaridos) que restringen el
espacio para la colonizacion por los patégenos antes mencionados (Droby y col.,
1991; Wilson y col., 1996; Wilson y Droby, 2001).

Parasitismo: Consiste en la utilizacion del patégeno como alimento casi exclusivo de
su antagonista. Generalmente se ven implicadas enzimas extracelulares tales como
quitinasas, celulasas, 3 1-3-glucanasas y proteasas que lisan las paredes de las
hifas, conidios o esclerotes (Ulhoa, 1996).

Se ha demostrado que muchas bacterias, hongos y levaduras como Bacillus,
Pantoea, Streptomyces, Gliocladium, Trichoderma y Pichia, presentan capacidad
para parasitar y degradar la pared celular de filamentos y conidios fungicos
causantes de patologias en plantas. Entre ellos Bacillus cereus y Pantoea
aglomerans son productores de enzimas quitinoliticas implicadas en biocontrol de
patégenos fungicos (Bonaterra y col., 2003; Chang y col., 2003, Frances y col.,
2006). Cepas del género Trichoderma han sido muy estudiadas como parasitos de
patégenos de suelos como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotium
cepivorum y existen varias formulaciones comerciales desarrolladas a partir de ellos

(Montesinos y Bonaterra, 2009).

Predacion: En el caso de la predacion el antagonista se alimenta de materia
organica entre la cual ocasionalmente se encuentra el patégeno. El control biolégico
puede llevarse a cabo desde el control natural en suelos que posean la capacidad
de no desarrollar una enfermedad (suelos supresivos). Los reportes mas conocidos
citan la presencia de Entamoebas en suelos supresivos de enfermedades las cuales
se alimentan de las hifas de hongos patégenos entre otras fuentes de alimento
(Campbell, 1989).
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Induccion de resistencia: Las plantas como otros seres vivos del planeta han
evolucionado desde su aparicion por lo que han desarrollado diferentes mecanismos
de defensa contra sus agresores. Se han desarrollado técnicas que inducen
resistencia como pequefias dosis de luz UV (agentes abidticos), el agregado de
compuestos naturales, el uso de organismos antagonistas (agentes bidticos). Esta
respuesta implica la produccion de proteinas relacionadas a la patogénesis
(proteinas-PR) como fenol oxidasas, peroxidasas y polifenoloxidasas (Nicholson y
Hammerschmidt, 1992; Wojtaszek, 1997) y enzimas como: 1,3 glucanasas,
quitinasas,-1,4 glucosidasas y N-acetliglucosaminidasas (Heil y Bostock, 2002).
Algunas bacterias y hongos son capaces también de inducir resistencia por
produccion de elicitores (componentes de la pared celular) o moléculas mensajeras
(acido saliciico). Se ha descripto un nuevo mecanismo por el cual bacterias pueden
degradar mensajeros de sefiales quimicas necesarios para quorum sensing (acil
homoserina lactona) usados por muchos patégenos vegetales como iniciadores del

proceso de infeccién (Montesinos y Bonaterra, 2009). .

Antibiosis: Es el mecanismo de antagonismo entre microorganismos mas estudiado.
Se refiere a la produccion por parte de un microorganismo de sustancias toxicas
para otros microorganismos, las cuales actian en bajas concentraciones (menores a
10 ppm) (Whipps, 2001; Raaijmarkers y col., 2002). Si bien este proceso puede
generar algun tipo de resistencia en el patdgeno, la liberacion de una sustancia a
escala microbiana es menos nociva que el uso masivo de agroquimicos (Tabla 6)
(Vero Mendez y Mondino, 1999; Gohel y col., 2006). Existen numerosas cepas
microbianas aisladas de suelos y de hospederos vegetales, productores de
antibioticos in vitro.

La antibiosis contra hongos y bacterias fitopatégenos puede originarse por la
produccion de opinas (derivado toxico de aminoacidos) en Agrobacterium
radiobacter, compuestos antifungicos fendlicos en especies de Pseudomonas,
peptidos y polienos antimicrobianos en Bacillus y Actinomycetes, o enzimas liticas
en hongos y levaduras como Trichoderma y Candida (Gohel y col., 2006; Ojiambo y
Schern; 2006; Raaijmakers y col., 2008). Enzimas extracelulares como quitinasas y
glucanasas interrumpen la sintesis de la pared fungica y la elongacion hifal,

mecanismos por los que protegen al tejido vegetal de una posible colonizacion
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fungica (Vaidya y col., 2001; Gohel y col., 2006). Trichoderma, muy estudiada como
agente de CB de hongos fitopatdgenos, degrada enzimaticamente la pared celular
por liberacion de quitinasas, proteasas y glucanasas.

Otra estrategia similar es la de produccion de péptidos antifungicos. La
diversidad de mecanismos de accién contra los patégenos de las plantas es lo que
hace que los péptidos resulten tan atractivos como agentes de biocontrol. (Monteiro
y col., 2003; Montesinos, 2007). Algunos presentan actividad frente a uno o mas
patdégenos, inhibiendo la elongacién de la hifa, limitando la infeccién desde el
comienzo. Otros péptidos antimicrobianos actuan alterando la membrana del
patégeno por mecanismos mediados por receptores catiénicos o penetran a la célula
inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos o de proteinas.

En la Tabla 7 se muestran algunos microorganismos que sintetizan metabolitos
secundarios de interés en el control de patdogenos de plantas producidos por sintesis
no ribosomal, conocidos como pseudopéptidos. Entre ellos el género Streptomyces
presenta metabolismo secundario muy complejo (Madigan, 2005). Las polimixinas,
producidas por Streptomyces cacaoi, se utilizan comercialmente como
biocontroladores fungicos en vegetales. Estos compuetos son dipéptidos de
pirimidilo que inhiben la sintesis de quitina en hongos como Alternaria sp., Botrytis

cinerea y Rhizoctonia solani (Montesinos, 2007).

Tabla 7: Pseudopéptidos activos frente a patégenos de plantas®

Composicion Microorganismo productor
Pantocinas Ay B Alanina derivatizada Pantoea agglomerans
Polimixinas Pirimidil — dipéptido Streptomyces cacaoi
Nikomicinas Pirimidil — dipéptido Streptomyces tendae
(simil Polimixinas)
Bacilisina Epoxiciclohexano dipéptido Bacillus subtilis
Blastieldina Nucleopeptido Streptomyces griseochromogenes

E3

Montesinos, 2007

Si bien la competicion entre los organismos es uno de los factores que

determinan la densidad de las poblaciones naturales, existen microorganismos que
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ademas producen sustancias (antibidticos, enzimas, etc.) que afectan la viabilidad y

capacidad de diseminacion de los hongos toxicogénicos.

Streptomyces como agente de biocontrol

Los actinomicetes naturalmente se encuentran presentes en el suelo. Se ha
comprobado que cepas de Streptomyces, aisladas del mismo ecosistema, son
capaces de producir compuestos antibiéticos que inhiben o reducen el desarrollo de
patogenos de plantas (Kim y col., 1999; Ouchdouch, 2001)

La familia Streptomycetaeae en sus origenes (1943) estaba conformada por un
solo género: Streptomyces. En 1997 fue incorporado un nuevo género:
Kitasatospora y en 2003 se sumoé a la familia el género Streptoacidiphilus (Kampfer,
2006).

Son bacterias BGP aerobias, con un contenido de (G+C) de 69 + 78mol%.
Presentan hifas largas y ramificadas, con un diametro de 0,5 — 2,0 ym que

raramente fragmentan.

El género Streptomyces presenta la caracteristica de producir esporos en forma
enddgena, por segregacién del protoplasma, en cuerpos cilindricos u ovales. Las

cadenas de esporos son generalmente espiraladas (Kampfer, 2006).

Son quimiorganotrofos, productores de catalasa y pueden reducir nitrato a
nitrito. Muchos pueden degradar compuestos complejos como caseina, gelatina,
hipoxatina, almidén y celulosa. Ademas pueden utilizar muchos compuestos
organicos como Uunica fuente de carbono para obtener energia y crecer. La
temperatura optima de desarrollo para muchas de sus especies esta entre 25 y
35°C. El pH éptimo esta entre 6,5 y 8,0 (Kampfer, 2006).

Las bacterias de género Streptomyces son muy abundantes en el suelo.
Muchos miembros de esta familia prefieren los suelos neutros o alcalinos. Otros
utilizan suelos acidos como habitat natural. Se los encuentra entre los principales
productores de compuestos bioactivos y de enzimas extracelulares. Pueden liberar a
su entorno enzimas que le permiten utilizar materiales organicos como algodén,
lana, hidrocarburos y goma. Ademas pueden degradar polimeros naturales como
lignina (Anderson y Wellington, 2001; Madigan, 2005; Kampfer, 2006).

44



Muchos de los antibidticos de uso clinico como por ejemplo neomicina,
cloranfenicol son el resultado del metabolismo secundario de este género (Kieser y
col., 2002).

Su efectividad como agente de biocontrol ha sido probada contra bacterias,
hongos y algunos protozoos y nematodes (Dicklow y col., 1993; Coelho y col., 1995;
Trejo-Estrada y col., 1998; Kim y col., 1999; Ouchdouch y col., 2001).

Control biolégico de hongos toxigénicos
El empleo de agentes biocompetitivos para el control de hongos toxigénicos es

una practica muy estudiada en la actualidad. Un ejemplo claro es la utilizacién de
cepas atoxigénicas de A. flavus para el control de cepas productoras de aflatoxinas
o acido ciclopiazonico (Cotty, 2006). A. flavus atoxigénico es uno de los agentes
fungicos mas estudiados para el control de cepas toxigénicas (Cotty, 2006; Pitt y
Hocking, 2007). Estos microorganismos presentan alta capacidad para adaptarse al
ambiente en el que se encuentran las cepas toxigénicas. Este tipo de estrategia se
ha descripto para controlar pestes en sustratos como algodén, mani y maiz. Ademas
presentan una serie de ventajas: escasa interferencia con el medio ambiente, sin
manipulacion genética y el producto no es rechazado por el consumidor (Soriano del
Castillo, 2007).

Otros autores han utilizado bacterias como biocontroladores de hongos
productores de toxinas. Munimbazi y Bullerman (1998) estudiaron la influencia
ejercida por Bacillus pumilus sobre Aspergillus productores de AF. Si bien este
biocontrolador sélo detuvo el desarrollo hifal en un 45%, la produccién de AF
disminuy6 en un 99%. ElI compuesto produjo la inhibicion de la germinacion de los
conidios de Aspergillus y la elongacion hifal (Bottone y Peluso, 2003).

Pereira y col. (2007) comprobaron la capacidad de Bacillus amyloliquefaciens y
Microbaterium olveovorans para disminuir la densidad poblacional de Fusarium
verticillioides y la acumulacion de fumonisinas en maiz.

También ha sido reportada la inhibicion de hongos toxigénicos por compuestos
producidos por cepas de Streptomyces. Sin embargo las publicaciones que registran
el control de hongos toxicogénicos por Streptomyces son muy pocas. Entre ellos se
han caracterizado 3 compuestos proteicos de PM<15kDa: AFP1, SKLP Y TFIC.
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Tutwoduccion

AFP1, es producida por S. tendae, fue la primera proteina antifungica aislada a
partir de Streptomyces. Su actividad antifungica se relaciona con la capacidad de
penetrar en la pared fungica ya que presenta pequefio tamafio y unirse a la quitina.
Presenta un espectro de accién limitado casi exclusivamente al género Aspergillus

(Bormann y col., 1999).

SKLP, producida por Streptomyces sp.F-287. Toma su nombre de
Streptomyces Killer Like Protein. Produce alteraciones morfoldgicas en levaduras y
hongos filamentosos (Hiraga y col., 1999; Ohki y col., 2001).

TFIC, Como parte de un screening de cepas de Streptomyces aisladas de suelo
fue seleccionada, Streptomyces C/33-6) con actividad inhibidora de la germinacion
de conidios de A. parasiticus, F. graminearum y F. tricinctum (Borghi y col., 1988;
Fulgueira y col., 1989; Borghi y col., 1992). Esta cepa no presentd efecto citocida
frente a otras BGP de bajo contenido (G+C). En experiencias llevadas a cabo en
invernadero sobre plantas de trigo se determind que el Streptomyces aislado evité la
colonizacion fungica y sus efectos, disminucion en peso de granos y produccién de
micotoxinas (Fulgueira y col., 1996; Fulgueira, 1998). En estudio posteriores se
determind que dicha actividad es producida por un compuesto proteico de 14kDa,
TFIC, por Toxigenic Fungi Inhibitor Compound (Acosta, 2005). Por microscopia
confocal y uso de colorantes fluorescentes, se demostré que TFIC presenta un
efecto citocida no queratinolitico frente a conidios de hongos toxigénicos (Fig 10)
(Acosta, 2005).

VIABLES NO VIABLES

Control+ TFIC (100X) Conidios + TFIC (100X)
Conidios germinados

Fig 10: Microscopia de fluorescéncia confocal con Diacetato de fluoresceina -
Bromuro de etidio de conidios.
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Un antimicético, pimaricina (producido por Streptomyces notalensis), fue
ensayado por Woolford y col. (1980) quienes encontraron que este compuesto es
eficaz para conservar la estabilidad aerdbica de silaje (Rees, 1997).

Existen también otros reportes de cepas de Streptomyces que disminuirian la
contaminacién con micotoxinas por distintos mecanismos. Entre ellos se encuentra
el aflastatin un compuesto inhibidor de la produccion de micotoxinas cuya féormula
molecular es CgH11sNO24. Aflastatina produce alteracion y reduccion de la
elongacién de las hifal de A. parasiticus NRRL 2999 productor de aflatotoxina.
Ademas de inhibir completamente la produccién de aflatoxinas tanto en medio
liquido como sdlido (Ono y col., 1997). Aflastatina presenta actividad antimicrobiana
frente a bacterias, levaduras y otros hongos filamentosos.

Bressan y Fontes Figueiredo (2008) demostraron la efectividad de 2 cepas de
Streptomyces como agentes de biocontrol de F. verticillioides patdégeno de maiz en
condiciones de invernadero. El efecto inhibidor fue independiente de Ia
concentracion del patogeno. Si bien estas cepas de Streptomyces controlaron al
patégeno por la produccion de compuestos bioactivos también competian por la

fuente carbonada.
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La obtencion de ensilaje de elevada calidad y valor nutricional requiere
optimizar, entre otros aspectos, la densidad, humedad y el contenido de
azucares solubles en agua. La reduccion o pérdida del valor nutricional del
material ensilado durante su almacenamiento ocurre principalmente debido al
desarrollo de hongos. Segun Garon y col. (2006), los principales factores
asociados con el deterioro son: temperatura, humedad e infeccién por insectos.

El fin esencial del ensilado es conservar los forrajes con un minimo de
pérdidas de materia seca y de nutrientes, manteniendo una buena
aceptabilidad por el ganado y sin que se produzcan durante el proceso
sustancias toxicas para la salud animal. Aunque tiene sus condicionantes y
problemas, resulta preferible a otros métodos de conservacién, ya que permite
una mayor independencia ante condiciones meteoroldgicas adversas, pudiendo
ademas emplearse en forrajes como el maiz u otros productos de gran interés
alimenticio, en los que no cabe otra forma de preservacion. Ademas, facilita la
mecanizacion de las explotaciones, ya que los procesos de recoleccion,
realizacién y distribucion del ensilado, pueden ser integramente mecanizados.

En los ensilados la acumulacién de acido lactico da por resultado una
disminuciéon de pH que junto a la disminucion de O inhiben el metabolismo y
proliferacion microbiana preservando asi la calidad de los nutrientes.

La FAO ha estimado que un 25% de la produccién cerealera mundial se
encuentra contaminada con micotoxinas. Esta estimacion se traduce a billones
de ddlares en la produccion de ensilados.

Es claro que la prevencién de la contaminacién fungica de cereales y
oleaginosas es la mejor estrategia para su control, fundamentalmente en el
caso de cepas productoras de micotoxinas. El control biolégico ofrece menor
exposicién a pesticidas potencialmente téxicos y en consecuencia un menor
riesgo de polucion ambiental que el control quimico.

Este Trabajo de Tesis tuvo por objeto estudiar las reservas de alimentos
para el ganado productor de carne y leche desde un punto de vista
toxicogénico, tema de gran importancia econdmica y social para la Republica

Argentina.
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Se plante6 la siguiente hipoétesis: “Streptomyces es un buen

biocontrolador de hongos toxigénicos en forrajes conservados”. Para

comprobarla se propusieron los siguientes objetivos y actividades:

1.

Conocer el grado de contaminacion de los alimentos destinados al consumo

animal de la cuenca lechera de la provincia de Santa Fe.

= Recuento, aislamiento e identificacion de la flora fungica contaminante
de forrajes conservados. Correlaciéon de las caracteristicas nutritivas y

fermentativas de los ensilados con dicha contaminacion.

Proponer una metodologia rapida y econdémica que permita conocer los

riesgos de su uso. Buscar marcadores de la contaminacién fungica.

= Determinaciéon de la presencia de aflatoxinas totales y DON (posibles

marcadores de contaminacion fungica) en las muestras de alimentos.

Buscar microorganismos biocontroladores que in vitro permitan restringir la
presencia de hongos toxigénicos y patégenos para la salud humana y

animal.

= Aislamiento de cepas de Streptomyces spp. de muestras de suelo de

cultivos.

= Aislamiento de cepas de bacterias lacticas de muestras de silos de

buena calidad.

= Estudio de la capacidad productora de aquellas micotoxinas de
importancia para la salud humana y animal de los aislados pertenecientes a

los géneros Aspergillus, y Fusarium.

= Ensayo del efecto antagonista de los aislados de Streptomyces spp. y

bacterias lacticas contra las cepas fungicas toxicogénicas y patégenas.

Aplicar el/llos microorganismos seleccionados in vitro en microsilos

experimentales a campo en buenas y malas condiciones de conservacion

» Prueba del efecto de las cepas de Streptomyces spp. y bacteria lactica
con mayor actividad antagonista sobre los hongos toxicogénicos aislados,
inoculados en microsilos experimentales en condiciones apropiadas e

inapropiadas de almacenamiento.
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MICROORGANISMOS Y METODOLOGIA UTILIZADA

Microorganismos utilizados

A continuacion se detallan las cepas fungicas y bacterianas utilizadas en este

trabajo (Tabla 8)

Tabla 8: Microorganismos utilizados

Microorganismo

Procedencia

Caracteristica

Cepas flngicas

A.parasiticus 5M43

Forraje de maiz

Productor de aflatoxinas B4, B>, Gy
y Gz

A. fumigatus 15M7

Forraje de maiz

Patégeno humano y animal

A. fumigatus 16M49

Forraje de sorgo

Patogeno humano y animal

A. flavus 12 M13

Forraje de maiz

Productor de Aflatoxinas B4y By

F. graminearum
ITEM 1242

Coleccion de cultivo

Productor de DON y ZEA

F. proliferatum 4 M2

Rollo alfalfa

Productor de fumonisina B

F. proliferatum 7 M12

Forraje de sorgo

Productor de fumonisina B4

F.sporotrichioides
NRRL 3299'

Coleccion de cultivo

Productor de toxinaT-2 y HT-2

F. proliferatum NRRL

26191

Coleccion de cultivo

Productor de Fumonisinas B4 By y
Bs

50



MNateriales g métodos

Cepas bacterianas

Streptomyces sp  Suelo de cultivo de cereales Productor de proteinas antifungicas

C/33-6°

Lactobacillus Silos de maiz Inhibidor de cepas fungicas
buchneri BAL/7*

1 Agricultural Research Service Culture Collection (National Center from Agricultural Utilization
Research, Peoria, IL, U.S.).

2 Istitutto di Tossine e Micotossine di Parasiti vegetali (Bari, Italia).

3 Centro de Referencia de Micologia, Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas. UNR. (Rosario,
Argentina).

Medios de cultivos y soluciones utilizados
Los reactivos utilizados se presentan en la Tabla 9

Tabla 9: Composicion de medios de cultivos y soluciones empleados

Medios de cultivos y soluciones utilizados Composicion

Agua peptonada (pH7)
(Pitt y Hocking, 1999)

Cloruro de sodio 5g
Peptona 10g
Agua cps 1000ml

Agua fenolada

(Panthier y col., 1979)
Fenol 631mg
Agua destilada csp 1000ml

Colorante Gueguen (Azul de algodon)

(Hoog y col., 2000)
Acido lactico 100g
Sudan Il 0.1g
Azul de algodén 0.1g
Soluc.alcohdlica de Yodo 10-20 gotas
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Liquido de montar

(Hoog y col., 2000)

Aspergillus flavus parasiticus agar (AFPA)

Glicerina 40g

Acido lactico 20g
Fenol cristalizado 20g
Agua destilada 20ml

(Pitt y Hocking, 1999)

Caldo papa glucosa PD caldo)

Peptona 5mg

Extracto levadura 10g

Citrato amonico férrico 0,59
Cloranfenicol 100mg

Dicloran 2mg (0,2%P/V en etanol)
Agar 15¢g

Agua destilada csp 1000ml

(Hawksworth y col., 1996)

Agar papa glucosa (APD)

Glucosa 40mg

CaCO; 0,449

MgS04.7H,O 0,49

Papas 200g /500mi

Agua destilada csp 1000mi

(Hawksworth y col., 1996)

APD soft

Caldo PD 1000ml
Agar 169

(Hoog y col., 2000)

Caldo PD 1000ml
Agar 8g
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Dicloran rosa de bengala cloranfenicol agar-(DRBC)

(Pitt y Hocking, 1999)

Czapeck solucion concentrada (CzS)

Glucosa 10g

Peptona 5g

Fosfato monobasico de potasio 1g
Sulfato de magnesio 0.5g

Rosa de Bengala 25mg

Dicloran 2mg

Cloranfenicol 100mg

Agar 15¢g

Agua destilada csp 1000ml

(Hoog y col., 2000)

Czapeck agar

Na NO3z 30g

KCL 5¢g

MgSO4_7H20 59

Fe 804 7H20 0.1g

Agua destilada csp1 00ml

(Hoog y col., 2000)

Czapeck iprodione dicloran agar (CZID)

Sacarosa 30g

Agar 15¢g

CzS 10ml

Agua destilada csp 100ml

(Pitt y Hocking., 1999)

Sacarosa 30g

Extracto de levadura 5g
Cloranfenicol 100mg
Dicloran 2mg

CzS 10ml

Solucion trazas de metal 1ml
Agar 15g

Iprodione suspensién 1ml
H,0 destilada csp1000ml
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Medio G1

(Bu’lock y Chulze, 1990)

Medio YES

Glucosa 20g

Extracto de levadura 5g
Agar 20g

Agua destilada csp 100ml

(Scott y col., 1970)

MRS caldo

Extracto de levadura 10g
Sacarosa 100g
Agua destilada csp 500 mi

(de Man y col., 1960)

MRS agar

Proteosa peptona N3 10g
Extracto de levadura 4g
Extracto de carne 8g
Dextrosa 20g

Sorbitan monoleato 100ml
KoHPO,4 2g

NaAc 5g

MgSO, 0.20g

MnSO, 0.05¢g

Citrato de aménio 2.00
Agua destilada csp 1000ml

(de Many col., 1960)

Agar sintético nutritivo (SNA)

MRS caldo 1000m|
Agar 10g

(Hoog y col., 2000)

KH2P04 1g

KNOs 1g

MgSQO,4.7H20 0,59

KCI 0,59

Sacarosa 0,2g

Agar 20g

agua destilada csp 1000ml
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Técnicas y bioensayos utilizados

Deteccidon de micotoxinas en forrajes
Se detectaron y cuantificaron Aflatoxinas totales (AF) y Deoxinivalenol (DON)
con equipos comerciales segun especificaciones del fabricante:
Deteccién de aflatoxinas:
Romers AgraQuant R Aflatoxinas Totales (limite de deteccion 1 p/kg)
Deteccién de DON:
Biopharm Ridascreen Fast DON R5906 (limite de deteccidn 74 p/kg).

Aislamiento, recuento e identificacion de la flora fungica

Para el aislamiento y recuento de la flora fungica presente en forrajes
conservados se utilizé la técnica de Pitt y Hocking (1999): A 90ml de agua
peptonada se le adiciond 10g de muestra triturada en molinillo estéril. Se coloc6 en
agitador mecanico (110golpes/min) durante 10min. De esta suspensién se realizaron
diluciones sucesivas 102, 102, 10*, 10°, 10® en agua peptonada y 100ul de cada
una de ellas fueron sembradas sobre placas de DRBC y CZID. Las placas
sembradas fueron incubadas a 25 °C durante 5 dias.

Para el aislamiento de Aspergillus grupo flavus posible toxigénico se utilizé
AFPA como medio diferencial sobre el que se inocularon las diluciones preparadas.
Las placas inoculadas fueron incubadas a 30°C durante 48hs. La presencia de
coloracion amarilla naranja en el reverso de las colonias permite la identificacion

presuntiva de Aspergillus flavus/parasiticus (Fig 11).

1: cepa incognita negativa.

2: cepa control negativo.

3: cepa incognita positiva.

4: cepa control positivo A. parasiticus NRRL2999

Fig 11: Desarrollo de cepas del género Aspergillus en medio AFPA
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Para la identificacion de las cepas aisladas se utilizaron diferentes claves
taxonomicas:
e Hoog y col. (2000) clave general
e Pitty Hocking (1999) para Aspergillus y Penicillium
¢ Nelson y col. (1983) para Fusarium

e Ellis (1971) para hongos demateaceos

Preparacién de suspensiones fungicas
Preparacion de indculos fungicos

Las cepas de Aspergillus fueron sembradas en APD e incubadas a 28°C durante 7
dias, las cepas de Fusarium fueron sembradas en SNA y crecidas a 28°C 10 dias.

A partir de los desarrollos se prepararon suspensiones en agua destilada estéril.
Se realizd el recuento de los propagulos presentes en camara de Neubauer. La
concentracion final del inéculo fue ajustada con agua destilada de acuerdo a las

necesidades.

Estudio de la capacidad toxigénica de los hongos aislados
En todos los casos se evalué la produccién de micotoxinas por cepas en

estudio, procesandose en paralelo una cepa de coleccion con capacidad toxigénica
comprobada.
Produccion de aflatoxinas

Se ensayo la capacidad productora de aflatoxinas de las cepas del grupo
Aspergillus flavus/parasiticus por la técnica de Scott (1972) modificada por Fulgueira
(1998). En tubos conteniendo 5ml de medio YES se sembraron 10° conidios del
hongo en estudio y se incubaron a 28°C durante 7 dias. El micelio desarrollado fue
separado por filtracién. El filtrado fue extraido con dos alicuotas de 5ml de
cloroformo en ampolla de decantacion. La fase cloroférmica fue secada a través de
Na,SO,4 anhidro y evaporada a sequedad en rotavapor, Buchi a 60°C.

El residuo fue suspendido en 200uL de cloroformo y desarrollado en
cromatografia de capa delgada (TLC) utilizando cromatofolios de silica gel 60G
(Merck art 5553) y soluciones patrones Sigma de las 4 aflatoxinas. La cromatografia
fue desarrollada utilizando como solvente de corrida cloroformo—acetona (90:10V/V)

en cubas de vidrio insaturadas. Una vez desarrollada, la placa fue secada a
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temperatura ambiente. La presencia de las AF fue detectada con luz UV a 366nm y

posteriormente confirmada con H,SO425% V/V.

Produccion de toxina T,

Para la evaluacion de la produccion, suspensiones de 108 conidios de las cepas
de Fusarium potencialmente productoras, fueron sembradas en medio G4 (Bu'lock y
Chulze de Gémez., 1990). Luego de 7 dias a 28°C, el desarrollo fungico fue detenido
con el agregado de cloroformo y el micelio fue separado por filtracién. La extraccion
de las toxinas fue realizada en ampolla de decantacion agregando 2 alicuotas de
5ml de cloroformo al filtrado. Las fracciones cloroférmicas fueron combinadas y
secadas a través de Na, SO, anhidro y evaporada a sequedad en rotavapor a 60°C.

El residuo fue redisuelto con 200uL de cloroformo y desarrollado en TLC. Para
la deteccion de toxina T, fue utilizado benceno-acetona (3:2V/V) como solvente de
corrida. Dicha toxina fue revelada con H2SO4 al 20% V/V bajo luz UV larga (366 nm)
y posteriormente confirmada por calentamiento a 110°C durante 7 minutos
(Fulgueira, 1998).

Produccion de zearalenona y deoxinivalenol

La capacidad de produccion de zearalenona y DON fue evaluada por la
técnica de Lori y col. (1992). Para la produccién se utilizaron erlemeyers
conteniendo 50g de arroz pelado y pulido, previamente hidratado con agua 1h,
escurrido y esterilizado a 121°C durante 20min a los que se les adicioné 5ml de
una solucién de peptona al 10%. Indculos conteniendo 5x10° conidios de las
cepas de Fusarium aisladas fueron sembrados en los erlenmeyers con arroz. Los
cultivos fueron incubados a 25°C durante 20 dias y posteriormente secados en
estufa a 70°C durante 24hs. La extraccion de las toxinas fue realizada segun la
técnica de Bottalico y col. (1983). Para la extraccion se agregaron 200ml de una
mezcla de metanol:agua (60:40 V/V), se agité durante 10 minutos en agitador
mecanico (110 golpes/min) y durante 1 minuto en licuadora a baja velocidad.
Posteriormente se filtré a través de papel de filtro utilizando bomba de vacio. 40
ml del filtrado fueron extraidos con 32ml de hexano adicionados de 1g de NaCl.
La fase metandlica fue extraida 2 veces con cloroformo (30 y 20ml

respectivamente). La capa cloroférmica fue filtrada a través de Na,SO,4 anhidro y
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evaporada a sequedad en rotavapor. El residuo fue redisuelto en 200uL de

cloroformo y analizado por TLC.

Para el andlisis de ZEA la TLC fue desarrollada en cloroformo:acetona
(9:1V/V). La misma fue detectada presuntivamente bajo luz UV corta (254nm).
Para su confirmacion la placa fue rociada con AICI; 20% P/V (en etanol:agua
1:1V/V), calentada 7min a 110°C y observada bajo luz UV larga (366nm). Limite
de deteccion: 100ug/Kg.

Para DON se empleé como solvente de desarrollo una mezcla de
benceno:acetona (3:2 V/V), usandose como reactivo revelador AICI; 20% P/V
(etanol:agua 1:1V/V) con posterior calentamiento a 110°C durante 7 minutos
(Fulgueira, 1998). Estas condiciones permiten observar la toxina bajo luz UV larga
(366 nm). Limite de deteccion: 100ug/Kg.

Produccion de fumonisinas

La produccién de fumonisinas por aislados de F.verticillioides y F. proliferatum
fue evaluada por la técnica de Basilico y col. (1996). En erlemeyers de 500ml se
colocaron 100g de maiz previamente hidratado con 20 ml de agua destilada durante
8hs y esterilizados 20min a 120°C. Sobre la superficie del maiz se inocularon
suspensiones 10’ conidios del hongo en estudio. Se homogenizd manualmente la
mezcla y se incubo6 a 25°C durante 25dias.

Para la extraccion de la fumonisinas se utiliz6 una mezcla de metanol-agua en
una relacion 70/30 (V/V). El dosaje de la toxina producida fue realizado por la técnica
de ELISA R5602 Ridascreen Fast Fum de acuerdo a las especificaciones del

fabricante con un limite de deteccion 222ug/kg.

Aislamiento e identificacion de potenciales biocontroladores
Aislamiento, recuento e identificacion de Streptomyces

El aislamiento de cepas de Streptomyces se realizd utilizando la técnica de
Panthier y col. (1979) a partir de muestras de suelo (campos de produccion de
cereales, campos sin labranza y huertas organicas) de la zona sureste de la

provincia de Santa Fe.
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Las muestras de 10g de suelo fueron molidas en mortero estéril adicionando
una pequefa alicuota de agua. Este homogenizado fue transferido a un erlemeyer
con 90ml de agua fenolada. La suspension fue agitada 10min en agitador mecanico
(110 golpes/min). Se realizaron diluciones sucesivas 102, 1073, 10*, 10°, 10° en
agua. Alicuotas de 100ul de cada una de ellas fueron sembradas sobre placas de
APD adicionado con cicloheximida (200mg/l). Las placas fueron incubadas a 28°C
durante 7 dias.

Se realizd el estudio macro y micromorfolégico de las colonias desarrolladas.
Aquellas que presentaron caracteristicas compatibles con el género Streptomyces
fueron inoculadas en APD e incubadas durante 7dias a 28°C. Se realizaron
suspensiones de esporos en caldo PD adicionado con glicerina en csp 20% V/V. Las
suspensiones fueron conservadas a -20°C para estudios posteriores (Korn-Wendisch
y Kutzner, 1992; Williams y col., 1989).

Aislamiento, recuento e identificacion de cepas BAL

Muestras de 10g de silos de buenas condiciones destinados al consumo animal
fueron diluidas en 90ml de agua peptonada estéril. La suspension fue agitada 10min
en agitador mecanico (110 golpes/min). Se realizaron diluciones sucesivas 102, 107,
10, 10°, 10° en agua peptonada. Alicuotas de 100ul de cada una de ellas fueron
sembradas en agar MRS. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 7 dias en
bolsas de anaerobiosis BioMerieux Ref 45534. A las colonias con macro morfologia
de BAL se les realizé coloracion de Gram (G), y prueba de catalasa (Cat) en
portaobjeto. Se seleccionaron todas aquellas cepas que resultaron cocos o bacilos
G(+) y Cat(-). Las cepas fueron conservadas en caldo MRS glicerinado al 20% V/V,
a -20°C.

ldentificacion molecular de Lactobacilos
Para la identificacion taxonomica de lactobacilos se realizaron los siguientes
ensayos en el Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA):
Extraccion de ADN cromosomico
Amplificacién de la regién de ADN codificante para la region variable VI del
ARN 16S mediante PCR.
Purificacion del fragmento obtenido (500pb)
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« Secuenciacion
« Analisis de la secuencia
Preparacioén de inéculos bacterianos
Las cepas de Streptomyces fueron sembradas sobre APD. Los cultivos fueron
incubados a 28°C 7 dias. A partir de ellos se prepararon suspensiones de esporos.
Las cepas de BAL fueron inoculadas “overnight” en caldo MRS e incubadas a
37°C.
Se realizd el recuento de células bacterianas en camara de Neubauer y la
concentracion final del inéculo fue ajustada con agua destilada de acuerdo a los

requerimientos de la técnica utilizada.

Pruebas de Interaccion entre hongos toxigénicos/patégenos (HT/HP) y

potenciales biocontroladores (PBC)

Ensayos de interaccion Streptomyces — HT/HP

Cada uno de los Streptomyces aislados fue sembrado por estrias en placas de
APD e incubado 48h a 28°C. A cada una de las placas se las inoculd por rociado con
una suspension 10°conidios/ml de cada HT/HP. Luego de 7 dias de incubacion a
28°C se registré el diametro de las zonas de inhibicién (Z) producidas por los

Streptomyces sobre el desarrollo de las cepas fungicas (Fig 12).

1- Estria de PBC: Streptomyces / BAL
2-Desarrollo de HT/HP/Streptomyces
Z- Zona inhibicion

Fig 12: Esquema BC para ensayar la actividad biologica de P
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Ensayos de interaccion BAL-HT/HP/Streptomyces.

Las cepas de BAL, conservadas a -20°C, fueron repicadas a caldo MRS e
incubadas a 30°C toda una noche. A partir de tales cultivos se sembraron estrias de
2 cm de longitud sobre placas de agar MRS que se incubaron 48h a 30°C en
anaerobiosis. Dichas placas fueron luego cubiertas con una preparacion de APD soft
conteniendo 10°conidios/ml de cada uno de los HT/HP/Streptomyces. Las placas
fueron luego incubadas aerébicamente a 30°C por 5 dias determinandose en ese
momento el diametro de la zona de inhibicion (Z) alrededor de las estrias (Fig 12)

(Magnusson y Schnurer, 2001).

Preparaciéon de microsilos experimentales
Preparacion y seleccion del mejor carrier para inocular

Alicuotas de 20g de los sustratos (maiz y alfalfa) previamente molidos y
esterilizados fueron inoculados con suspensiones de Aspergillus grupo flavus o de
Streptomyces seleccionados de acuerdo a los ensayos de interaccion in vitro en un
volumen apropiado para alcanzar concentraciones de 10° conidios/g y de 10"
conidios/g respectivamente. A las 0, 24 y 48h de incubacion a 28°C se tomaron
muestras de todos los tratamientos y se efectud el recuento de UFC/g de sustrato
empleando la técnica de diluciones sucesivas. Para el recuento de Aspergillus grupo
flavus se utilizé AFPA como medio de cultivo y para los Streptomyces, APD. Todos

los ensayos fueron realizados por duplicado.

Confeccion de microsilos experimentales (ME)

Se disefid un experimento para evaluar el efecto producido por un HT y dos PBC,
sobre ME de planta entera de maiz en todas las combinaciones posibles de los
microorganismos.

Para el armado de los microsilos se utilizaron como contenedores bolsas
plasticas bicapa de iguales caracteristicas a las empleadas para la confeccién de los
silos “a campo”. Las bolsas plasticas fueron suministradas por los Ing. Agr. Casini y
Santajuliana de la EEA-INTA Manfredi.

Para la confeccion de los ME se utilizd planta entera de maiz cosechada en

estadio de grano lechoso. El maiz una vez picado fue mezclado y homogeneizado
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con el/los “carriers” conteniendo el/los microorganismos adecuado/s para cada uno
de los tratamientos. Se reprodujeron condiciones apropiadas (anaerobiosis) e
inapropiadas (aerobiosis) de compactacion y oxigenacién. Para lograr buenas
condiciones de compactacion el llenado de las bolsas se realizé con apisonamiento
del material y disminuciéon del aire que pudiera haber quedado retenido. Para
reproducir las malas condiciones los ME fueron llenados sin compactacion y se

procedié a realizar varios cortes de 10cm aproximadamente en cada bolsa.
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EVALUACION QUIMICA DE LOS FORRAJES

Reactivos y soluciones utilizados
Los reactivos utilizados se presentan en la Tabla 10

Tabla 10: Composicion de las soluciones empleados para la evaluacion quimica de
los forrajes.

Soluciones utilizados Composicion

Solucion detergente neutra (SDN)

(Broderick, 1994)

Lauril sulfato de sodio 30g
E.D.T.A. 18,29

Na,PO4H anhidro 4,569
Borato de sodio.12H,0 6,81g
Etilen glicol monoetil éter 10ml
Agua destilada csp 1000ml

pH final 6.9-7.0

Solucion detergente acida (SDA)
(Broderick, 1994)

H2SO4 27ml

Cetrimida 20g

SDN 200ml

Agua destilada csp 1000ml

Solucioén indicadora de pH

(Blain y Urtinette, 1954b)

Rojo de Metilo 0,1g
Verde de Bromo Cresol 0,2g
Alcohol al 95% csp 100ml

Mezcla catalizadora

(Blain y Urtinette, 1954a)
Se 0,19
K2804 5g
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Determinacion de fibra detergente neutra (%FDN)

Para la determinacion de %FDN se empled la técnica de Broderick (1994).
0,59 de muestra seca y molida (malla de 1mm) fueron transferidos a vasos de
Berzelius. Se adicionaron 50ml de SDN. Se conectaron los vasos al sistema de
calentamiento por reflujo para hervir 5-10min y mantener la ebullicion controlada
durante 60min. Las suspensiones obtenidas fueron filtradas en sistema de filtrado
multiple. Los residuos fueron lavados 2 veces con 30 a 40ml de acetona, secados
a 100°C 8hs y pesados (Wh).

La fibra detergente neutra se expresé en porcentaje utilizando la siguiente férmula:

(Wy) 100
74 o o] N E—
S

Wh: Peso residuo tratamiento neutro
S: Peso seco de 0,5g de muestra

Determinacién de fibra detergente acida (%FDA)

Para la determinacion de %FDA se empleé la técnica de Broderick (1994).
0,5g de muestra seca y molida (malla de 1mm) fueron transferidos a vasos de
Berzelius. Se adicionaron 50ml de SDA. Se conectaron los vasos al sistema de
calentamiento por reflujo para hervir 5-10min y mantener la ebullicion controlada
durante 60min. Las suspensiones obtenidas fueron filtradas en sistema de filtrado
multiple. Los residuos fueron lavados 2 veces con H,O caliente y posteriormente
con acetona, secados a 100°C 8hs y pesados (Wa).

(W,) 100
%FDA=--------m-m--
S

W.,: Peso residuo tratamiento acido
S: Peso seco de 0,5g de muestra

Determinacion de nitrégeno total (%NT)

Fueron digeridos O,1g de forraje con 2 ml de H,SO4 concentrado y 0,7ml de
mezcla catalizadora en un balén de Kjeldahl (Blain y Urtinette, 1954a). El residuo fue
disuelto en 10ml de H,0, adicionado con 5ml de solucion de acido bérico 2%P/V y
10ml de NaOH 40%P/V y destilado. EI NH4" recogido fue titulado con H,SO4 0,1N

empleando la solucion indicadora.
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%NT=V H,SO, (ml). N H,SO, 0.014.100

P

V volumen del acido H,SO, utilizado en la titulacion
N: Normalidad del acido H,SO,
P: Peso de la muestra (0,1g)

Determinacion de Proteina bruta (%PB)
Para convertir %NT a %PB se utilizo la férmula de Blain y Urtinette (1954a).
%PB = %NT. 6.25*

* Factor que puede cambiar de acuerdo al material analizado. Se basa en suponer que las
proteinas verdaderas contienen 16% de N,

Determinacion de amoniaco (%NHs3)

Fueron colocados 20g de muestra en un balén con 2g de MgO y 400ml de H,O
(Blain y Urtinette, 1954a). La mezcla fue destilada durante 20min y el producto
obtenido fue recogido en un recipiente conteniendo 20ml de &cido borico 2%P/V y
titulado con H,S0O40,1N.

%NH; = V H,SO, (ml). N H,SO, 0.017.100

P
V volumen del acido H,SO, utilizado en la titulacion
N: Normalidad del acido H,SO,
P: Peso de la muestra (20g)

Determinacion de nitrégeno insoluble en detergente acido (%NIDA)
El residuo seco obtenido de %FDA fue sometido al método de Kjeldahl para

determinar nitrégeno total.

%NIDA =V HySO4 (ml) . N HySO4 (meag/ml). F H,SO4 . 0,14. 100. 6,25

Peso muestra (g)

V volumen del acido H,SO, utilizado en la titulacion
N: Normalidad del acido H,SO,
F: Formalidad del acido H,SO,

P: Peso de la muestra (0,59g)
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Determinacion del pH.

A 50 g de muestra de silo fresco se les adicion6 50ml de H,O destilada. Luego
de 1h se determin6 el pH del sobrenadante con peachimetro (Blain y Urtinette;
1954b).

Determinacion de materia seca (%MS)
Fueron colocados 200g de muestra en estufa de circulacién de aire forzado a
60-65°C hasta pesada constante (P) (AOAC, 1990).

P(9)
%MS= - x 100

200
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EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS FORRAJES

Los alimentos conservados constituyen un componente fundamental en la
dieta de los rumiantes en muchas regiones del mundo. Para asegurar la calidad y la
salud animal es necesario producir forrajes con alto valor nutritivo y calidad
higiénica apropiada. Ademas de microorganismos indeseables como Clostridium
tyrobutyricum, C. botulinum, E. coli O157 y Listeria monocitogenes, los hongos
filamentosos y sus metabolitos secundarios causan una pobre “performance” del
animal y desérdenes en la salud muy importantes (Thylin, 2000). La presencia de
hongos en los forrajes estad reconocida como una situacién problematica ya que
expone a los animales y al hombre a la inhalacion y/o ingestion de sus propagulos y
consecuentemente a diferentes patologias. Los géneros mas importantes
involucrados en la contaminacién de productos del agro en detrimento del ganado
que lo consume son Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Hollinger y Ekperigin,
1999; Whitlow y Hagler, 2002).

Con el objeto de estudiar la contaminaciéon de las reservas de alimentos
destinadas para consumo del ganado productor de carne y leche se analizaron 147
muestras de alimentos (43 de maiz, 55 de sorgo y 49 de alfalfa), almacenados con
diferentes técnicas de conservacion, de la zona de influencia de la Estacion
Experimental INTA Rafaela del departamento Castellanos (EEAA Rafaela) de la
Provincia de Santa Fe. Se recogieron entre 500 y 1500g de alimento a partir de
distintos lugares del silo cubriéndolo en toda su extension, finalizada la etapa de
estabilizacion. En la Tabla 11 se muestra la distribucion de las muestras teniendo en

cuenta el tipo de matriz empleada y el sistema de conservacion.

Tabla 11: Distribucion de las muestras de forrajes teniendo en cuenta eltipo de matriz
y el sistema de conservacion

Sistema de almacenamiento (N° de muestras)

Bolsa Bolsa

Forraje planta grano Puente Henolaje Rollo Total
entera humedo pastura
Maiz 16 14 13 _ _ 43
Sorgo 17 33 5 _ _ 55
Alfalfa 22 - 1 22 4 49
Total 55 47 19 29 4 127
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Para evaluar el grado de contaminacion de las muestras se estudiaron los

siguientes parametros:

Parametros quimico-fermentativos
= pH
» % NH3/NT
La determinacién de los valores de estos parametros fue realizada en el
Laboratorio de Produccion Animal de la EE AA INTA Rafaela .

Parametros Micoldgicos
= Recuento e identificacion de las cepas fungicas aisladas.
= Determinacién de la presencia de Aspergillus fumigatus como patégeno del

hombre y de animales.

Pardmetros Toxicologicos
= Determinacion de aflatoxinas totales (AF)

= Determinacion de deoxinivalenol (DON)

Evaluacion de los parametros quimico-fermentativos

La evaluacion quimico-fermentativa brindd una estimacion de la calidad del
forraje. La medicion del pH valora la calidad de fermentacion y conservacion,
mientras que la relacion %NH3/NT es usada como indicador de su degradacion
proteica o valor nutricional (Driehius y col., 2000).

Los valores de pH y % NH3/NT se presentan en la Tabla 12 (a, b y ¢) para los
forrajes base maiz, sorgo y alfalfa respectivamente.

Como se menciond anteriormente la evaluacion quimico-fermentativa ha sido
definida por la American Society of Agronomy, (1994) como:
* Muy Buena (pH <4y % NH3/NT <5).
= Buena (pH <4y % NH3/NT entre 5y 15)
= Regular (pH >4y % NH3/NT < 15).
= Mala (pH >4 y % NH3/NT >15)
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Tabla 12a: Parametros quimico-fermentativos en muestras de forrajes de maiz

MAiz

Parametros »
Sistema de quimico- fermentativos S
Muestras  imacenamiento (1) qco-ferm

pH %NH3/NT (2)
1 B-P 4.10 5.54 R
2 B-P 3.80 7.31 R
e B-P 4.20 6.93 R
- B-P 4.10 8.71 R
5 B-P 4.70 15.03 M
6 B-G 4.70 5.37 R
! B-G 4.90 14.41 R
8 Bu-P 3.60 5.31 B
9 Bu-P 3.60 6.93 B
[ B-P 4.10 12.50 R
1 B-P 4.20 11.50 R
1z B-P 4.50 13.00 R
13 B-P 4.20 8.50 R
lat B-P 4.00 13.00 R
15 B-P 5.10 15.50 M
16 B-P 3.70 10.60 R
17 B-P 3.60 11.40 B
18 B-P 4.00 12.30 B
i B-P 4.10 11.50 R
el B-P 4.20 10.30 R
21 B-G 4.90 15.60 M
ez B-G 4.30 11.80 R
23 B-G 4.60 12.80 R
el B-G 4.80 13.30 R
25 B-G 4.50 14.20 R
45 B-G 4.10 12.60 R
2y B-G 4.80 15.70 M
28 B-G 4.90 13.30 R
2 B-G 4.10 10.50 R
30 B-G 4.00 12.30 B
£l B-G 4.60 11.80 R
32 B-G 3.80 10.80 R
33 Bu-P 4.20 15.80 M
34 Bu-P 3.90 13.80 R
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Tabla 12a (cont): Parametros-quimico fermentativos en muestras de forrajes de maiz

Parametros

Sistema de quimico- fermentativos N e
Muestras . T
almacenamiento (1)

pH %NH3/NT (2)
35 Bu-P 3.60 9.80 B
36 Bu-P 3.70 9.20 B
37 Bu-P 4.10 11.50 R
38 Bu-P 4.30 10.50 R
39 Bu-P 4.10 10.50 R
40 Bu-P 3.80 9.80 B
41 Bu-P 4.60 13.20 R
42 Bu-P 4.10 10.90 R
43 Bu-P 3.90 12.30 B

11,63

% Muestras
riesgosas

(1) Sistemas de almacenamiento:
Ro Rollo H Henolaje

B-P Planta entera almacenada en silo bolsa
Bu-P Planta entera almacenada en silo puente (bunker)

B-G Grano huimedo almacenado en silo bolsa

(2) Evaluacién quimico - fermentativa (American Society of Agronomy, 1994):
MB Muy Buena
B Buena
R Regular
M Mala
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Tabla 12b: Parametros quimico-fermentativos en muestras de forrajes de sorgo

| SORGO |

. Parametros Evaluacién
Muestras Sistema de quimico- fermentativos gco-ferm
almacenamiento (1)

pH %NH3/NT (2)
1 B-P 3.87 4.46 MB
2 B-G 4.19 12.18 R
3 B-G 4.56 3.04 R
4 B-G 4.40 10.65 R
5 B-G 4.48 20.90 M
6 B-G 412 5.65 R
7 B-G 4.92 5.75 R
8 B-G 513 1.69 R
9 B-G 6.13 0.07 R
10 B-G 6.10 0.06 R
11 B-G 5.06 417 R
12 B-G 4.20 7.67 R
13 B-G 4.10 7.07 R
14 B-G 4.62 2.92 R
15 B-G 412 11.78 R
16 B-P 4.90 13.23 R
17 B-G 4.08 12.90 R
18 B-P 4.05 9.23 R
19 B-P 3.92 6.42 B
20 B-G 3.88 12.32 R
21 B-G 3.77 5.97 B
22 B-G 4.50 9.69 R
23 B-G 4.35 13.44 R
24 B-G 4.09 10.20 R
25 B-G 5.37 13.08 R
26 B-P 4.08 8.78 R
27 B-P 3.97 10.24 B
28 B-P 3.96 13.54 B
29 B-P 3.85 4.00 MB
30 B-G 5.91 2.29 R
31 B-G 6.21 14.23 R
32 B-G 6.10 0.57 R
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Tabla 12b (cont): Parametros quimico-fermentativos en muestras de forrajes de
sorgo

Si Parametros Evaluacién
Muestras Istema. e quimico- fermentativos qco-ferm
almacenamiento (1) 2
pH %NH3/NT (2)
33 B-G 475 512 R
34 B-P 3.93 11.20 B
35 B-G 8.75 3.14 R
36 B-P 3.85 5.00 MB
37 B-P 3.89 4.60 MB
38 B-P 7.01 5.30 R
39 B-G 4.61 10.57 R
40 B-P 5.35 3.75 R
41 B-P 3.78 11.87 B
42 B-G 7.26 1.12 R
43 Bu-P 4.57 17.57 M
44 B-P 4.04 8.80 R
45 Bu-P 5.10 17.31 M
46 Bu-P 5.30 20.14 M
47 B-G 5.50 10.31 R
48 B-G 5.30 9.05 R
49 Bu-P 5.90 17.41 M
50 Bu-P 4.00 6.31 B
51 B-P 3.90 6.93 B
52 B-P 410 10.01 R
53 B-G 5.60 11.93 R
54 B-G 4,70 8.93 R
55 B-G 4.60 7.93 R
%Muestras
. 9.09
riesgosas
(1) Sistemas de almacenamiento:
Ro Rollo
H Henolaje

B-P Planta entera almacenada en silo bolsa
Bu-P Planta entera almacenada en silo puente (bunker)
B-G Grano humedo almacenado en silo bolsa
(2) Evaluacion quimico - fermentativa (American Society of Agronomy, 1994):
MB Muy Buena
B Buena
R Regular
M Mala
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Tabla 12c: Parametros quimico-fermentativos en muestras de forrajes de alfalfa

ALFALFA

Sistema de _[FERWEIES Evaluacion
Muestras - guimico- fermentativos qgco-ferm
almacenamiento (1)

pH %NH3/NT (2
1 Ro 4.8 16.07 M
2 Ro 5.3 18.1 M
3 B-P 53 10.31 R
4 B-P 6.3 17.43 M
5 Bu-P 4.4 10.41 R
6 B-P 5.2 9.83 R
’ Ro 3.8 7.88 B
8 Ro 6.3 16.23 M
9 H 3.5 4.32 MB
10 H 3.6 9.45 B
" B-P 4.81 11.08 R
E B-P 48 15.36 M
13 B-P 5.83 21.73 M
14 B-P 476 2477 M
15 B-P 5.39 30 v
16 B-P 5.18 16.82 M
[ B-P 4.36 13.33 R
18 B-P 4.86 22.96 M
19 B-P 8.67 55.91 M
20 B-P 6.36 10.77 R
21 B-P 4.71 16.62 M
22 B-P 4.7 10.48 R
23 B-P 4.65 16.2 M
Zt B-P 4.94 24.23 M
25 B-P 5.27 26.46 M
26 B-P 4.62 12.5 R
27 B-P 4.36 9.41 R
28 B-P 4.98 19.05 M
29 B-P 5.37 23.72 M
30 H 5.85 37.69 M
9 H 7.23 14.66 R
32 H 512 1317 R
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Tabla 12c (cont): Parametros quimico-fermentativos en muestras de forrajes de
alfalfa

Sistema de | FEIEWEIES Evaluacion
Muestras RGeS (] quimico- fermentativos qco-ferm

pH %NH3/NT (2)
33 H 8.44 21 =
34 H 8.62 14.35 R
35 H 9.24 7.77 R
36 H 6.14 15.37 M
37 H 6.13 15.01 M
% H 7.60 16.21 M
39 H 7.27 1511 M
40 H 6.87 1713 M
41 H 6.94 15.93 M
w2 H 4.89 10.66 R
43 H 8.92 14.48 R
44 H 5.38 9.71 R
45 H 6.03 15.38 M
46 H 513 13.54 R
47 H 5.21 13.64 R
48 H 5.43 10.93 R
49 H 8.29 16.62 M

z
Hasgosas 55,11

(1) Sistemas de almacenamiento:
H Henolaje

B-P Planta entera almacenada en silo bolsa
Bu-P Planta entera almacenada en silo puente (bunker)
B-G Grano humedo almacenado en silo bolsa
(2) Evaluacion quimico - fermentativa (American Society of Agronomy, 1994):
MB Muy Buena

B Buena
R Regular
M Mala
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La clasificacion de las muestras de acuerdo a los parametros quimico-
fermentativos presentados en la Tabla 12 (a, b y c) se analizan en la Fig. 13. De las
147 muestras estudiadas sélo resultaron de calidad muy buena o buena el 23.23%,
21.82% y 6.12% para maiz, sorgo y alfalfa respectivamente. De las muestras de
alfalfa, el mayor porcentaje (55.1%) presenté calidad mala y riesgosa para la salud
animal; mientras que el 38.8% de ellas resultaron de calidad regular y por lo tanto
indefinida para el consumo. Los forrajes de maiz y sorgo presentaron la mayor
proporcion (65.1% y 69.1%) de muestras con calidad regular de acuerdo a las
caracteristicas quimico-fermentativas evaluadas. Los altos porcentajes de muestras
de calidad indefinida ponen en evidencia la necesidad de buscar nuevos parametros
que permitan evaluar en forma rapida, econémica y sencilla la calidad del alimento

destinado al consumo animal.

. SORGO
MAIZ
70+
” o 60
s = 501
P & 40l
L L
=) S 301
= =
= = 20
104
/ 0-
MB/B R M VBB R "
EVAL. QCA-FERM.
EVAL. Q CA.-FERM
ALFALFA

70

50

30

10

% MUESTRAS

-10

MB/B R M
EVAL.QCA.-FERM

Fig. 13: Evaluacion quimico-fermentativa de las muestras de forrajes base maiz, sorgo
y alfalfa distribuidas como MB/B Muy Buenas / Buenas, R Regulares o M Malas.
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Relacion entre el sistema de conservacion y la calidad quimico-fermentativa

de los forrajes.

El 59% de las muestras de planta entera de sorgo almacenadas en bolsa
resultaron de calidad buena o muy buena y el 41% restante, de calidad regular
(Tabla 12b). ElI 94% de las muestras de grano humedo almacenadas en bolsas
fueron de calidad regular, registrandose un 3% de muestras malas y un 3% de
muestras buenas o muy buenas. El 80% de muestras de planta entera
almacenadas como silo puente fueron de mala calidad y el 20% restante de calidad
buena.

El 83% de las muestras de sorgo categorizadas como buenas o muy buenas
fueron almacenadas en bolsas (grano humedo y planta entera). El 94,3% de las de
calidad quimico-fermentativa regular fueron almacenadas en bolsas como grano
hamedo (61%) o como planta entera (31%). El 8,0% de las muestras calificadas
como malas fueron conservadas en silos puente.

De acuerdo al test exacto de Fischer (Stokes y col., 2000) se pudo determinar
que existe una correlacion estadistica (p<0.00001) entre la evaluaciéon quimico-
fermentativa de los forrajes de sorgo y la metodologia de almacenamiento, no
recomendandose el sistema puente para este tipo de sustrato. (Amigot y col.,
2001a; Amigot y col., 2005a; Amigot y col, 2006).

El 55% de las muestras de alfalfa resultaron de calidad quimico-fermentativa
mala y el 39% de calidad regular, independientemente del sistema de conservacion
empleado. Después de aplicado el test de Fischer (p=0.12) se concluyd que no
existe asociacion significativa entre el sistema de almacenado y la calidad quimico-
fermentativa para esta matriz (Amigot y col., 2001a; Amigot y col., 2003; Amigot y
col., 2005a; Amigot y col, 2006).

La mayor parte de las muestras de maiz estudiadas (65%) resultaron de
calidad regular mientras que el 23% de ellas fueron de calidad buena o muy buena
y el 12% restante de calidad mala. Aplicando el test de Fischer se concluy6 que en
este caso tampoco existe asociacion significativa (p=0.21) entre la calidad quimico-
fermentativa y el sistema de almacenamiento aplicado (Amigot y col., 2001a; Amigot
y col., 2003; Amigot y col., 2005a; Amigot y col, 2006).
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En sintesis:

El sistema de conservacion no se correlacioné significativamente con la
aceptabilidad quimica cuando maiz o alfalfa fueron usados como matriz de los
forrajes. Cuando se utilizé sorgo como sustrato se encontr6 una asociacion
significativa entre el sistema puente de conservacién y la mala calidad del alimento.

El alto porcentaje de muestras de forraje de calidad quimico-fermentativa
regular mostré la necesidad de analizar otros parametros que permitan tomar una
decision con respecto a la aceptabilidad de un forraje para su uso en la alimentacion

animal.

Evaluacion de los parametros microbiolégicos
Recuento e identificacion de la flora fungica.

Para estudiar el grado de contaminacién fungica presente en los alimentos se
utilizé el procedimiento de Pitt y Hocking (1999). Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 13 (a, b y c¢) para las muestras de maiz, sorgo y alfalfa
respectivamente. Se consideraron inapropiados para la alimentacion animal

aquellas muestras de forrajes con:
= Recuentos = 10° UFC flingicas/g de alimento y/o

» Presencia de Aspergillus fumigatus:, importante patéogeno de hombres y

animales
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Tabla 13a: Evaluacion toxico-micolégica de muestras de ensilados de maiz

| MAIZ |

Sistema de Parametros téxico - micolégicos Evaluacion
Muestras almacenamiento Recuento ' AF DON toxico-micol
(1) A. fumigatus (4)
UFC/g (2) ma/kg (3) mg/kg (3)

1 B-P 0 0 A
2 B-P 0 0 A
3 B-P 0 0 A
4 B-P 0 0 A
5 B-P 0 500 Ri
6 B-G 0 0 A
7 B-G 1x10° + 0 2000 Ri
8 Bu-P 0 0 A
9 Bu-P 2 0 A
10 B-P 3x10* 1.0 100 Ri
11 B-P 3x10° 1.8 100 Ri
12 B-P 1x10° 1.1 200 Ri
13 B-P 5x 10° 0 100 A
14 B-P 1x10* 13.8 0 Ri
15 B-P 1.2x 10’ 9.6 0 Ri
16 B-P 1x10* 4.5 0 Ri
17 B-P 1x10° 2 100 Ri
18 B-P 2.8 100 Ri
19 B-P 6 x 107 11 100 Ri
20 B-P 3.2 500 Ri
21 B-G 8.1x10’ 2.1 0 Ri
22 B-G 42x10° 1.4 100 Ri
23 B-G 1x10° 1 300 Ri
24 B-G 3x10° 0 400 Ri
25 B-G 42x107 2.6 100 Ri
26 B-G 3.4 x 10’ 5.9 0 Ri
27 B-G 1x10° 5.9 0 Ri
28 B-G 2.4 x10° 1.0 0 Ri
29 B-G 3x10* + 0 800 Ri
30 B-G 1.2 x 107 0 600 Ri
31 B-G 4.4 x10° 0 0 Ri
32 B-G 3 X107 8.4 200 Ri
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Tabla 13a (cont): Evaluacioén téxico-micoldgica de muestras de ensilados de maiz

Parametros téxico — micolégicos

Sistema de Evaluacion
Muestras almace(n1:-)1miento Recuento A. fumigatus AF DON toxicc(::)micol
UFC/g (2) "~ Mg/kg (3) mg/kg (3)
33 Bu-P 2x 10° 0 100 A
34 Bu-P 1x10* 5.4 100 Ri
35 Bu-P 1 x 107 2.3 0 A
36 Bu-P 0 100 A
37 Bu-P 3x 10 1.3 200 Ri
38 Bu-P 1x 10* 1.8 300 Ri
39 Bu-P 3x10° 6.3 100 Ri
40 Bu-P 2.3 0 A
41 Bu-P 2x 107 3.7 0 Ri
42 Bu-P 1.2x10° 4.7 0 Ri
43 Bu-P 3x10° 6.9 0 Ri
% Muestras 27.9 4,6 30.2 13.9 72.1
Rle?gssas 233 (5)
(1) Sistema de almacenamiento
Ro Rollo
H Henolaje

B-P Planta entera almacenada en silo bolsa
Bu-P Planta entera almacenada en silo puente (bunker)
B-G Grano humedo almacenado en silo bolsa
(2) ---Rto< 10UFC/g
(3) 0 No detectable
(4) Evaluacion del forraje basada en los parametros téxico-micoldgicos
A Aceptable
Ri Riesgosa (presencia de A. fumigatus y/o Recuentos = 10° UFC fingicas/g y/o AF2 3ug/Kg y/o DON = 400ug/Kg
y/o AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg )

(5) % de muestras con AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg, pero simultdneamente
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Tabla 13b: Evaluacién téxico-micolodgica de muestras de ensilados de sorgo

| SORGO |

Parametros toxico - micolégicos

Sistema de Evaluacion
Muestras almacenamiento RGN ' AF DON toxico-micol

M UFClg (2) A TUMIAS Loig (3) pgkg(3) @)
1 B-P 2x10° 0 0 A
2 B-G 2.4x10° 0 0 A
3 B-G 0 0 A
4 B-G 1 0 A
5 B-G 0 0 A
6 B-G 2 x 10? 0 0 A
7 B-G 3.7 x 10* + 0 0 Ri
8 B-G 2.7 x10’ 6 0 Ri
9 B-G 6 x 10° 8 0 Ri
10 B-G 7 x 10’ 80 0 Ri
11 B-G 5x 10’ 0 Ri
12 B-G 1x 10? 0 A
13 B-G 3 0 Ri
14 B-G 1x 10? 20 0 Ri
15 B-G 0 0 A
16 B-P 2x10° 0 0 A
17 B-G 2x10° 0 0 A
18 B-P 2x10* 0 0 A
19 B-P 1x10° 0 0 A
20 B-G 1x10° 2 0 A
21 B-G 1x 10? 0 0 A
22 B-G 4 x 10? 0 0 A
23 B-G 2x10° 0 0 A
24 B-G 40 0 0 A
25 B-G 50 0 0 A
26 B-P 0 0 A
27 B-P 1x 10? 0 0 A
28 B-P 1x10° 0 0 A
29 B-P 0 0 A
30 B-G 8 x 10’ 0 0 Ri
31 B-G 6 x 10 + 10 100 Ri
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Tabla 13b (cont): Evaluacion téxico-micoldgica de muestras de ensilados de sorgo

Parametros téxico - micolégicos

Sistema de Evaluacion
Muestras almacenamiento AT _ AF DON toxico-micol
(1) A. fumigatus (4)
UFC/g (2) ng/kg (3) ug/kg (3)
32 B-G 6 x 10° 9 500 Ri
33 B-G 2x10° 0 0 A
34 B-P 0 0 A
35 B-G 4 x107 + 4 0 Ri
36 B-P 5x 10° 0 0 A
37 B-P 0 0 A
38 B-P 4 x10* + 5 0 Ri
39 B-G 1x10° 0 0 A
40 B-P 2x107 + 5 0 Ri
41 B-P 1 x 10? 0 0 A
42 B-G 1x 107 + 0 0 Ri
43 Bu-P 1x10* 0 0 A
44 B-P 1x10* 11 0 A
45 Bu-P 0 0 A
46 Bu-P 0 500 Ri
47 B-G 1x10° 0 500 Ri
48 B-G 0 0 A
49 Bu-P 1 x 10? + 0 0 Ri
50 Bu-P 0 0 A
51 B-P 0 0 A
52 B-P 1x10° 0 0 Ri
53 B-G 3x10° + 0 0 Ri
54 B-G 0 0 A
55 B-G 0 0 A
%Muestras 20.0 14.55 20.0 5.5 34.5
Riesgosas

(Ri) 3.6(5)
(1) Sistema de almacenamiento

Ro Rollo

H Henolaje

H Henolaje

(2)
(4)

B-P Planta entera almacenada en silo bolsa

Bu-P Planta entera almacenada en silo puente (bunker)

B-G Grano humedo almacenado en silo bolsa

---Rto< 10UFC/g  (3) 0 No detectables

Evaluacion del forraje basada en los pardmetros téxico-micoldgicos

A Aceptable

Ri Riesgosa (presencia de A. fumigatus y/o Recuentos = 10° UFC fingicas/g y/o AF2 3ug/Kg y/o DON = 400ug/Kg
y/o AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg )

(5) % de muestras con AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg, pero simultdneamente
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Tabla 13c: Evaluacion toxico-micolégica de muestras de ensilados de alfalfa

ALFALFA

. : Parametros téxico - micolégicos Evaluaciéon
Muestras IS em? e toxico-micol
almacenamiento (1) Recuento A. fumigatus AF DON 4)
UFC/g (2) "~ u/kg (3) ug/kg (3)

1 Ro 6 x 102 0 1000 Ri
2 Ro 15X 10° 0 2000 Ri
3 B-P 0 0 A
4 B-P 1x10? 0 0 A
5 Bu-P 0 0 A
6 B-P 0 0 A
7 Ro 0 0 A
8 Ro 0 2000 Ri
9 H 0 0 A
10 H 0 0 A
11 B-P 9.8 400 Ri
12 B-P 3 0 Ri
13 B-P 2.6 0 A
14 B-P 2.4 100 Ri
15 B-P 55 0 Ri
16 B-P 2.3 0 Ri
17 B-P 35 0 Ri
18 B-P 5.9 0 Ri
19 B-P 5x 10? 3.7 0 Ri
20 B-P 35 0 Ri
21 B-P 5.2 100 Ri
22 B-P 4 x10° 6.2 100 Ri
23 B-P 3.8x10° 4 100 Ri
24 B-P 7.9 200 Ri
25 B-P 4x10* 6.5 0 Ri
26 B-P 7.1 100 Ri
27 B-P 6 x 102 4 200 Ri
28 B-P 1x10° 8.2 300 Ri
29 B-P 7.7 0 Ri
30 H 2.3x10° 0 0 A
31 H 7.5x 10* 0 0 A
32 H 0 0 A
33 H 2 x 10° 0 0 A
34 H 2.6 x 107 0 0 Ri
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Tabla 13c (cont): Evaluacion toxico-micolégica de muestras de ensilados de alfalfa

Parametros toxico - micolégicos

Sistema de Evaluacion
Muestras almacenamiento Recuento Y AF DON Toxico-micol

(1) UFC/g (2) ~'UM9 palkg (3) Hglkg (3) (4)
35 H 1.8x10° 0 100 Ri
36 H 2x10° 1.4 0 Ri
37 H 4 x10° 25 0 A
38 H 2x10° 2.6 200 Ri
39 H 3x10° 2.9 100 Ri
40 H 2x10° 34 300 Ri
41 H 2x10° 1.5 400 Ri
42 H 1x10° 8.5 300 Ri
43 H 7 x10° 55 400 Ri
44 H 2x10° 11 0 Ri
45 H 3x10° 11.8 200 Ri
46 H 1x 107 10 100 Ri
47 H 1x10’ 10.1 100 Ri
48 H 6 x 10° 55 100 Ri
49 H 6 x 10° 8.1 300 Ri

% Muestras 20.5 0.00 51.0 12,2 71.4
Riesgosas
(Ri) 6.1 (5)
(5) Sistema de almacenamiento
Ro Rollo
H Henolaje

B-P Planta entera almacenada en silo bolsa
Bu-P Planta entera almacenada en silo puente (bunker)
B-G Grano himedo almacenado en silo bolsa
(6) ---Rto<10UFC/g
(7) 0 No detectable
(8) Evaluacion del forraje basada en los parametros téxico-micoldgicos
A Aceptable
Ri Riesgosa (presencia de A. fumigatus y/o Recuentos > 10° UFC fuingicas/g y/o AF> 3ug/Kg y/o DON > 400pg/Kg
y/o AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg )

(5) % de muestras con AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg, pero simultaneamente
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Los forrajes de alfalfa y sorgo presentaron un menor nivel de contaminacion
(20,5% y 20%, respectivamente) debido tal vez a una menor disponibilidad de
azucares (Feutch y Treutter, 1999) fermentecibles en el primero y una mayor
concentracion de taninos en el segundo

La identificacion de las cepas fungicas aisladas se realizd con el objeto de
determinar la presencia de hongos patdégenos para la salud humana y animal y
hongos potencialmente productores de micotoxinas (Aspergillus Website, 2007). El
numero de aislamientos y la distribucién de los hongos en relacion al tipo de sustrato

se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Micoflora aislada de forra'!es conservados para consumo animal

N° aislamientos

HONGOS .
MAIZ SORGO ALFALFA

Absidia corymbifera 4 5
Alternaria alternata

Alternaria infectoria

Aspergillus candidus*
Aspergillus clavatus*
Aspergillus flavus*

Aspergillus fumigatus*
Aspergillus niger*

Aspergillus parasiticus*
Aspergillus terreus*

Aspergillus wentii*
Byssochlamys nivea
Chaetomium globosum
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium sp.
Cladosporium sphaerospermun
Endomyces fibuliger
Endomyces sp.

Epicoccun nigrum

Eurotiom amstelodami*
Eurotium chevalieri*

Eurotium repens

Fusarium equiseti*

Fusarium oxysporum*
Fusarium proliferatum* 2
Fusarium semitectum*

Fusarium solani* 3
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Tabla 14(cont): Micoflora aislada de forrajes conservados para consumo animal

N° aislamientos

HONGOS
MAiz SORGO ALFALFA

Fusarium sp.

Fusarium verticillioides*
Geotrichum candidum 2
Gliomastix murorum

Gliomastix sp.

Hyphopichia burtonii 5
Levaduras 15
Monascus ruber

Moniliella acetobutans

Mucor circinelloides 4
Mucor hiemalis 5
Mucor racemosus

Neosartorya fischeri* 1
Paecilomyces variotii

Penicillium brevicompactum 1
Penicillium crustosum
Penicillium minioluteum
Penicillium solitum
Penicillium sp.
Penicillium viridicatum*
Phoma sp.

Rhizopus microsporus 1
Scopulariopsis brevicaulis
Talaromyces flavus 1

Talaromyces sp. 1

Trichoderma harzianum

Verticillium sp.

Zygomycetes (otros) 1 1 3

N° Total de aislamientos 86 929 73

N
N
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* . . R
especies potencialmente toxigénicas

La micoflora aislada se distribuyd en 26 géneros y 46 especies. Los hongos
levaduriformes fueron los de mayor aparicion en todos los forrajes: 17.4%, 14.1% y
19.2% de todos los aislamientos para maiz, sorgo y alfalfa, respectivamente (Amigot
y col., 2002). Con la presencia de O, en el silo los hongos levaduriformes
incrementan su actividad y consumen el acido lactico contribuyendo al deterioro
aerdbico (Oude Elferink y col., 1999a; Oude Elferink y col.,1999b, Seglar, 2003;

Hagler y Whitlow; 2007). Entre los hongos filamentosos se observé un predominio de
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especies potencialmente toxigénicas, aproximadamente el 33% del total de
aislamientos. El género Aspergillus fue el mayoritariamente aislado de los 3 sustratos
(17.4%, 15.2% y 10.9%) en maiz, sorgo y alfalfa respectivamente, seguido por
Penicillium (8.1%) en maiz, por Fusarium (10.9%) en alfalfa, y por Byssochlamys
(8.1%) y Fusarium (7.1%) en sorgo (Amigot y col., 2001b; Amigot y col., 2005a;
Amigot y col., 2006) (Fig 14), coincidiendo con lo expresado por Auerbach (2003)
que ha informado que la flora fungica presente en un ensilado varia con el tipo de
matriz. En todos los sustratos las especies de Aspergillus seccion flavi fueron los
aislados de mayor frecuencia, indicando ademas una contaminacion precosecha.
Estos resultados estan de acuerdo con lo hallado por Gonzalez Pereyra (2008) en
silos de maiz. El dafio que estos hongos pueden producir en los alimentos por su
presencia, se ve incrementado por la posibilidad de la produccion de niveles

inaceptables de micotoxinas (Pitt y Hocking, 1999).
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MAIz SORGO ALFALFA

BlLevaduras BA.flavus/par DOotrosAsp BA.fum BF.prollivert OFpT/Z BotrosFus

* porcentaje de aislamientos de cada grupo de hongos en relacion al total de cepas aisladas en
cada matriz

Fig 14 Densidad relativa® de aislamientos de levaduras, Aspergillus y Fusarium en
muestras de forrajes.

Géneros como Fusarium, Cladosporium o Alternaria, considerados como

hongos de campo, pueden indicar malas condiciones de preservacion (Buckle, 1983;
Scudamore y Livesey, 1998).
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Garon y col (2006) realizaron en Francia un monitoreo de la contaminacién con
hongos toxigénicos en silos de maiz y en un periodo de 9 meses encontraron que
las principales especies toxicogénicas asociadas con el ensilaje eran: A. flavus, A.
parasitcus, A. fumigatus, F. verticillioides y F. proliferatum. Por otra parte, otras
especies aisladas frecuentemente como contaminantes naturales correspondieron a
B. nivea, P. roqueforti, Monascus spp. y Trichoderma spp. (Garon y col., 2006).

En el afio 2007 en Francia, fue realizado un screening de la flora fungica
presente en silos de maiz. Los hongos potencialmente toxigénicos aislados
pertenecian al género Fusarium (F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F.
oxysporum, F. solani y F. verticillioides) y so6lo se aislé una cepa de Aspergillus
identificada como A. fumigatus (Richard y col., 2007; Richard y col.,2008).

En el presente estudio A. fumigatus fue aislado principalmente de sorgo
conservado con alto porcentaje de humedad como sistema de almacenamiento:
8,5% del total de aislamientos presentes en el 14.5% de las muestras (Tablas 13b y
14). En menor medida fue aislado de maiz (4.6% de las muestras) representando el
2.5% del total de aislamientos (Tablas 13a y 14). En alfalfa no se detecto desarrollo
de A. fumigatus (Tablas 13cy 14).

Otros autores si aislaron A. fumigatus tanto de forrajes deshidratados como de
alimentos fermentados (Cole, 1976; Cole y col.,, 1977; Dutkiewicz y col.,1989;
Whitlow y Hagler, 2002).

En paises como ltalia y Francia se estudiaron en afios sucesivos 1230 muestras
de ensilados de maiz en las que se obtuvo Penicillium roqueforti como especie
dominante, seguido por hongos de los géneros Aspergillus, Byssochlamys y
Paecilomyces (Pelhate,1975; Pelhate,1997). En Alemania P. roqueforti fue el hongo
filamentoso mas frecuentemente aislado, seguido por A.fumigatus. El predominio de
P. roqueforti en paises europeos fue comprobado en diferentes estaciones del afio y
por distintos grupos de investigacion (Auerbach y col., 1998; Auerbach, 2003).
Estudios recientes realizados en Irlanda aislaron P. roqueforti como flora
predominante en muestras de henolaje de diferentes estados de maduraciéon que
presentaban mayor concentracion de acido propionico que la habitual. Ademas en
aquellas en las que la concentraciéon de acido lactico era menor a la deseable se
encontré presente Schizophyllum commune de la familia Mucoraceae (O'Brein y col.,
2007).
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Auerbach (2003) reporté que en ensilados base maiz en los que se evidencio
desarrollo de Monascus ruber el numero de aislamientos de especies del género
Penicilium fue menor que en aquellos en los que no se presentd. El escaso
desarrollo del género Penicillium puede atribuirse a que M. ruber produciria algun
tipo de sustancia inhibitoria. En el presente trabajo de tesis también se observo un
aumento en el numero de aislamientos de Penicillium en los forrajes de maiz, en los
que no se aislo M. ruber (Tabla 14).

En un estudio de la flora fungica en muestras de silos de la regién de Assiut,
Egipto, los autores encontraron que Aspergillus, Penicillium y Mucor fueron los
géneros mas aislados (El - Shanawany y col., 2005).

En estudios realizados en la ciudad de Jalisco, Reyes Velasquez y col. (2006)
encontraron que los principales géneros asociados al deterioro de ensilados fueron:
Mucor spp. (29,2%), Penicillium spp. (17.5%) y Aspergillus spp. (8.3%), seguidos por
Alternaria spp. y Geotrichium spp.

En un estudio realizado durante un ano en Iran en alimentos para animales
se observo que la flora fungica potencialmente toxigénica ascendia al 67%, con
predominio de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Khosaraviy col.,
2008).

La variabilidad de la micoflora observada en estudios correspondientes a otros
autores puede atribuirse a diferentes factores tales como distintas condiciones de

siembra y aislamiento, medios de cultivo utilizados, etc.

Capacidad toxigénica de hongos aislados de forrajes. Pruebas in vitro

Los hongos filamentosos son microorganismos ubicuos en la naturaleza y
pueden actuar como saprofitos o patégenos (Scott, 2001). La posibilidad de que
estos hongos contaminen los alimentos y puedan producir toxinas en ellos
representa una amenaza para la salud humana y animal (Castillo y col., 2004).

A partir de animales alimentados con insumos contaminados con micotoxinas se
generan subproductos como carne, leche o huevos que ponen en riesgo la salud
humana (Nyamongo y Okioma, 2005).

No todos los hongos que contaminan los alimentos son capaces de producir

micotoxinas, ya que su sintesis es afectada por mecanismos regulatorios complejos
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ademas de factores genéticos. Es asi que la humedad, el O, disponible, el pH y la
temperatura pueden ser consideradas como el punto mas critico para controlar
durante el almacenamiento de forrajes (Okoli, 2005).

Como medida de control de calidad de los forrajes la identificacion de la micoflora
contaminante es muy importante ya que proporciona informacion acerca de que
micotoxinas pueden estar presentes o0 podrian producirse durante el
almacenamiento.

Para conocer el riesgo toxigénico de los forrajes analizados en este trabajo de
tesis se evalud la capacidad productora de micotoxinas de las cepas potencialmente
productoras aisladas de las 147 muestras estudiadas (Tabla 14). Se investigo la
produccion de aflatoxinas por el procedimiento sugerido por Scott (1970) modificado
por Fulgueira (1998) en las cepas de Aspergillus flavus y A.parasiticus. Como hongo
testigo productor de AF fue utilizado A. parasiticus NRRL2999.

Las cepas de F. equiseti, F. oxysporum, F. semitectum y F. solani fueron
evaluadas en su produccion de trichotecenos grupo A, B y zearalenona. La
producciéon del principal tricoteceno del grupo A, toxina T-2, de los distintos
aislamientos fue determinada por la técnica de Bu'lock y Chulze de Gomez, 1990.
Como control positivo de produccién se empled la cepa de F. sporotrichioides NRRL
3299.

Para la produccion de DON (principal tricoteceno del grupo B) y zearalenona
se empled la metodologia desarrollada por Lori y col. (1992). Las cepas de F.
semitectum, F. oxysporum y F. solani aisladas fueron evaluadas segun una
modificacion de la técnica de Bottalico y col. (1983). Como control positivo de

produccién se empled la cepa de F. graminearum ITEM 124.

La produccion de fumonisinas fue estudiada en los aislamientos de F.
proliferatum y F. verticillioides por la técnica de Basilico y col. (1996). Se utilizd6 como

testigo positivo F. proliferatum NRRL 26191.

Se comprobé la produccion de aflatoxinas por 1 de las 11 cepas de A. flavus
(12M13) y por la cepa de A. parasiticus aislada (5M43) y la produccion de
fumonisinas por 2 de las 4 cepas de F.proliferatum (4M2 y 7M12). Ninguna de las 5

cepas de F. verticillioides resulté productora (Amigot y col., 2005b).
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Los aislados de F. oxysporum, F. equiseti, F. semitectum y F. solani resultaron no
productores de micotoxinas en las condiciones ensayadas.

La distribucion de cepas fungicas toxigénicas y no toxigénicas evaluadas se
presentan en la Fig. 15. Pudo comprobarse que el 13.8% de los aislados presentaron
capacidad para producir micotoxinas en las condiciones estudiadas (Amigot y col.,
2005b).

N°CEPAS

Aflavus Aparas F.prolif F.ertic F.equis F.oxysp F.solani F.semit
AISLAMIENTOS

BToxigénicos  BNo Toxigénicos

Fig 15: Estudio de la capacidad productora de micotoxinas de cepas de Aspergillus
y Fusarium aisladas de forrajes almacenados.

Richard y col (2007) en un estudio realizado en Francia observaron que el
52% de la flora fungica aislada era potencialmente toxigénica. Aproximadamente

en el 50% de estos aislamientos se pudo demostrar la capacidad productora.

En sintesis

Si bien el numero de hongos con capacidad toxigénica probada no fue tan
elevado, su presencia en los silos representa un factor de riesgo potencial para la

salud humana y animal.
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Presencia de micotoxinas en los ensilados

Se estima que las pérdidas de forrajes debidas a la presencia de micotoxinas
superan el billon de toneladas al afio. Esto se traduce en pérdidas econdmicas
directas de los forrajes o indirectas por la presencia de micotoxinas residuales en los
animales que los ingieren, originando su salida de la cadena alimenticia (Toth y
Romvari, 2003). Estas toxinas fungicas pueden ser producidas a campo o durante el
almacenamiento del alimento.

La presencia de hongos filamentosos en los ensilados no implica
necesariamente la presencia de micotoxinas en los mismos. Ademas de estar
genéticamente determinadas como cepas productoras de metabolitos toxicos, los
hongos necesitan una serie de factores ambientales adversos para estimular la
formacion de micotoxinas (Auerbach, 2003). Cuando el O, aun en trazas, penetra al
silo los hongos pueden desarrollar y pueden iniciar la produccién de micotoxinas.
Olivigni y Bullerman (1977) demostraron que la disponibilidad de la fuente carbonada
es variable con el tipo de matriz y esto esta relacionado con el tipo de toxina que el
hongo puede producir. Asi por ejemplo el desarrollo de P. roqueforti y la produccién
de roqueforfortina C se vieron mas favorecidos en silos de maiz que en los pastos
deshidratados a campo hasta un 35%MS y posteriormente ensilados, denominados
“wilted grass” (Muck y Bolsen, 1991).

Niveles de 400ug/kg de DON son considerados riesgosos para vacas lecheras
(Gotlieb,1997; Whitlow y Hagler, 1998). Aunque algunos paises consideran
inaceptables valores de AF>5ug/kg, otros establecen limites mas bajos (2.5, 1 o
Oug/kg) (Scudamore y Livesey, 1998; Moss, 2002c; FAO, 2003). Por lo tanto se
decidié considerar inapropiadas para la alimentacion animal a aquellas muestras de

forrajes con:
= Concentracion de AF = 3 ug/kg o de DON =400 ug/kg o

» Presencia simultanea de ambas micotoxinas aun con valores menores a los
expresados en el item anterior

Para conocer el grado de contaminacién con micotoxinas de las muestras
estudiadas se determind la presencia de AF y de DON mediante enzimo inmuno
ensayos (Romers AgraQuant R Aflatoxinas Totales y Biopharm Ridascreen Fast
DON).
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En la Tabla 13 se muestran las concentraciones de AF y DON en las muestras
de forrajes analizados y en la Tabla 15 sus promedios y rangos de concentracion
presentes en los distintos tipos de matriz.

Estos resultados muestran que una importante contaminacion de los ensilados
con cepas potencialmente productoras de micotoxinas, no necesariamente
concuerda con niveles altos de estos metabolitos, coincidiendo con lo expresado por

otros autores (Oude Elferink y col., 2000; Gonzalez Pereyra y col., 2008).

Tabla 15: Niveles de micotoxinas en las muestras de forrajes

MATRIZ -FORRAJE

MAIz SORGO ALFALFA

Concentracion ¢ DON AF DON AF DON
(ng/kg)

Promedio ¢, 05 1675152 28:15  201+155  3.8:05 187460
general
Promedio

muestras 4.14+3.33 313+417 11.9+20.23  400+200 5.6+2.96 3831534
positivas *

Rango 1.0-13.8  100-2000 1.0-80 100- 500 1.4-11.8 100-2000

*Expresado como promedio + 1 desviacion standard

En los silos de maiz y alfalfa se presentdé el numero mas alto de muestras
contaminadas con micotoxinas (65.1% y 63.2%, respectivamente de acuerdo a los
criterios establecidos en la pagina anterior). En la mayoria de ellas se detecto la
presencia simultdnea de AF y DON (34.9% y 38.7%, respectivamente) (Fig 16). Si
bien en los silos de sorgo se observo la menor frecuencia de muestras contaminadas
con micotoxinas (23.6%), en este tipo de alimento se registré el valor mas alto de
contaminacion con AF (80ug/kg). Los niveles mas altos de DON (2.000ug/kg) se

registraron en maiz y alfalfa (Tabla 15).

Si bien la contaminacion con AF a niveles riesgosos fue mayor en alfalfa y maiz
que en sorgo (39.0%, 30.2% y 20.0%, respectivamente), la incidencia de esta toxina

en ausencia de DON fue similar en los 3 sustratos (cercano al 18%). En maiz la co-
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ocurrencia de AF y DON a bajos niveles es la forma de contaminacion mas frecuente
(Amigot y col., 2002).

MAIZ SORGO ALFALFA
OAFO+DON>400 B AF<3+DON<400 OAF<3+DON>400
BAF>3+DONO OAF>3+DON<400 EAF>3+DON>400

Fig 16: Distribucion de las muestras con presencia de micotoxinas segun la matriz

Niveles similares de incidencia de AF fueron reportados en muestras de sorgo
almacenadas en Brasil. da Silva y col. (2000) detectaron AFB1 en el 12.8% de 104
muestras de sorgo con valores que oscilaban entre 7-33ug/kg.

Hell y col. (2000) reportaron que en diferentes zonas agricolas de Benin, el 41%
de las muestras de maiz almacenado presentaban niveles de AF mayores a 2ug/kg,
valor ligeramente inferior a los hallados en el presente estudio.

El-Shanawany y col.(2005) estudiaron 40 muestras provenientes de silos de
Egipto en la que encontraron que el 35% de ellas estaban contaminadas
naturalmente con alguna de las siguientes toxinas: AF(22.5%), toxina T2 (7.5%),y

esterigmatocistina (5%), sin registrarse la ocurrencia simultanea de mas de 1 toxina.
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La contaminacién con aflatoxinas en alimentos para ganado ha sido registrada
principalmente en ensilados almacenados en climas calidos.

Sin embargo, las publicaciones mas frecuentes sobre la contaminacion de
forrajes con micotoxinas provienen de regiones templadas a frias donde el uso de
ensilados es indispensables como refuerzo de pasturas. En ellas DON es la
micotoxina mas frecuentemente hallada.

Thomas y col. (1998) reportaron en Vermont una alta incidencia de DON (63 %)
en 278 muestras de maiz. Gotlieb (2004) sin embargo, inform6 afios mas tarde en
estudios realizados en la misma region que aproximadamente el 42% de las
muestras de alimentos destinados al consumo animal contenian DON en niveles
semejantes a los obtenidos en el presente trabajo (46.5%). Las muestras en su
mayoria presentaron niveles inferiores a 1.000ug/kg. Sélo en 15% de ellas el DON
presento niveles superiores a 3.000ug/kg (Gotlieb, 2004).

En Carolina del Norte encontraron que en alimentos destinados al consumo
animal las AF se presentaban en el 10,4% de las muestras analizadas, en
concentraciones que en algunos casos superaban los 20ug/kg. Para DON la
ocurrencia fue del 46,2% con valores iguales o superiores a 500 pg/kg (Whitlow y
Hagler, 2005). Estos valores no son coincidentes con los hallados en el presente
trabajo de tesis, donde la incidencia de AF es superior a la de DON (33.6% y 10,2%,
respectivamente considerando las 147 muestras analizadas). Esta diferencia podria
atribuirse a que las muestras de USA provienen de zonas con temperaturas mas
frias.

En ensilados de maiz y trigo, en Holanda, DON fue detectada en el 72% de las
muestras. La concentracion promedio fue de 854ug/kg y la concentracion maxima
3.142ug/kg (Whitlow y Hagler, 2009).

Muchos autores resaltan la co-ocurrencia de varias micotoxinas, situacion que
puede desencadenar efectos sinérgicos. Por ejemplo, en USA niveles bajos de AF
fueron encontrados en el 94% de muestras de ensilados, pero el 59% de ellas fueron
positivas también para al menos dos micotoxinas de Fusarium (DON, toxina T-2 y
zearalenona) (Dairy Business Comunications, 2004).

En un estudio previamente citado (Gotlieb, 2004) se reporté la presencia de
hasta ocho micotoxinas simultdneamente: DON, OTA, patulina, acido pencilico,

toxina T-2, verrucarina A, zearalenona, y acido kojico. Estas toxinas estaban
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presentes, en combinaciones diferentes en los diferentes sistemas de conservacion:
henolaje, ensilados de maiz, heno, granos y derivados (Gotlieb, 2004).

En estudios de la contaminacion con micotoxinas presentes en silos de maiz
de la zona de Normandia, Francia, se detectd la presencia simultanea de AFB1,
citrinina y DON (Garon y col., 2006); citrinina, DON y gliotoxina (Richard y col., 2007)
y AF, citrinina, gliotoxina y DON (Richard y col., 2008).

En investigaciones realizadas en Argentina se encontré que el 33% de 39
muestras de ensilados presentaban DON. Se registr6 ademas una incidencia similar

de zearalenona y toxina T-2 cercana al 18% (Roigé y col., 2006).

Durante el 2006 fueron analizadas 26 muestras de silo bolsa de maiz
provenientes de diferentes zonas de Argentina donde se detectaron micotoxinas con
la siguiente distribucion: 34.6% AF, 15.3% OTA y 3.8% ZEA. Cabe destacar que en
este trabajo no fueron evaluadas la presencia de DON ni la co-ocurrencia de

micotoxinas (Venturino y Alvarez, 2007).

Gonzalez Pereyra y col. (2008) informaron la presencia simultanea de AF,
zearalenona, DON y fumonisinas en muestras de ensilados de maiz de la regién

central de Argentina.

En sintesis

Los hongos levaduriformes fueron los de mayor aparicién en los forrajes,
favoreciendo la proliferaciéon de mohos y el deterioro aerdbico del alimento. Entre los
hongos filamentosos los posibles toxigénicos fueron los mas aislados y dentro de
ellos el género Aspergillus fue el que se presentdé mayoritariamente en los 3
sustratos. El dafio que estos hongos pueden producir en la calidad nutritiva de los
alimentos tan soélo por su presencia se ve incrementado por la posibilidad de la

produccién de niveles inaceptables de micotoxinas.

La incidencia de contaminacion con micotoxinas (AF, DON y ambas
simultdneamente) fue similar para maiz y alfalfa. El porcentaje de muestras

contaminadas fue mucho menor en los forrajes de sorgo. Los valores mas alto de
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DON se presentaron en forrajes base maiz y alfalfa. En los ensilados de sorgo se

encontraron las concentraciones mas altas de AF.

Parametros decisivos para evaluar la calidad de los forrajes. Busqueda de

variables indicadoras de su calidad.

La productividad animal estd directamente relacionada con la calidad de los
ingredientes y raciones que componen su dieta (Ward, 2005). El estudio de la calidad
de los alimentos conservados es una herramienta necesaria para elaborar
programas de nutricion que permitan mejorar la produccion de leche o carne. En la
mayoria de los establecimientos ganaderos o en los tambos soélo se evalua la calidad
quimico-fermentativa del forraje a través de parametros que incluyen entre otros: pH,
aporte energético, proteico y de minerales. Sin embargo su medicion y calculo tienen
requerimientos instrumentales y econdémicos poco accesibles para una evaluacion de
rutina. Ademas la posible contaminacién con hongos o con micotoxinas sélo es
tenida en cuenta cuando afecta la productividad o causa la muerte de los animales.
Por todo esto es necesario encontrar parametros indicadores de la calidad integral
de un forraje.

La evaluacion quimico-fermentativa de las 147 muestras en estudio indicé que
un alto porcentaje de ellas fueran clasificadas como “regulares” (Fig 13). En ellas la
fermentacion inapropiada podria conducir a una mayor concentracion fungica que
alteraria el normal funcionamiento del rumen y/o la probabilidad de inhalacién de
altas concentraciones de propagulos tanto por los animales como por el personal
encargado de su cuidado, o la eventual produccion de micotoxinas (Puntenney y col.,
2003; Adhikari y col.,, 2004; Frisvald y col.,, 2006). Esta evaluacion genera
incertidumbre para decidir la aceptacién de un forraje por lo que seria necesario
tener en cuenta otras variables. La evaluacién conjunta de la calidad quimico-
fermentativa y los parametros tdxico-micoldgicos contribuirian a minimizar este
problema.

Para determinar la aceptabilidad final de los forrajes estudiados se tuvieron en

cuenta los siguientes criterios:
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= Se consideraron aceptables (A) aquellas muestras que teniendo una
evaluacion quimico-fermentativa Muy Buena, Buena o Regular, no presentaran
ningun parametro toxico-micolégico alterado.

= Se consideraron muestras riesgosas (Ri) aquellas que presentaron calidad
quimica Mala o las que teniendo una calidad quimica Muy Buena, Buena o Regular
presentaran algun parametro téxico-micologico alterado.

Cuando las muestras presentan parametros quimico-fermentativos malos (%
NH3/NT alterado y/o pH aumentado) no son aconsejables para el consumo por sus
caracteristicas nutricionales deficientes lo que evidencia un proceso de fermentacion
anormal.

Las muestras clasificadas como de MB o B calidad quimico-fermentativa
podrian presentar parametros toxico-micolégicos alterados debido en algunos casos
a la contaminacion con hongos y/o micotoxinas de la materia prima, no resultando
aconsejables para el consumo.

La Tabla 16 a, b y ¢ muestra la evaluacion final de las 147 muestras de forrajes
considerando la evaluacion quimico-fermentativa y la evaluacién toxico-micoldgica

en forma conjunta.
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Tabla 16a: Evaluacion final de las muestras de ensilados de maiz

| MAIZ |

Evaluacion Evaluacion Evaluacion
Muestras Quimico-fermentativa Toxico-micolégica Final

(1) (2) (3)

1 R A A
2 R A A
3 R A A
4 R A A
5 M Ri Ri
6 R A A
7 R Ri Ri
8 B A A
9 B A A
10 R Ri Ri
11 R Ri Ri
12 R Ri Ri
13 R A A
14 R Ri Ri
15 M Ri Ri
16 R Ri Ri
17 B Ri Ri
18 B Ri Ri
19 R Ri Ri
20 R Ri Ri
21 M Ri Ri
22 R Ri Ri
23 R Ri Ri
24 R Ri Ri
25 R Ri Ri
26 R Ri Ri
27 M Ri Ri
28 R Ri Ri
29 R Ri Ri
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Tabla 16 a(cont): Evaluacion final de las muestras de ensilados de maiz

Evaluacién Evaluacion Evaluacién
Muestras Quimico-fermentativa Toxico-micolégica Final

(1) (2) (3)
30 B Ri Ri
31 R Ri Ri
32 R Ri Ri
33 M A Ri
34 R Ri Ri
35 B A A
36 B A A
37 R Ri Ri
38 R Ri Ri
39 R Ri Ri
40 B A A
41 R Ri Ri
42 R Ri Ri
43 B Ri Ri

(1) de acuerdo a la Tabla 12
(2) de acuerdo a la Tabla 13
(3) A:(1)BoMBoRYy(2)A
Ri: (1)Mo (1) MB,Bo Ry (2) Ri
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Tabla 16b: Evaluacion final de las muestras de ensilados de sorgo

| SORGO |

Evaluacion Evaluacion Evaluacién
Muestras Quimico-fermentativa Toxico-micolégica Final

(1 (2) (3)

1 MB A A
2 R A A
3 R A A
4 R A A
5 M A Ri
6 R A A
7 R Ri Ri
8 R Ri Ri
9 R Ri Ri
10 R Ri Ri
11 R Ri Ri
12 R A A
13 R Ri Ri
14 R R Ri
15 R A A
16 R A A
17 R A A
18 R A A
19 B A A
20 R A A
21 B A A
22 R A A
23 R A A
24 R A A
25 R A A
26 R A A
27 B A A
28 B A A
29 MB A A
30 R Ri Ri
31 R Ri Ri
32 R Ri Ri
33 R A A
34 B A A
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Tabla 16b (cont): Evaluacion final de las muestras de ensilados de sorgo

Evaluacion Evaluacion Evaluacion
Muestras Quimico-fermentativa Toxico-micoldgica Final

(1 (2) (3)
35 R Ri Ri
36 MB A A
37 MB A A
38 R Ri Ri
39 R A A
40 R Ri Ri
41 B A A
42 R Ri Ri
43 M A Ri
44 R A A
45 M A Ri
46 M Ri Ri
47 R Ri Ri
48 R A A
49 M Ri Ri
50 B A A
51 B A A
52 R Ri Ri
53 R Ri Ri
54 R A A
55 R A A

(1) de acuerdo a la Tabla 12

(2) de acuerdo a la Tabla 13

(3) A:(1)BoMBoRYy((2)A
Ri:(1))Mo(1)Ry (2 Ri
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Tabla 16c: Evaluacion final de las muestras de ensilados de alfalfa.

I N

Evaluacion Evaluacion Evaluacion
Muestras Quimico-fermentativa Toxico-micolégica Final

(1) (2) (3)

1 M Ri Ri
2 M Ri Ri
3 R A A
4 M A Ri
5 R A A
6 R A A
7 B A A
8 M Ri Ri
9 MB A A
10 B A A
11 R Ri Ri
12 M Ri Ri
13 M A Ri
14 M Ri Ri
15 M Ri Ri
16 M A Ri
17 R Ri Ri
18 M Ri Ri
19 M Ri Ri
20 R Ri Ri
21 M Ri Ri
22 R Ri Ri
23 M Ri Ri
24 M Ri Ri
25 M Ri Ri
26 R Ri Ri
27 R Ri Ri
28 M Ri Ri
29 M Ri Ri
30 M A Ri
31 R A A
32 R A A
33 R A A
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Tabla 16c (cont): Evaluacion final de las muestras de ensilados de alfalfa

Evaluacion Evaluacion Evaluacion
L ULSUEE Qco-Ferm (1) Toxico-micol (2) Final (3)
34 R Ri Ri
35 R Ri Ri
36 M Ri Ri
37 M A Ri
38 M Ri Ri
39 M Ri Ri
40 M Ri Ri
41 M Ri Ri
42 R Ri Ri
43 R Ri Ri
44 R Ri Ri
45 M Ri Ri
46 R Ri Ri
47 R Ri Ri
48 R Ri Ri
49 M Ri Ri

(4) de acuerdo a la Tabla 12
(5) de acuerdo a la Tabla 13
6) A:(1)BoMBoRY (2 A
Ri: (1) Mo (1) MB, BoRYy (2) Ri
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El andlisis de la asociacion entre las variables quimico-fermentativas y téxico-

micoldgicas fue realizado por el test Exacto de Fischer (Stokes y col., 2000).

La informacion presentada en las Tablas 16 a, b y ¢ se sintetiza graficamente en
la Fig 17. Es asi como los silos de calidad Muy Buena, Buena o Regular pueden ser
clasificados como A o Ri para el consumo utilizando mas variables que las del tipo
quimico-fermentativo (Fig 13 y17).

MAIZ SORGO
100 100
90 90
80 80
70 70
60 60
% 50 % 50
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0
Aceptables Riesgosas Aceptables Riesgosas
BMB/B OR av BMB/B OR av

ALFALFA

100
90
80
70
60
%, 50
40

30 —_—
20
10
0

Aceptables Riesgosas
aMB/B OR am

Fig 17: Evaluacion final como A o Ri de muestras de forrajes calificadas quimico-
fermentativamente como Muy Buenas / Buenas (MB/B), Regulares (R) o Malas (M)
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Las muestras de sorgo y alfalfa que fueron clasificadas quimico-
fermentativamente como de calidad Muy Buena o Buena no presentaron ninguna de
las variables téxico-micoldgicas afectadas, razén por la cual fueron consideradas A.
En este caso no seria necesaria la evaluacion microbiolégica. Teniendo en cuenta
que algunos alimentos a base de maiz, quimicamente calificados como MB o B
presentaron parametros téxico-micologicos alterados, en estos casos si resultaria
necesario el andlisis de dichas variables para definir su aceptacion.

En las muestras con calidad quimico-fermentativa R el analisis toxico-
micoldgico es indispensable.

En la busqueda de nuevas variables indicadoras de la calidad de un alimento,
como una herramienta util para desarrollar una rapida evaluacion de la cadena de
produccion, en este trabajo de Tesis, se pudo establecer (p<0.05) que en las
muestras de maiz y de alfalfa DON + AF resultan suficientes para conocer la calidad
“final” del ensilado (Amigot y col., 2003; Amigot y col., 2004; Amigot y col., 2006;
Amigot y col, 2007). Otros autores (Gaggiotti y col., 2007) comprobaron que DON no
resultaba por si solo un buen parametro indicador de ocurrencia de otras toxinas
cuando se analizaban forrajes conservados provenientes de la cuenca lechera de la
provincia de Santa Fe.

Para todas las muestras de sorgo de calidad quimico-fermentativa R se pudo
concluir (p<0.05) que es necesario determinar el recuento de UFC/g, la presencia de

A. fumigatus y la concentracién de AF para conocer la calidad final de los alimentos.

En sintesis

La evaluacion de la calidad quimico-fermentativa resultd insuficiente para
obtener la calificacidn final de los forrajes, con excepcion de las muestras de calidad
Mala que deben ser rechazadas por no ser aptas para el consumo,
independientemente de su evaluacion toxico-micologica.

La evaluacion de los parametros toxico-micolégicos tampoco es suficiente para
decidir la aceptabilidad ya que se reportaron muestras aceptables pero de mala
calidad quimico fermentativa.

Se pudo determinar que el analisis conjunto de los parametros quimico-
fermentativos y los parametros toxico-micologicos permite decidir de manera sencilla

la aceptabilidad de un forraje para su utilizacion en la alimentacién animal,

105



2 g]: / q :. s

proponiéndose el siguiente esquema de analisis para forrajes de maiz, sorgo y alfalfa
(Fig 18) (Amigot y col., 2005c, Amigot y col., 2006).

_ EVALUACION
QUIMICO FERMENTATIVA

MUY BUENA v MALA
BUENA
REGULAR *
¥ * RIESGOSO
SORGO :
—
ALFALFA MAIZ
A4
EVALUACION
1I TOXICO MICOLOGICA V
ACEPTABLE -
SORGO MAIZ
ALFALFA
UFClg ‘
A.fumigatus AF
AF DON
ACEPTABLE RIESGOSO ACEPTABLE RIESGOSO

Fig 18: Algoritmo de trabajo para evaluar la calidad de un forraje.
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CONTROL BIOLOGICO DE LA CONTAMINACION FUNGICA EN FORRAJES

Con el desarrollo de la agricultura la flora autéctona se vio desplazada para
permitir el desarrollo de cultivos mas redituables. EI hombre ha manipulado la
naturaleza para su beneficio alterando no so6lo la biodiversidad sino también la
composicién de los ecosistemas naturales. La naturaleza ha respondido
favoreciendo el desarrollo de plagas y pestes para controlar a estos cultivos
“antinaturales”. Para contrarrestar la accion de los patdgenos, el hombre ha
desarrollado a lo largo del tiempo distintas estrategias entre las que se
encuentran la rotacion de cultivos, el uso de agentes quimicos, etc. Sin embargo
los pesticidas quimicos contaminan los sistemas acuiferos y presentan efectos
nocivos sobre los animales y el hombre como por ejemplo intoxicaciones o cancer
(CAST, 2003).

Se estima que entre el 15 y el 20% de la produccion agricola mundial se pierde
por la accion de hongos fitopatégenos y toxigénicos, razon por la que se los debe
controlar con acciones o productos “respetuosos” del medioambiente. El
surgimiento del control biolégico como una nueva forma de control de
enfermedades y plagas mas inocua se presenta como una herramienta mas
promisoria para una agricultura ecologica (Montesinos y Bonaterra, 2009).

El desarrollo de pesticidas microbiolégicos (biopesticidas) involucra muchas
etapas: aislamiento, identificacion, caracterizacion en cultivos puros del agente de
biocontrol, busqueda de bioensayos efectivos que permitan la “trazabilidad” del

biocontrolador, etc. (Montesinos, 2003).

Control biolégico de hongos toxigénicos in vitro

Evaluacion de la actividad antagonista de cepas de Streptomyces spp.
frente a cepas fungicas de capacidad toxigénica probada

Para el aislamiento de potenciales agentes de biocontrol se recomienda el
muestreo de areas apropiadas tales como aquellas zonas donde el patégeno ha
sido inhibido o aquellos cultivos que, aun en areas de epidemia, no fueron

atacados. El agente aislado debe ser capaz de interferir en el ciclo bioldgico del
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patdogeno. La seleccion debe realizarse en medios apropiados para obtener
desarrollos puros (Montesinos, 2003).

Para el aislamiento de cepas de Streptomyces se utilizaron muestras de suelo de
cultivo de cereales, huertas organicas y suelo sin cultivar. El aislamiento de las
cepas de Actinomycetes fue realizado de acuerdo con la técnica de Panthier y col.
(1979). Entre los Actinomycetes aislados se seleccionaron 41 cepas que por sus
caracteristicas macro y microscopicas eran compatibles con el género

Streptomyces (Williams y col., 1989) (Fig 19 ay b).

Fig 19: a) Macromorfologia de cepas de Streptomyces en APD b)
Micromorfologia de Streptomyces C/33-6 (400X) coloreado con azul de algodon.

El bioensayo empleado para seleccionar potenciales biocontroladores
consisti6 en enfrentar conidios de los hongos con capacidad toxigénica
probada con cada una de las cepas de Streptomyces previamente
desarrolladas en APD. También se evalué la actividad antagonista de
Streptomyces frente a dos cepas de A. fumigatus aisladas. Se efectuaron 6

repeticiones de cada combinacion Streptomyces - hongo (Fig 20).
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Fig 20: Bioensayo empleado para seleccionar cepas de Streptomyces potenciales
biocontroladores fungicos. a) Cepa de Streptomyces C/33-6 con actividad
antagonista de F. proliferatum b) Cepa de Streptomyces 506 sin actividad
antagonista frente a A. flavus 12M10.

Los promedios de los didmetros de las zonas de inhibicion correspondientes a
aquellas cepas de Streptomyces que inhibieron al menos a un hongo toxigénico

se presentan en la Tabla 17.
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= Tabla 17: Actividad antifungica producida por las cepas de Streptomyces frente a hongos toxigénicos

Diametro de la zona de inhibicién (mm)

Hongo
Streptomyces A.fumigatus A.parasiticus  A.flavus F.proliferatum  F.proliferatum F.graminearum g gnorotrichioides

15M 7 5 M43 12 M10 4 M2 7 M12 ITEM 124 NRRL 3299
33-6 15,83 + 3,31 11,5£394  250+0,55 15,83 + 3,31 6,67 + 0,52 10,83 + 0,98 13,67 + 1,21
101 0,33+ 0,52 0 0 0 0 0 5,58 + 0,92
103 1,17 0,98 2,33 +0,52 0,67 + 1,03 4,67 +1,86 6,83 + 0,98 11,25 £ 1,25 18,50 + 1,64
105 2,00 +0,05 0 0 6,17 + 1,17 0 4,17 £0,75 6,25 + 0,76
108 0 0 0 0 0 0,17 + 0,41 0,17 + 0,41
110 0 0 0 0 0 0 2,83+0,68
111 1,50 +0,55 0 0 3,00 + 0,09 0,33 + 0,52 0 0
112 0 0 0 0 0 8,00 + 1,41 0
113 0 1,67 + 0,52 0 0 0 1,83+0,75 1,50 + 0,55
114 0,67 1,03 0,50 + 0,84 0 4,25 +1,33 3,00 + 0,89 8,50 + 1,64 5,00 + 0,89
201 0 0,33 + 0,52 0 0 0 0 0
202 12,50 +2,26 1,33+0,52 8,33+ 1,97 14,83 + 0,98 12,50 + 2,43 0 20,50 + 1,87
203 1,08 +1,69 0 0 1,08 + 1,69 0,58 + 1,43 0 0
205 0 1,67 +1,37 0 0 0 0,33 £0,52 0
208 4,00 + 0,63 2,17 £1,94 3,33+2,16 5,33 + 1,03 3,75+ 1,60 8,25 + 0,88 8,08 + 0,92
210 0 0 0 0 0 0 3,17 £ 0,82
212 0 1,00 + 0,89 0 0 0 0 0
301 4,50 + 0,55 1,00+1,26 0,67 +1,03 6,33 + 0,52 8,00 + 2,90 5,83 + 0,75 11,17 + 0,98

=  *medida en mm de inhibicidn y expresado en promedio de 6 repeticiones + 1 desviacioén Standard
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= Tabla 17 (cont): Actividad antifungica producida por las cepas de Streptomyces frente a hongos toxigénicos

Diametro de la zona de inhibicién (mm)

Hongo
Streptomyces A.fumigatus A.parasiticus A.flavus F.proliferatum F.proliferatum F.graminearum F.sporotrichioides
15M7 5 M43 12 M10 4 M2 7 M12 ITEM 124 NRRL 3299
303 0 0 0 0 0 0 0
304 0 1,00 + 0,89 1,83+ 0,41 0 0 0 0
305 0 0 0 0,50 + 0,84 0 0 0
306 0 0 0 0 0 0,67 +£0,52 0
501 0 0,50 + 0,84 0 0 0 1,33+0,52 0
502 0,50 + 0,55 1,17 £1,17 0 0 0 0 0
503 0 0 0 0 0 0 0
504 0,67 +0,52 3,17 £1,17 3,50 £ 0,55 4,83+1,94 0 0 0
505 0 1,17 £ 0,41 4,50 + 3,21 0 0 1,50 + 0,55 0
506 0 0 0 0,42 + 0,66 0 0 0
508 0 0 0 0 0 0,67 +£0,82 0
509 0 0,83 +£1,33 0 0 0 0 0
510 0 0,50 + 0,84 0,33 £0,52 0 0 0 0
601 0,33 £0,52 0 0 0 0 0 0
602 0 0 0 0 0 0 0

=  *medida en mm de inhibicién y expresado en promedio de 6 repeticiones + 1 desviacién Standard
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Los resultados de las seis repeticiones de cada bioensayo se compararon
mediante un ANOVA para un disefio a estructura cruzada y posterior aplicacion
de comparaciones multiples por el método de Scheffé (Montgomery,1995).

Se detectd una diferencia significativa (p<0.05) en la actividad antifungica
producida por las diferentes cepas de Streptomyces, destacandose la fuerte

inhibicién producida por las cepas 33-6 y 202 (Fig 21).

20
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Diam. Inhibicion (mm)
B
o
‘\

A.fum15M7 A.par5M43 A.fla12M10 F.prol4M2 F.prol7M12 F.gram 124 F.spor3299

B Streptomyces 33-6 O Streptomyces 202

Fig 21: Inhibiciéon producida por las cepas de Streptomyces de mayor actividad
antifungica

La efectividad de la cepa de Streptomyces C/33-6 ya habia sido comprobada
frente a hongos toxigénicos en invernaculo (Borghi y col., 1992; Fulgueira y
col.,1996). Ademas su actividad inhibidora fue caracterizada como fungicida, no
quitinolitica producida por compuestos de naturaleza proteica (Acosta, 2005).

Por lo tanto la cepa de Streptomyces C/33-6 fue seleccionada como potencial

biocontrolador para posteriores estudios en microsilos experimentales.
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Evaluacion de la actividad de cepas de BAL frente a cepas fungicas de
capacidad toxigénica probada y a Streptomyces sp. C/33-6 seleccionado

como potencial agente de biocontrol

Si bien la fermentacion del material ensilado ocurre naturalmente por la
presencia de BAL epifitas, cuyo numero varia significativamente durante la
cosecha y el enslado, la velocidad y eficiencia en la fermentacién es variable
dependiendo del numero y tipo de BAL presentes en el cultivo (Muck, 2004).
Algunas particularidades del material a ensilar (sustrato) como disponibilidad de
azucares y contenido de MS, y las caracteristicas fermentativas del grupo BAL
presente influiran en su capacidad competitiva durante la fermentacion del
ensilado (Oude Elferink y col.,1999a). La presencia de BAL homofermentadoras
favorece el descenso rapido del pH inhibiendo el desarrollo de bacterias nocivas
que pueden actuar como patdgenos o provocar deterioro de la calidad del
alimento (Muck y Holmes, 2006). Algunos autores relacionan el efecto
antimicrobiano de las BAL con la produccién de acido lactico y acido acético o
con subproductos de actividad metabdlica tales como peroxido de hidrogeno o
bacteriocinas (Strom y col., 2005; Onilude y col., 2005). Ademas ha sido
comprobado que la presencia de BAL heterofermentadoras favorece la
preservacion en la etapa de estabilidad aerdbica y suministro (Hoffman y
Combs, 2001; Muck y Holmes, 2006).

En el presente estudio el aislamiento de cepas de BAL se realizé a partir de silos
de buena calidad empleando la técnica de diluciones sucesivas y siembra en
agar MRS, a 37°C en bolsas de anaerobiosis. Se seleccionaron 9 cepas con
caracteristicas de BAL: cocos G(+) y bacilos G(+) catalasa (-), para realizar los
ensayos de inhibicion en placa. Su actividad inhibidora fue ensayada frente a 4
hongos toxigénicos (A. parasiticus 5M43, A. flavus 12M10 y Fusarium
proliferatum 4M2 y 7M12) y un patégeno humano y animal (A. fumigatus 15M7)
aislados de silos y 2 hongos toxicogénicos de coleccion (F. sporotrichoides
NRRL3299 y F. graminearum ITEM124) y frente a Streptomyces C/33-6 por el

meétodo “overlay” modificado de Magnusson y Schnurer (2001). La Tabla 18
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muestra los didmetros de las zonas de inhibiciébn obtenidas y la Fig 22

ejemplifica una de las interacciones.

114



Resultades ¢ discasisn

Tabla 18: Actividad inhibidora producida por las cepas de BAL frente a los hongos toxigénicos y Streptomyces C/33-6

Diametro de la zona de inhibicién (mm)

Microorganismo

BAL Streptomyces A.fumigatus A.parasiticus A.flavus F.proliferatum F.proliferatum F.graminearum F.sporotrichioides
C/33-6 15M 7 5 M43 12 M10 4 M2 7 M12 ITEM 124 NRRL 3299
’ 0 0 413 +1.03 0 6.2+1.95 8.00 +2.45 20.25 +4.92 19.50 + 8.19
) 0 0 4.5+1.91 0 5.91+1.38 8.00 + 2.45 23.50 + 4.80 21.50 + 0.71
3 0 1.77£089  613+1.03 1.38+£048  163+0.98 2.50 + 2.51 18.75 + 4.65 11.50 + 0.71
A 500+082  265+115  g13+131 163+048 9951256 3.75+4.35 15 + 1.41 13 +3.56
5 2.0£0.42 2.86 +0.78 5.13 + 1.03 0 4.95+0.93 6.67 + 1.03 19.50 + 7.55 10£2.70
5 9.25 + 0.96 0 6.88 + 1.75 0 1.05 + 0.67 1.25+0.96 17.75+4.86 13.50 + 3.00
. 0 406+322  688+266 2791065 gg5+208 10 +1.63 19.75 + 6.24 15.25 + 2.22
8 450+526  1.85+0.97 2.00+ 1.06 0 4744212 5.75 + 2.50 17.25 +6.95 13.50 + 1.29
9 0 0 3.88+1.89 0 53+1.76 6.50 + 1.91 16 + 3.37 8.2+1.35

*medida en mm de inhibicién y expresado en promedio de 4 repeticiones + 1 desviacion Standard
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Fig 22: Bioensayo empleado para seleccionar cepas de BAL potenciales
biocontroladores fungicos. Interaccion BAL/7- F. proliferatum 7M12 a) reverso b)
anverso

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en la evaluacién de la
actividad inhibidora se efectu6 para cada hongo mediante un ANOVA
unifactorial. Los supuestos fueron validados a través del analisis de residuos. En
caso de no cumplimiento de los mismos se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis.
Las técnicas de comparaciones multiples utilizadas fueron la de Tukey para el
ANOVA basada en la variable F de Snedecor y la desarrollada a partir de la
suma de rangos de Kruskal-Wallis en el segundo caso. Las diferencias fueron
consideradas como significativas cuando p<0.05 .

Las cepas de BAL 1, 2, 3, 7 y 9 no produjeron inhibicién del Streptomyces C/33-
6. El resto de las cepas produjeron diametros promedios significativamente
mayores que cero.

Por presentar fuerte actividad inhibidora frente a los hongos toxigénicos vy
carecerla frente a Streptomyces C/33-6, se seleccioné a la cepa BAL/7 para ser
ensayada como agente de biocontrol en microsilos experimentales.

La cepa de BAL/7 fue remitida al Centro de Referencia para Lactobacilos
(CERELA) para su identificacion genética. El analisis comparativo de las

secuencias descriptas en las diferentes bases de datos mostré6 una elevada
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identidad (>0.95) con cepas pertencientes al género Lactobacillus y dentro de

éste con la especie Lactobacillus buchneri (Apéndice ).

En sintesis:

En la busqueda de potenciales biocontroladores de hongos toxigénicos fue
seleccionada una cepa de Streptomyces, C/33-6, por presentar una fuerte
actividad antagonista.

También se ensayd la capacidad biocontroladora de hongos toxigénicos de
cepas de BAL, seleccionando a BAL/7 por presentar fuerte inhibicion frente a

todas las cepas de hongos ensayadas y no inhibir a Streptomyces sp. C/33-6.
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Control biolégico de hongos toxigénicos en microsilos experimentales (ME).

Cuando se estudié la calidad de los alimentos conservados destinados al
consumo de ganado de la cuenca lechera de la provincia de Santa Fe se
determindé que alfalfa y maiz resultaron los sustratos mas contaminados. Entre
estos dos sustratos se decidid utilizar maiz como matriz de los ME ya que los
ensilados de planta entera de maiz proporcionan al ganado alimentos con altos
niveles de energia y con alta MS por unidad de siembra. Si bien el valor nutritivo
varia con la proporcion de granos, el contenido de fibra, de almidén, de grasas y
de proteinas, el facil manejo del cultivo y la posibilidad de mecanizacion de la
cosecha han incrementado notablemente su popularidad como material ensilable.
El uso de ensilados de maiz presenta ventajas sobre otros alimentos destinados
al consumo animal: pueden conservarse por mas tiempo y permiten obtener
raciones mas nutritivas a menores costos (Weiss, 2001; Schawab y Schaver,
2001).

Para disminuir la contaminacion y mejorar la calidad de los ME se ensayo
una estrategia mas inocua que el control quimico como es el uso de agentes de
biocontrol. Se selecciond para esta etapa como hongo toxigénico a controlar, una
cepa de Aspergillus seccion Flavi por presentar una mayor capacidad para
producir conidios en medios y condiciones sencillas que el género Fusarium y por
disponer de un medio de cultivo diferencial AFPA, que permitiria seguir la
trazabilidad de la cepa durante el ensayo. Teniendo en cuenta que las cepas A.
parasiticus son en casi su totalidad productoras de AF, se decidioé seleccionar A.
parasiticus 5M43 para los ensayos posteriores (Gourama y Bullerman, 1995).
Como potenciales agentes de biocontrol se emplearon Streptomyces C/33-6 y
Lactobacillus buchneri BAL/7.

Busqueda del mejor carrier para inocular los microorganismos.
Para seleccionar el carrier o vehiculo mas apropiado para inocular los

microorganismos (contaminantes y biocontroladores) en los microsilos

experimentales, se decidid estudiar la viabilidad del A. parasiticus 5M43 y del

118



Resaltados y discusicn

Streptomyces C/33-6 sobre dos sustratos: alfalfa y maiz. Las matrices estudiadas
fueron molidas y esterilizadas para la realizacién del ensayo.

Alicuotas de ambos sustratos fueron inoculados con suspensiones de A.
parasiticus 5M43 y de Streptomyces C/33-6 incubados a 28°C. Todos los ensayos
fueron realizados por duplicado. A las 0, 24 y 48 hs de incubacion se tomaron
muestras de todos los tratamientos y se efectud el recuento de UFC/g de sustrato
empleando la técnica de diluciones sucesivas. Para el recuento de Aspergillus
grupo flavus (Tabla 19) se utilizdé AFPA como medio de cultivo y para los
Streptomyces, APD (Tabla 20).

Tabla 19: Recuento total de Aspergillus grupo flavus *(UFC/g de sustrato) (Todos
los valores son x 107)

TIEMPO
MATRIZ
Inicial 24 hs. 48 hs.
Maiz 175+212 10+ 0.85 7.62+1.24
Alfalfa 2.37+1.52 24 +1.75 15+2

*expresados como promedio de 2 repeticiones + 1 desviacion standard

Tabla 20: Recuento total de Streptomyces * (UFC/g de sustrato) (Todos los
valores son x 10°)

TIEMPO
MATRIZ
Inicial 24 hs. 48 hs.
Maiz 52.25 +14.50 19.3+1.70 9.16 £ 0.59
Alfalfa 26.8 +7.35 8.4 +0.57 455 +1.91

*expresados como promedio de 2 repeticiones + 1 desviacion standard
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De acuerdo a los estudios estadisticos efectuados por la técnica de Tuckey se
pudo concluir que la recuperacion de Aspergillus grupo flavus en maiz fue
significativamente mayor en todos los tiempos ensayados que cuando se utilizd
alfalfa (p<0.001).

Para Streptomyces spp. también se pudo concluir que la recuperacién del
agente fue significativamente mayor en maiz que en alfalfa (p<0.01).

Si bien la recuperacion de Aspergillus grupo flavus no varié significativamente
a las 24hs de incubacién a T° ambiente, la viabilidad de Streptomyces si decrecio
(p<0,05). Estos resultados mostraron la necesidad de efectuar la inoculacién de los
microorganismos en los silos antes de cumplidas la 24hs de preparacion de los

carriers.

En sintesis
El maiz resultd mejor vehiculo para inocular el agente patdgeno y el de

biocontrol en el armado de los ME.
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Ensayo en ME de planta entera de maiz

Los microsilos reproducen a pequefia escala las condiciones de compactacion,
aireacion y conservacion alcanzadas en los silos tradicionales.

Se disend un experimento para evaluar el efecto producido por un hongo
toxigénico, A. parasiticus 5M43, y dos potenciales biocontroladores (PBC),
Streptomyces C/33-6 y Lactobacillus buchneri BAL/7, sobre ME de planta entera de
maiz de acuerdo a las siguientes combinaciones de microorganismos (tratamientos):

1) Control

2) Streptomyces C/33-6 (PBC1)

3) Lactobacillus buchneri BAL/7 (PBC2)

4) Aspergillus parasiticus 5M43 (productor de aflatoxinas)
5) Streptomyces C/33-6 + A.parasiticus 5M43

6) Lactobacillus buchneri BAL/7 + A.parasiticus 5M43

7) Streptomyces C/33-6 + Lactobacillus buchneri BAL/7

8) Streptomyces C/33-6 + Lactobacillus buchneri BAL/7 + A.parasiticus 5M43
Cada tratamiento fue aplicado por duplicado simulando condiciones

apropiadas (anaerobias) e inapropiadas (aerobias) de compactacion y oxigenacion.

Preparacion de los in6culos

Para obtener propagulos de la cepa de A. parasiticus 5M43 y de Streptomyces
C/33-6 se utilizo6 APD como medio de cultivo. La cepa de Lactobacillus buchneri
BAL/7 fue sembrada en agar MRS. Se prepararon suspensiones de
concentraciones 5x10” conidios/ml de A. parasiticus 5M43 y 5x10° conidios/ml de
Streptomyces C/33-6 y de L. buchneri BAL/7.

Para inocular los microorganismos en los microsilos de maiz se tuvieron en
cuenta los resultados observados en el ensayo preliminar “busqueda del mejor
carrier para inocular los microorganismos”. Se prepararon 48 recipientes
conteniendo 20g de maiz estéril c/u a los que se les agregaron las suspensiones de
los microorganismos en un volumen apropiado para alcanzar en cada microsilo 107
conidios de A.parasiticus 5M43/kg de maiz o 10° conidios de Streptomyces/kg de
maiz o 10° UFC de BAL7/kg, considerando que se utilizaria un recipiente para cada

microorganismo y para cada réplica del experimento.
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Armado de los ME

Para la confeccién de los ME se utilizd planta entera de maiz cosechada en
estadio de grano lechoso (Fig 23 a y b). El maiz una vez picado fue mezclado y
homogeneizado con el/los carriers conteniendo el/los microorganismos adecuado/s
para cada uno de los tratamientos (Fig 23 c) y colocado en bolsas plasticas bicapa
de iguales caracteristicas a las empleadas para la confeccion de los silos “a
campo”. El ensayo fue desarrollado en el tambo experimental dependiente de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosario (Casilda).
Las bolsas plasticas fueron suministradas por los Ing. Agr: Cristiano Casini y
Mauricio Santajuliana de la EEA-INTA Manfredi.

a)
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Fig 23: Confeccion de ME a) Maquinaria utilizada durante la cosecha y picado de la
planta entera de maiz. b) Sustrato para ensilar: planta entera de maiz picada. c)
Agregado del carrier previo al armado de los microsilos

Para lograr buenas condiciones de compactacién el llenado de las bolsas se
realizd6 con apisonamiento del material y disminucién del aire que pudiera haber
quedado retenido. Las malas condiciones se simularon no realizando la

compactacion y rompiendo las bolsas plasticas (Fig 24 ay b).
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B,

Fig 24: Microsilos expeimentales de planta entera de maiz.
a) De fondo se observa la confeccion de un silo en tamafo Standard. b) ME
dispuestos a campo

Evaluacién de la calidad de los ME
El muestreo de los microsilos se realizd6 a dos tiempos: 0 (TO: previo al

armado de los silos) y a los 45 dias (fin del proceso de estabilizacion). Se tomaron

alicuotas de diferentes sectores del silo con las que se prepararon submuestras de

3kg aproximadamente y de ellas se tomaron las muestras analiticas para realizar

las siguientes determinaciones tendientes a evaluar la calidad de los ME:

1.
2.
3.
4.
5.

Recuento total de hongos (Pitt y Hocking, 1999)

Recuento de Aspergillus grupo flavus (Pitt y Hocking, 1999).
Recuento total de BAL (de Man y col., 1960).

Recuento de Streptomyces (Korn-Wendisch y Kutzner, 1992)

Determinacién de aflatoxinas totales (AF) (ELISA, Romers AgraQuant R

Aflatoxinas Totales)

6.
7. pH, %NHs/NT y %PB (Blain y Urtinette, 1954a,b)
8.

9. %FDA, %FDN y %NIDA (Broderick, 1994)

Determinacion de DON (ELISA, Biopharm Ridascreen Fast DON R5906)

%MS (AOAC, 1990)

a) Evolucion de los parametros microbiolégicos
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Los resultados correspondientes a las determinaciones de los parametros

microbiolégicos del material a ensilar (TO) se muestra en la Tabla 21.

Tabla 21: Evaluacién microbiolégica de la materia prima utilizada en el armado de los
ME (TO)

Recuentos (UFC/g) * Toxinas (ug/kg) *

Aspergillus

Streptomyces BAL AF DON
grupo flavus

HongosTotales

(3.5+1.7)x10° <10 <10 (2.6 +1.2)x 10* ND 209+ 127

*expresados como promedio de 2 determinaciones * 1 desviacion standard.
ND no detectable

Los resultados correspondientes a la evaluacion de los parametros

microbiolégicos en la apertura de los ME se muestran en la Tabla 22.
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Tabla 22a: Parametros microbiolégicos en ME conservados a campo durante 45 dias con Buenas Condiciones de compactacion.

Recuentos (UFC/g) #

Toxinas (ng/kg) #

TRATAMIENTOS

Aspergillus

Evaluacion
Toxico-micologica

Hongos Totales Streptomyces BAL AF DON
grupo flavus
3
1B (3-51%:;)“0 <10 <10 (5.3 +1.1)x 10° ND  230:15.6 A
3
o8 (3-61%6;)’”0 <10 <10 (5.9 +1.6)x 10° ND 237 + 17 A
3B (1.8 + 0.8) x 10 <10 <10 6.2+1.7)x 10 ND 2155 19.1 A
(8.1+2.7)x10° 6
4B *) <10 <10 (6.1+1.3)x 10 ND 2425 + 6.4 A
3
- 6.1+ 1(;7))X 10 <10 <10 (4.1+1.5)x 10° ND  222:85 A
6B (4.2 2.9) x 10 <10 <10 (3.7+1.7)x 10 ND  2245:7.8 A
7B (4 1.8) x 10 <10 <10 (15+0.8)x 10" ND 2285464 A
8B (4.7 +1.5) x 10° <10 <10 (22+1.2)x 10" ND  2185+7.8 A

A aceptable; Ri Riesgosa (presencia de A. fumigatus y/o Recuentos = 10° UFC fingicas/g y/o AF= 3ug/Kg y/o DON = 400ug/Kg y/o AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg )
(*) con neto predominio de levaduras
# expresados como promedio de 2 determinaciones + 1 desviacion standard.

B buenas condicione
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Tabla 22b: Parametros microbioldgicos en ME conservados a campo durante 45 dias con Malas Condiciones de compactacion

TRATAMIENTOS

Recuentos (UFC/g) #

Toxinas (ug/kg) #

Aspergillus

Evaluacion
Téxico-micologica

Hongos Totales grupo flavus Streptomyces BAL AF DON
1™ 2+0.7)x10°  (1£0.2)x 10° <10 (2.5+1.1)x10° ND 304 +9.2 Ri
2m (5.1£13)x 10"  (81£21)x10 (1.3£05)x10" (1.7+0.9)x 10° ND 280.5 £ 17.7 Ri
3M (1£0.2)x10° <10 <10 (4.0 0.8) x 10° ND 245.5+10.6 A
am (8.9+1.3)x10° (1.3%0.6)x 10° <10 (1.9+£0.8) x 10° ND 329 +12.7 Ri
5M (12+05)x10® (24+08)x10° (7.8+25)x10° (29+1.3)x10° ND 286 + 15.5 Ri
6M 66+19)x10°  (5+2.9)x10° <10 (3.7 £ 0.4) x 10° ND 250.5 % 10.6 A
™ (23+0.8)x 10° <10 <10 (1.9+0.8) x 10° ND 256.5+9.2 A
8M (39+23)x10° (7.9+27)x10° <10 (1.4+0.7) x 10° ND 264.5 + 14.8 A

A aceptable; Ri Riesgosa (presencia de A. fumigatus y/o Recuentos = 10® UFC fungicas/g y/o AF= 3ug/Kg y/o DON = 400ug/Kg y/o AF< 3ug/Kg y DON < 400ug/Kg )
(*) con neto predominio de levaduras
# expresados como promedio de 2 determinaciones + 1 desviacion standard.
M malas condiciones
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El estudio de las variables microbiolégicas (Amigot y col., 2008) se efectud
mediante un ANOVA (p<0,05) para un disefo factorial y posteriormente
comparaciones multiples segun Tukey (Stokes y col., 2000). Los supuestos
exigidos por la técnica fueron probados a través del analisis de residuos. En el caso
de las variables recuento de hongos totales y concentracién de DON se realizo la
transformacion a logaritmo natural y para recuento de BAL se utilizd la
transformacion raiz cuadrada.

En buenas condiciones de compactaciéon no se detectd la presencia de
Streptomyces en ninguno de los tratamientos ensayados, situacion coincidente
con lo esperado ya que este posible biocontrolador necesita O, para desarrollar

Cuando se analizaron los silos almacenados en malas condiciones (Fig 25) la
presencia de Streptomyces sp. solo se evidencié en los tratamientos T2 y T5. Si
bien Streptomyces C/33-6 fue inoculado en 4 tratamientos (T2, T5, T7 y T8), su
presencia fue detectada solamente en aquellos en los que no se sembrd BAL/7. En
los ensayos de inhibicién realizados in vitro uno de los criterios que se tuvo en
cuenta para seleccionar la cepa BAL a ser inoculada en los ME fue el de no inhibir
a Streptomyces C/33-6. Sin embargo de acuerdo a los resultados obtenidos L.
buchneri podria estar comportandose como un antagonista del Streptomyces C/33-

6 en el ecosistema del silo.

© N o A WwWN
Tratamiento

0 4 8 12
recuento de Streptomyces (UFC/g)

A
X
N
m

2

X1,E6 = 1.000.000UFC/g

Fig 25: Valores observados del recuento de Streptomyces en malas condiciones de
almacenamiento
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El recuento total de BAL en buenas condiciones de compactaciéon, donde se
logré una apropiada anaerobiosis, fue significativamente mayor que en malas
condiciones de almacenamiento, registrandose valores mas altos en aquellos
tratamientos donde se inoculd L. buchneri (T3, T6, T7 y T8) (Fig 26).

(X 1000) o
8F 4 Condiciones
L ] — Buenas
[ 1 — Malas

sqrt(recuento MRS) UFC/g
N N (o]
T
1

T T

1 2 3 4 5 6 7 8

Tratamiento

Fig 26: Medias de la raiz cuadrada del recuento total de BAL para los distintos
tratamientos y condiciones de compactacion

Las comparaciones multiples efectuadas se resumen en la Tabla 23 que a

continuacion se presenta.

Tabla 23: Comparaciones multiples segun Tukey de la variable Recuento Total de
BAL (raiz cuadrada) en buenas condiciones de compactacion.

Buenas condiciones

Tratamiento Grupo homogéneo

5 a

1 a

2 a

4 a

7

8

6 bc
3 c

Letras iguales indican grupos homogéneos
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En malas condiciones de almacenamiento no se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos.
El recuento de Hongos Totales en malas condiciones resultd

significativamente mayor que en buenas condiciones de compactacion (Fig 27).

2 - 7 Condiciones
© - 1 — Buenas
5 20 { — Malas
@ ]

S 16 [ ]

g ]

2 ]

o 12 [ .
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< ]

3 ]

o 4 r 7

2

— 0 [ —

1 2 3 4 5 6 7 8
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Fig 27: Medias del logaritmo del recuento total de hongos para los distintos
tratamientos y condiciones de compactacion

La presencia de Streptomyces en malas condiciones (confirmada por su
recuento) disminuyo ligeramente el recuento total de hongos (principalmente en
T5).

BAL/7 disminuyé las UFC/g totales tanto en buenas como en malas
condiciones de compactacion siendo su efecto mas marcado que el de PBC1
(Tabla 24).
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Tabla 24: Comparaciones multiples segun Tukey de la variable Recuento total de
hongos en buenas y malas condiciones de compactacion.

Buenas Malas
Tratamiento hog:)l;%?'leo Tratamiento hog;l;%%eo
3 a 3 a
6 a 7 ab
7 a 8 ab
8 a 6 b
1 b 2 c
2 b 5 c
5 b 1 c d
4 b 4 d

En buenas condiciones de compactacion las levaduras representaron
aproximadamente el 60% de la flora total en aquellos tratamientos donde no se
inoculé L. buchneri BAL/7 (Tabla 22). En los tratamientos T3, T6, T7 y T8 se
observd una marcada disminucién de UFC/g de levaduras atribuible a la presencia
de BAL/7 (observaciones no evaluadas estadisticamente).

La inoculacion del material a ensilar con BAL homofermentativas, mas
eficientes en el uso de la energia que las heterofermentativas, produce a partir de
cada molécula de glucosa dos moléculas de acido lactico, una mayor recuperacion
de materia seca y poca pérdida de energia en el ensilaje (Muck, 2002; Contreras
Geneva y Muck, 2006). El &cido lactico es ademas un acido fuerte que reduce mas
el pH en el ensilado que otros acidos. ElI pH final es mas alto cuando la
fermentacion es dominada por heterofermentadores comparado con
homofermentadores. Por cada molécula de glucosa usada en heterofermentacion,
es producida una molécula de acido lactico, una de acido acético o etanol, y diéxido
de carbono. El diéxido de carbono es liberado del ensilaje como un gas, resultando
en pérdidas de materia seca. El acido acético no es un acido fuerte como el lactico,
y el etanol no tiene efecto en el pH (Muck y Holmes, 2006).

Sin embargo las bacterias heterolacticas pueden mejorar la estabilidad

aerdbica de los ensilados (Ranjit y Kung, 2000). L. buchneri es una bacteria
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heterolactica capaz de inhibir a microorganismos como hongos (Kang y col., 2003)
y levaduras (Narendranath y col., 2001) que deterioran la calidad nutricional del
alimento. El uso de L. buchneri favorece la estabilidad aerdbica del ensilado por su
capacidad de metabolizar el acido lactico y convertirlo en acido acético y 1,2-
propanodiol bajo condiciones anaerébicas (Oude Elferink y col., 1999a,b; Oude
Elferink y col., 2001). Su eficacia ha sido anteriormente demostrada en microsilos
de maiz (Ranijit y Kung, 2000) y sorgo (Filya, 2003, Kleinschmit y Kung, 2006).
Driehuis y col. (1999) también observaron que el agregado de L. buchneri
redujo significativamente el numero de levaduras, iniciadoras del deterioro aerdbico,
respecto del silo control, asi como la proliferaciéon de las mismas durante la etapa
de apertura del silo mejorando su estabilidad aerébica. Iglesias y col (2004)
encontraron que la inoculacion de silos con L. buchneri disminuyo el recuento de
propagalos fungicos y el calentamiento producido durante el almacenamiento. El

presente estudio coincide con lo hallado por ambos autores.

En buenas condiciones de conservacion no se detectd la presencia de
Aspergillus seccion Flavi ni aun en aquellos tratamientos donde se agregdé
Aspergillus parasiticus.

Los valores obtenidos en malas condiciones de conservacion se muestran en
la Fig 28.

o N O DN WN -~
Tratamiento

1 1 I I I I 1

o 3 6 9 1 1 1
_ X 100000
recuento de Aspergillus ( )

Fig 28: Valores observados del recuento de Aspergillus seccion Flavi en malas
condiciones de almacenamiento.
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L. buchneri disminuyd significativamente los recuentos de Aspergillus

seccion Flavi (Tabla 25). En los tratamientos T3 y T7 no se registré desarrollo de

Aspergillus seccion Flavi por lo que no fueron incluidos en la Tabla.

Tabla 25: Comparaciones multiples segun Tukey de la recuento de Aspergillus
seccién Flavi en malas condiciones de compactacion

Malas condiciones

Tratamiento Grupo homogéneo

2

a

a

Hl a1l O O =

No se detectdé la presencia de AF para ninguno de los tratamientos ni
condiciones de almacenamiento evaluados en los ME.

Iglesias y col. (2004) encontraron que la inoculacién de silos de maiz con L.
buchneri disminuy® los niveles de AF.

Los niveles de DON fueron significativamente mayores en malas condiciones

de almacenamiento (Fig 29).
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Fig 29: Medias del logaritmo de la concentracion de DON para los distintos
tratamientos y condiciones de compactacion
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En buenas condiciones de almacenamiento no se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos.

En malas condiciones el T3 presenté diferencia significativa con aquellos
tratamientos donde no se inoculdé BAL/7 (T2, T5, T1 y T4). Ademas T6, T7 y T8

difirieron significativamente de T4 (Tabla 26).

Tabla 26: Comparaciones multiples segun Tukey de la variable concentracion de
DON en malas condiciones de compactacion

Malas condiciones

Tratamiento Grupo homogéneo

3 a

6 ab
7 ab
8 ab
2 b c
5 b c
1 b c
4 d

Si bien el recuento total de BAL fue similar para todos los tratamientos,
L.buchneri podria ser la especie predominante en los tratamientos donde se inocul6
BAL/7. Esta presencia de BAL/7 reduciria la sintesis de DON en el alimento,
probablemente por inhibicion de los hongos productores (Fusarium). Existen
publicaciones en las que se reportd que cepas de Fusarium fueron inhibidas por el
descenso de pH y la presencia de CO, producido en el proceso fermentativo de

ensilados de maiz (Thrane y col., 2007).

b) Evolucién de los pardmetros quimico—fermentativos

Los resultados correspondientes a las determinaciones de los parametros
quimico- fermentativos del material a ensilar (TO) se detallan en la tabla 27 (Amigot
y col., 2007).
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Tabla 27: Evaluacién quimico-fermentativa de la materia prima utilizada en el armado
de los ME (TO0).

PARAMETROS QUIMICO — FERMENTATIVOS *

pH %NH3/NT %MS %PB %NIDA/NT %FDA %FDN

5.63+0.34 (#) 2415+065 1014+0.66 13.22+1.80 33.61+1.98 52.28+2.14

*expresados como promedio de 2 determinaciones * 1 desviacion standard.
(#) no determinado en silos sin fermentar

Los valores de los parametros quimico-fermentativos obtenidos a partir de
muestras post fermentacién se muestran en la Tabla 28 y en las Fig 30 a 36
(Amigot y col., 2007). Su estudio se realizé mediante un ANOVA con dos factores:
las condiciones de compactacion del silo bolsa a dos niveles (buenas y malas) y el
tratamiento con ocho niveles (producto de todas las combinaciones posibles de los
agentes de biocontrol y del hongo toxigénico). Cuando el efecto del o los factores
resultd significativo se aplicaron las comparaciones multiples de Tukey. En todos

los casos se considerd un nivel de significacion del 5%.
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Tabla 28a: Parametros quimico-fermentativos de ME conservados a campo durante 45 dias con Buenas condiciones de

compactacion.
PARAMETROS QUIMICO - FERMENTATIVOS # Evaluacién
TRATAMIENTOS Qco-ferm

pH %NH3/NT %MS %PB %NIDA/NT %FDA %FDN *)
1B 443 +0.27 442 +0.07 18.52+0.85 10.19+1.05 10.35+0.07 30.35+£1.00 54.84+0.37 R
2B 4.66 + 0.68 6.01 £0.01 19.99+0.71 1045+£0.31 11.34+0.20 26.93+1.34 52241342 R
3B 4.84 +0.04 3.96+£0.06 2230+1.68 10.89+1.54 11.85+0.35 28.33+3.69 56.23+0.30 R
4B 4.82+0.08 5.89 £ 0.01 2128 £0.37 10.02+0.55 12.94+0.24 28.11+0.92 52.61+8.05 R
5B 4.66 + 0.34 6.28 £ 0.01 22.03+£040 927+148 13.12+393 2513+1.20 54.83+0.18 R
6B 4.47 +0.06 520+£017 2366+041 941+£092 1467+231 2551+049 51591279 R
7B 4.57 £ 0.00 412+0.28 20.53+£1.92 1047 +0.07 1456+6.31 28.34+048 54.37 £0.66 R
8B 4.41 +0.07 473+038 2157+119 910+£0.74 12.74+3.62 26.56+0.17 54.40+2.01 R

# Expresado como promedio de 2 determinaciones + 1 desviacién standard.
(*) De acuerdo a American Society of Agronomy (1994)
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Tabla 28b: Parametros quimico-fermentativos de ME conservados a campo durante 45 dias con Malas condiciones de compactacion

PARAMETROS QUIMICO — FERMENTATIVOS #

Evaluacién
TRATAMIENTOS Qco-ferm

pH %NH3/NT %MS %PB %NIDA/NT %FDA %FDN (*)
1M 8.86+0.21 15.02+1.02 1596+1.26 1216+1.48 19.87+0.75 34.43+3.24 61.46+0.88 M
2M 8.87+0.10 1751+045 1501+0.18 12.12+3.15 26.50+8.05 37.33+3.58 66.21%3.75 M
3M 8.53+0.27 9.78+1.09 1449+1.37 11.99+0.37 2092+1.10 32.11+296 61.37+1.26 R
4M 8.84+0.03 2153+051 14.79+156 11.94+0.93 23.59+243 32.10+1.07 62.50+0.57 M
5M 8.95+0.03 19.28+0.04 1582+0.34 13.69+0.81 19.17+091 3321+1.15 61.71+0.18 M
6M 828+0.37 1142+159 17.74+242 1199+0.11 1522+7.18 29.71+0.27 59.74+0.88 R
™ 8.81+0.41 10.27 £0.16  16.79+0.07 11.02+0.13 19.94 +0.33 29.23+2.47 59.15+3.21 R
8M 8.52+0.07 1239+1.28 15171025 12.82+0.31 20.28+1.95 29.96+1.67 59.73+3.29 R

# Expresado como promedio de 2 determinaciones + 1 desviacién standard.
(*) De acuerdo a American Society of Agronomy (1994)
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En la Fig 30 se muestran los valores de pH obtenidos para cada tratamiento y
para ambas condiciones de conservacion estudiadas. El valor promedio de pH fue
significativamente mayor en malas condiciones de compactacion que en buenas
para todos los tratamientos (p<0.0001). No se observaron diferencias significativas
al analizar el pH entre los tratamientos tanto en buenas como en malas condiciones

de compactacion de los ME.

9 Condiciones
" E — E — Buenas
8. [ Sl \»(/ 1 — Malas
7. L 1
PH 5 :
6. [ .
5 F ]
4 C i{_/x/ — .

1 2 3 4 5 € 7 8
Tratamiento

Fig 30: Valores medios de pH para los distintos tratamientos y condiciones de
compactacién

El valor promedio de %NH3/NT (Fig 31) fue significativamente mayor en malas
condiciones de compactacion que en buenas para todos los tratamientos, poniendo
en evidencia la desaminacién de las proteinas del alimento y la consecuente

disminucioén de la calidad del ensilado.
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Fig 31: Valores medios de %NH3/NT para los distintos tratamientos y condiciones
de compactacién

En buenas condiciones de compactacion se registraron algunas diferencias
significativas entre tratamientos para los valores de %NH3:/NT. Sin embargo
teniendo en cuenta estos valores y los de pH, todos los silos obtenidos pudieron ser
clasificados como de calidad regular segun la American Society of Agronomy
(1994),

En malas condiciones, el valor promedio de %NH3/NT en los tratamientos en
los que se inoculé BAL/7 (T3, T6, T7 y T8) fue significativamente menor que en el
resto (Tabla 29). La presencia de BAL/7 disminuy6 el %NH3/NT a valores <15,
haciendo que los silos fueran calificados quimico-fermentativamente como
regulares y no malos (American Society of Agronomy, 1994), Estos resultados
concuerdan con lo publicado por Nishino y col (2004) donde el agregado de L.
buchneri al ensilado disminuy®6 la relacion %NH3/NT.

La presencia de Streptomyces C/33-6 no mejoré el %NH3/NT de los ME en

malas condiciones.
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Tabla 29: Comparaciones multiples segun Tukey de la variable %NH3/NT en
buenas y malas condiciones de compactacion

Buenas Malas

Tratamiento horﬁgzzzeo Tratamiento horcr-l‘:;;%(:ieo

3 a 3 a

7 a 7 ab

1 a 6 bc

8 ab 8 c

6 abc 1 d

4 bc 2 e

2 bc 5 f*

5 bc 4 9

La materia seca (%MS) es una medida indirecta de la cantidad de agua en la
que estan disueltos los nutrientes del forraje. Cuando el contenido de MS en el
material a ensilar supera el 25%, las pérdidas de nutrientes por efluentes y por
respiracion del sustrato son minimizadas. El valor 6ptimo de materia seca en un silo
de buena calidad es de 30-35% una vez alcanzado su estabilidad post fermentacion
(Betancourt y col., 2006).

En los ME se observé que el valor promedio de %MS fue significativamente
mayor (p<0.00001) en buenas condiciones de compactacion que en malas para
todos los tratamientos (Fig 32). Sin embargo no se alcanzaron los valores éptimos
para un ensilado, probablemente debido a que el %MS de la materia prima era
menor al 25%.

El valor promedio de %MS no difirid significativamente entre los diferentes

tratamientos en ambas condiciones de compactacion
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Fig 32: Valores medios de %MS para los distintos tratamientos y condiciones de
compactacion

La proteina bruta (%PB) esta definida como la fraccién que incluye sustancias
nitrogenadas no proteicas (NNP) como aminas, amidas, urea, nitratos, péptidos y
aminoacidos aislados y proteinas verdaderas. Los valores esperados de %PB para
un silo de buena calidad oscilan entre 7 y 9%.

En los ME el valor promedio de %PB fue significativamente mayor en malas

condiciones de compactacion que en buenas para todos los tratamientos (Fig 33).

17 ] Condiciones
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Fig 33: Valores medios de % PB para los distintos tratamientos y condiciones de
compactacion

En ambas condiciones de conservacion no se registraron diferencias
significativas entre tratamientos. Ademas los valores hallados de %PB, en casi todos

los tratamientos, superaron a los deseables. Sin embargo un alto nivel de %PB no
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siempre es indicativo de un buen nivel nutricional ya que los compuestos NNP,
solubles o muy degradables, que pueden aumentar el %PB, poseen menor valor

nutricional que las proteinas verdaderas.

La fibra detergente neutra (%FDN) estd relacionada a la presencia de
componentes de la pared celular de las plantas: hemicelulosa, celulosa, lignina, etc.
EL valor esperado de %FDN es 45-55% para silos de una apropiada fermentacion.

Las muestras pertenecientes a ME en buenas condiciones de conservacion
presentaron valores dentro del rango esperado (Fig 34). Sin embargo los silos
almacenados en malas condiciones que difirieron significativamente de los buenos,
sobrepasaron el limite superior del valor deseable de %FDN, sin que los PBC

pudieran mejorar la situacion.
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Fig 34: Valores medios de %FDN para los distintos tratamientos y condiciones de
compactacion

La fibra detergente acida (%FDA) estima una parte de la pared celular
compuesta por celulosa ligada a lignina, ademas de compuestos Maillard
(compuestos indigestibles producidos por sobrecalentamiento). Esta fraccion es un
indicador indirecto del grado de digestibilidad del forraje: cuanto mas alta, menos

digestible. El rango deseable de %FDA en un forraje es 27-30%.
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Los ME en buenas condiciones de compactacion presentaron valores
deseables de %FDA (Fig 35). El valor promedio de %FDA fue significativamente
mayor en malas condiciones que en buenas. En ambas condiciones no hubo efecto

del tratamiento.
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Fig 35: Valores medios de %FDA para los distintos tratamientos y condiciones de
compactacion

El nitrogeno insoluble en detergente acido (%NIDA/NT) representa la
proporcion de proteinas no disponibles para el animal. Valores superiores al 15%
indican que en el forraje se ha producido la reaccion de Maillard.

En buenas condiciones los valores obtenidos de %NIDA/NT se encontraron en
el rango aceptable para todos los tratamientos aplicados (Fig 36). En los ME
obtenidos en malas condiciones se hallaron valores significativamente mas altos.

En los tratamientos con BAL/7 (T3, T6, T7 y T8) se observé una disminucién
de los efectos nocivos de las malas condiciones de compactacion aunque estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas a un nivel del 5% (Fig 36).
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Fig 36: Valores medios de %NIDA/NT para los distintos tratamientos y condiciones
de conservacion

Numerosas investigaciones han utilizado a L. buchneri como un inoculante
promisorio para la confeccién de silos (Driehuis y col, 1999; Ranjit y Kung, 2000;
Kung y Ranjit, 2001; Ranijit y col. y col; 2002; Muck y Holmes 2006; Kleinschmit y
Kung, 2006). En ellos el agregado de L. buchneri no s6lo aumento la estabilidad
aerobica por el control que ejercié sobre la flora levaduriforme, sino que ademas
disminuy6 el sobrecalentamiento producido durante el almacenado, evitando asi la
pérdida de proteinas y el deterioro de la calidad nutricional del alimento (Driehuis y
col,1999; Ranijit y Kung, 2000; Kung y Ranjit 2001, Ranijit y col; 2002, Muck y
Holmes, 2006; Kleinschmit y Kung, 2006). En el presente trabajo L. buchneri BAL/7
ejercio efecto controlador sobre el desarrollo de levaduras y mejoré la evaluacion
quimico fermentativa de los ensilados de acuerdo a American Society of Agronomy
(1994).

Muy poco se ha publicado acerca de los efectos de Streptomyces como
potencial agente de biocontrol. Hill y col (2001) hallaron que la inoculacion de
pasturas con Streptomyces achromogenes ISP 5028 previo al ensilado mejoré la
calidad nutricional y quimica del alimento. Bressan (2003) estudiaron con buenos
resultados la capacidad biocontroladora del deterioro fungico de semillas por parte
de 2 cepas de Streptomyces sp. Sin embargo en estos ensayos Streptomyces

C/33-6 solo mejord la calidad del silo por reduccion del recuento de hongos totales.

En sintesis
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Las malas condiciones de conservacién aumentaron significativamente pH,
%NH3/NT, %PB. %FDA y %FDN, recuento total de hongos y DON y disminuyeron
significativamente %MS en todos los tratamientos. BAL/7 mejoré significativamente
los valores de: %NH3/NT, recuento de hongos totales, recuento de Aspergillius
seccion flavi y DON. El agregado de Streptomyces C/33-6 redujo significativamente
el recuento de hongos totales. Sin embargo L. buchneri inhibi6 en los ME el
desarrollo de Streptomyces spp.(efecto no observado in vitro) por lo que ambos

PBC no podrian inocularse simultaneamente.
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Evaluacion de aceptabilidad de los ME

Analizando los parametros quimico-fermentativos (Tabla 28) los ME
almacenados en buenas condiciones fueron clasificados como de calidad regular.
De acuerdo al algoritmo de trabajo propuesto para determinar la calidad final de
ensilados de maiz (Fig 18), cuando la evaluacién quimico-fermentativa es MB, B o
R, solo seria necesario determinar AF y DON. Teniendo en cuenta dicho protocolo
y los valores registrados en Tabla 22, los ME producidos en buenas condiciones de
compactacion resultaron aceptables para el consumo en todos los tratamientos

evaluados (Tabla 30a).

Tabla 30a: Evaluacion final de la calidad de ME con Buenas condiciones de
compactacion

Evaluacién Evaluacion Evaluacién
Muestras Quimico-fermermentativa Toxico-micol6gica Final

(1) (2) (3)
1B R A A
2B R A A
3B R A A
4B R A A
5B R A A
6B R A A
7B R A A
8B R A A

MB: Muy Buena, B: Buena, R: Regular, M: Mala, A: Aceptable, Ri: Riesgosa:
(1) De acuerdo a pH y %NH3 /NT de Tabla 28
(2) De acuerdo a AF y DON de Tabla 22

(B)A:Si(l)esBoMBOoRYy (2)es A

Ri: Si (1) es M, 0si (1) esRy (2) Ri
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Tabla 30b: Evaluacion final de la calidad de ME con Malas condiciones de
compactacion

Evaluacién Evaluacién Evaluacién
Muestras Quimico-fermermentativa Toxico-micolégica Final

(1) (2) (3)
1M M A Ri
2M M A RI
M R A A
4M M A Ri
5M M A Ri
6M R A A
™ R A A
8M R A A

MB: Muy Buena, B: Buena, R: Regular, M: Mala, A: Aceptable, Ri: Riesgosa:
(1) De acuerdo a pH y %NH3 /NT de Tabla 28
(2) De acuerdo a AF y DON de Tabla 22

(3)A:Si(l)esBoMBORYy (2)esA

Ri:Si(1)esM,o0si(l)esRy (2) Ri

En malas condiciones los tratamientos T1, T2, T4 y T5 produjeron forrajes
quimico-fermentativamente malos, y por lo tanto considerados riesgosos para el
consumo animal aunque su evaluacion toxico-micoldgica haya resultado aceptable.
En cambio en aquellos tratamientos donde se inoculé BAL/7 la calidad quimico-
fermentativa fue Regular y considerando los resultados de AF y DON, la evaluacion

final de tales ensilados resultd aceptable.

En sintesis

Las condiciones experimentales no permitieron obtener silos de Buena
calidad. En Buenas condiciones de conservacion los ME resultaron de calidad
Regular. Las Malas condiciones produjeron silos de calidad quimico-fermenativa
Mala a excepcion de aquellos en los que fue inoculado BAL/7, calificados como
Regulares. Todos los ME Regulares fueron Aceptables en su evaluacion final.

La aceptabilidad final de los ME obtenida a partir del analisis conjunto de todas

los parametros coincidié con la resultante del empleo de las variables indicadoras.
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EVALUACION DE LA CONTAMINACION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS
ALMACENADOS DESTINADOS AL CONSUMO ANIMAL

El analisis de los parametros quimico-fermentativos de los ensilados
destinados al consumo animal permitié calificar a las muestras de sorgo y maiz
mayoritariamente como de calidad regular. Las muestras de alfalfa fueron
clasificadas como regulares y malas, casi en igual proporcion.

Cuando se analizé la asociacion entre la calidad quimico-fermentativa y la
metodologia utilizada para su conservacion se observo que el sistema puente
no era recomendable para el almacenamiento de sorgo. No existié asociacion
significativa entre el sistema de conservacion y la calidad quimico-fermentativa
cuando maiz o alfalfa fueron usados como matriz de los forrajes.

Teniendo en cuenta el recuento total de hongos, los ensilados de maiz
fueron los mas contaminados seguidos por los de alfalfa debido tal vez a una
menor disponibilidad de azucares fermentescibles. Los silos de sorgo
presentaron la menor frecuencia de muestras contaminadas (recuentos = 108
UFC/g), probablemente por el efecto protector al ataque fungico brindado por
los taninos que ellos contienen.

Los hongos levaduriformes fueron los de mayor aparicion en los forrajes,
consumiendo el acido lactico, provocando asi un aumento de pH en el ensilado
y favoreciendo la proliferacién de mohos y el deterioro aerébico del alimento.
Entre los hongos filamentosos los posibles toxigénicos fueron los mas aislados.
Dentro de ellos el género Aspergillus fue el que se presentd mayoritariamente
en los 3 sustratos siendo Aspergillus seccion flavi los mas frecuentes
independientemente del sistema de conservacién empleado.

Alfalfa resulté un sustrato no susceptible a la colonizacién por A.
fumigatus, importante patdégeno humano y animal. En sorgo se detectd su
presencia en mayor proporcion que en maiz, en ambos sustratos en muestras
con alto contenido de humedad.

Cuando se evalud la toxigenicidad de los aislados se comprobd la
capacidad productora de AF por 2 cepas de Aspergillus y de fumonisinas por 2
cepas del género Fusarium. No se encontraron cepas productoras de
tricotecenos. Si bien el numero de hongos con capacidad toxigénica probada in

vitro no fue tan elevado, su presencia en los silos representa un factor de
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riesgo potencial para la salud humana y animal. El dafio que estos hongos
pueden producir en la calidad nutritiva de los alimentos se ve incrementado por
la posibilidad de la produccion de niveles inaceptables de micotoxinas.

Los ensilados base alfalfa y maiz presentaron la mayor incidencia de
micotoxinas con valores no aceptables para el consumo animal. En estos
sustratos se presentaron mayoritariamente en forma conjunta las dos toxinas
evaluadas. Los valores mas altos de DON se presentaron en forrajes base maiz
y alfalfa. En los ensilados de sorgo se encontraron las concentraciones mas altas
de AF.

PARAMETROS DECISIVOS PARA EVALUAR LA CALIDAD DE LOS
FORRAJES. BUSQUEDA DE VARIABLES INDICADORAS DE LA CALIDAD

El alto porcentaje de muestras de calidad quimico-fermentativa Regular
mostré la necesidad de analizar otros pardmetros (tdxico-micologicos) que
permitieran tomar una decision con respecto a la aceptabilidad de un forraje para
su uso en la alimentacion animal. En base a la evaluacion conjunta de las todas
las variables estudiadas se pudo concluir que en muchos casos los parametros
quimico-fermentativos o toxico-micoldégicos per se resultaron insuficientes para
obtener la calificacion final de los forrajes.

Las muestras de calidad Mala deben ser rechazadas por su deficiente
aporte nutricional independientemente de su evaluacion toxico-micolégica.

En el caso de las muestras de sorgo y alfalfa que fueron clasificadas
quimico-fermentativamente como de calidad Muy Buena o Buena no es
necesario realizar otra determinacién. Sin embargo para los alimentos de maiz
quimicamente calificados como Muy Buenos o Buenos si resultaria
indispensable el analisis de los parametros toxico-micologicos.

Para conocer la aceptabilidad de las muestras de forrajes de maiz o
alfalfa con calidad quimico fermentativa Regular, sélo es necesario analizar AF
y DON (variables indicadoras). En el caso de las muestras de sorgo hay que
determinar el recuento de hongos totales, la presencia de A. fumigatus y la

concentracion de AF.
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En base al anadlisis de los parametros quimico-fermentativos y toéxico-
micologicos o de sus variables indicadoras la mayoria de las muestras de
alfalfa y maiz no resultaron Aceptables para el consumo de ganado vacuno,
mientras que casi la mitad de los forrajes de sorgo resultaron también

Riesgosos.

CONTROL BIOLOGICO DE LA CONTAMINACION FUNGICA in vitro

En la busqueda de potenciales biocontroladores de hongos toxigénicos
fue seleccionada una cepa de Streptomyces sp., C/33-6, por presentar una
fuerte actividad antagonista in vitro.

También se ensayé la capacidad biocontroladora de hongos toxigénicos
por cepas de BAL, seleccionando a Lactobacillus buchneri, BAL/7, que
presentd una fuerte inhibicion frente a todas las cepas de hongos ensayadas y
no inhibié a Streptomyces sp. C/33-6 in vitro.

Se seleccion6 como hongo toxigénico a controlar una cepa de A.
parasiticus, 5M43, por presentar una alta capacidad para producir conidios en
medios y condiciones sencillas y por ser un productor de aflatoxinas mas
probable que A. flavus.

El maiz resulté mejor vehiculo para inocular los microorganismos en el

armado de los ME.

CONTROL BIOLOGICO DE LA CONTAMINACION FUNGICA DE FORRAJES
EN ME

El disefio experimental propuesto permiti6 obtener buenas y malas
condiciones de almacenamiento.

Las malas condiciones de conservacion aumentaron significativamente
pH, %NH3/NT, %PB. %FDA y %FDN, recuento total de hongos y DON vy
disminuyeron %MS en todos los tratamientos. BAL/7 mejord significativamente
los valores de: %NH3/NT, recuento de hongos totales, recuento de Aspergillius

seccion flaviy DON. El agregado de Streptomyces C/33-6 redujo el recuento de
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hongos totales. Sin embargo L. buchneri inhibié en los ME el desarrollo de
Streptomyces spp. (efecto no observado in vitro) por lo que ambos Potenciales
Biocontroladores no podrian inocularse simultdneamente.

Las condiciones experimentales no permitieron obtener silos de Buena
calidad quimico-fermentativa. En buenas condiciones de conservacion los ME
resultaron de calidad Regular. Las malas condiciones produjeron silos de calidad
quimico-fermentativa Mala a excepcién de aquellos en los que fue inoculado
BAL/7, calificados como Regulares. Todos los ME Regulares fueron Aceptables
en su evaluacion final.

La aceptabilidad final de los ME obtenida a partir del analisis conjunto de
todas los parametros coincidid con la resultante del empleo de las variables

indicadoras.

En las condiciones ensayadas Lactobacillus buchneri BAL/7 resultd un

agente de biocontrol mas promisorio que Streptomyces sp C/33-6.
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CERELA CENTRO DE REFERENCIA PARA LACTOBACILOS

Chacabuco 145

CON C T 4000, San Miguel de Tucuman, Tucuman, Argentina

Tel. / Fax: (+54) (381) 4310465 / 4311720

San Miguel de Tucuman, 11 de Febrero de 2008

INFORME

Servicio solicitado:

Identificacion de bacterias mediante biologia molecular:

Se realizaron los siguientes ensayos:

» Extraccion ADN cromosémico

» Amplificacion region de ADN codificante para la region de ARN 16S mediante PCR
> Purificacion del fragmento obtenido

> Secuenciacion

> Analisis de secuencia

Solicitante: Universidad Nacional de Rosario (Dra. Cecilia Fulgueira)

1- Identificacion genética de microorganismos mediante amplificacion vy

secuenciacion de la region de ADN codificante para la region variable VI de ARN
16S

Se aisl6 ADN de la cepa suministrada por el solicitante y se utilizo6 como molde para

amplificar la region de ADN que codifica para la region varialble VI del ARN16S,
mediante PCR. Para ello se usaron cebadores especificos y se emplearon protocolos de
amplificacion estandarizados en el Laboratorio de Tecnologia y Desarrollo de CERELA.
Se obtuvo el fragmento esperado de aproximadamente 500 pb el cual fue purificado y

secuenciado. Los resultados obtenidos se presentan en hojas adicionales.

Conclusiones:
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El anélisis comparativo de las secuencias obtenidas con las descriptas en las distintas bases
de datos, mostro una elevada identidad con cepas pertenecientes al Genero Lactobacillus y

dentro de este género con la especie buchneri (ver hojas adicionales).

Responsables:

Dra. Elvira Maria Hebert

Dra. Maria Pia Taranto

Lab. Tecnologia y Desarrollo. CERELA-CONICET
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Sequences prodicing significant aligrments:
=3 -

AB361983.1
EuDDiZed.1
AEEMIES.L
EBREn05e
ABZEND33.T
EFA0EES0.3
AGIQINSS. L
[TTETTYR
ABIOESLL.1
EES3agan.1
AB3TH879.5
AB2EI2320
AEIESEIZ.1
AYD3(730.]
ABITESTT.L
EE2EN212.1
AB2E210.0
ABRENLET.L
AVITYIES.1
£E373934.1
AYIEII03. 4
A¥SFC317.3
AYO26TSLL
AB203056.5
AP420454.1
ABD243040.1
AB3EI881.1
ABGIGE0.L
AWITHIEE.1
SEITI911.1
AEI?3910.3
BEIENILIL.L
AJE2IFIT.L
APIT3E4.0

A 25

Lactcbacilus so. NGRT (002 gene for 165 nbotomal ANR, o
Lsctobacillus buchnen sirain OPY-2 185 nbosemal RNA geny
Lactobacillus buchnen otoe for 165 MNA. partisl sequence.
Lsctebasllus buchnen cene for 165 fRNA. sartal secuene,
wactebasilivs buchnen cine for 168 rANA, cartal seguene,
Lactobacillus buchnen stain OFM-3 165 riboscmal RRA gene
Laetebasiilug Buehnen sine for 165 ibssamal RMA, partisl 8
Lactobacillus buthnen sirain NRRL B-30929 165 nboscmal R
Lackobacillus buchnen cene for 182 BNA. cartsl secusnce,
Lactobacillus carabuchneri strain 2173 165 ribasomial RNA ¢
Lactobaslius carakefii cene for 165 ribeaomal ANA, cartal
Lactobacillus parakefin cere for 165 rAMA, catial seausrce
Lactobacillus carakefin vene for 1ES AMNA. satial secuerce
Lactobacillus parakefin 165 ribaseral ANA gene. sartial sec
Lactobacilus carabuchrn cene for 165 rboscmal RRA, sar
Lactohacilius parabuchnar gana for 165 rRRA, nartial sacus:
Lactobacillus parabuchmn gene for 165 rAKA, partial secus
Lactobacillus kefir gene for 165 rRUA, partial sequence, wn
Lactobacillus kefir strain JCM 3218 165 rbosomal RMA qene
Lactobacillus parabuchner strain YOTT 165 ribosomal RNA g

L bacillus kefir 165 sb. | FIEA gene, cartial secusm
Lactobacillus carabuchrar 165 AN gene. tvoe strain: LMG
Lactobacilk buchneri 165 b ] AMA gene., cartal

Lactobacillus parabuchnen gene for 165 ribosemnal RRA, par
Ligtabasillus ferintashaasis ATOC 11307 165 sbasamal RNA
Lactobacillus kefiri gene for 165 rRNA strain:hRIC 1653

Lactobacillus kefiri qene for 165 rRNA. partial ceguence, rir
Lactobacllus kafiel gene for 165 rR UL oartial ceavente, ©ir
Lactobacillus so. CIDCA 8343 165 dbesomal ANA qene, cart
Lactobacillus parabuchner straim RATTLZ 165 ibosomal AN
Lactobacillus parabuchrar strain RATT1Z 165 rbosomal AN
Lactobacillus carabuchrar cene for 165 rANA, partial secue
Lsctobacillus kefirl partisl 165 (RNA cane. stran LMG S4E0T
Lictabacllug fenntaahaatia 165 nbcaamal RNA Sene. Batia
Lactcbacllus carabuchnar straim 1853 165 nbasomal ANA a4

ek

EEEEEEEEEREEREEREREERRRRREECERERERR

BUSCEEEGEAARRARERRRRRRARRAESRESEREEE

100%
100%:
100%:
100%:
100%
100%:
1005
100%
100%:
100%

FREsREEINE

.

53835993
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Seqmatch :: Results for Query Sequences under Bactaria

Seqmatch: wergicn 3
RODP Data: rileaze 9.53
Dats Set:  Eoth bype and mom-byze stradins, »oth eswveronmaental (ancoltured) seguenaces and isciites, shormtsecuencen (<1200 buses), boty goed quality
and suspec guality seguences
[ 96419 ware includes in the search
The soreaning was based on 7-beae cligomans
Query SubmitDate:  Mon Feb 11 08:40:51 EST 2008

Match Bit format: shet 1D, erieraton simdanty scor. S_ab scocre. wnigue commoan ehgomaent and seguenie full aane. More Fels 3 avadable.

Lineage:
Fesults for Query Segeence: untrown, 325 unique olgos.

domain Badaeria (20] \match secuences)
phylum Firmicutes (20}
class Emcilli {2€

SH0IEIETI - not_calouabed 0,843 3373 Lactobacillus parabuchner; 553 AYS50775
S000392626 - wm 0460 Lactobacillus parabuchneri; RRTT12: AFITSSL0

S000352627 - not_calousted 0LETE 0452 Lactobacilus parabuchnen: RATTI: AFITISLL
5000392630 - not_caloulated 0.B77 D466 Lactobacillus parabuchner; YDTT: AF3T3334
SOO0EITISZ - nob_calculated 0.BT7 03O0 Lactobacillus parabuchnen: ATCC 11307: AFL29454
SO0TTSOLY - mokcalculated 0U5SE 0873 Lachobacillus buchned; MoM 1068: AB2ES053
SOMTTS0LE - not_calodated 0.95L 0395 Lactobaollus Buchnen: FOM 1063 ASZE5054
S000775015 - mot_calculated 0,551 0634 Lactobacillus Buchnari; BOM 1115: ABZE5038
SO00773071 - not_calculated 0,800 D663 Lactobacilus sp. JCM 2761; ABZBI10T
SOMTTSOTL - nokt_calodsted 0LBDY 070 Lactobacillus sp. JCM 2768; ABZEYL10
SOMTTSESE - mob calculated 0.BS2 0629 Lactobacillus kefid; 0N S§18; ABZES 1T
BONOTTSITA - not_calodated 0LEED CEL0 Lactobaollus parabuchnen: JOM L1162 ABZEN2L0
EQTTIINE - mot_calousted 0.853 0476 Lactobaciius parabuchren: JOM 12493: ABQES211
SO007TILTE - not_calouated 0,883 0623 Lactobacillus parabuchnerni; JCM 133117 ABZEIZ12
SOMTTSISE - not_caloulated 0.508 0588 Lactobacdilus parakefit; JOM 857 AB2§9232
S000775097 - net ealeulated 0U903 0601 Lastebacliun parakefing JOM BS74& AB2R9233
EOTOTTEIIT - met_calodated 0LED0 0355 Lactobaollussp. JCM 2762 AB2EW2TI
SO0MTTIZIE - mol_calculated DLBDD 0736 Lactobacillus sp. JCM 2763 ABZBI2T4
EpuTTEZEZ -

SO0Y92ITORT -
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