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RESUMEN

Se estudio la actividad mutagénica de 44
hongos contaminantes de sorgo y maiz medignte
la aplicacion del ensayo Rec.

Los hongos se cultivaron sobre un subtrato
natural, obteniéndose extractos con una solucion
de acetona-agua.

La activided mutagénica de cada extracto
se estudio adaptando la técnica de Kada y col. y se
ensayaron con y sin el agregado de fracciéon micro-

somal, sales y cc‘r{actares, habiéndose trabajado con
las cepas de Bacillus subtilis H 17 (Rec#)y M 45

{Rec —).

El 36,4 ofo de ellos presentd accién mutagé-
nica cuando el ensayo se realizo sin fraccion micro-
somal,

Con el agregado de la misma, sélo el 13,6 ofo
presento dicha accion.

Aspergillus, Penicillium y Fusarium fueron
los géneros que presentaron estas acciones biologicas.

-S"élo A. perasiticus presento actividad pro-
mutageénica.

INTRODUCCION

La invasion fiingica en un alimento puede
dar como resultado un marcado deterioro en su
calidad. Algunas especies de estos hongos son capaces
de producir micotoxinas (metabolitos secundarios),
bajo condiciones adecuadas de actividad acuosa,
pH y temperatura (1).

Al presente, catorce Micotoxinas han sido
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SUMMARY

{Mutagenic actiw;t_v of fungi isolated from sorghum and
corn]

We studied the mutagenic activity of 44 fungi
contaminating sorghum and com using the Rec test,

Fungi were grown on a natural medium and
acetone-water fungal extracts were prepared,

The mutagenic activity of each extract was
determined adapting the technique of Kada et al.;
such biological activity was tested with and without
the addition of microsomal fraction salt and co-
factors using Bacillus subtilis strains H 17 (Rec+4)

and M 45 (Rec — ) )
When the test was carried out without micro-

somal fraction 36.4 ofo of the extracts presented
mutagenic activity. With microsomal fraction added
only 13.6 ofo showed activity.

Aspergillus, Penicillium and Fusarium were
the genera that showed biological activity.

Only A. parasiticus presented promitagenic
activity.

reconocidas como cancerigenas en animales de
experimentacion y una ha sido implicada en carci-
nomas humanos (2).

Diferentes autores entre los que encontramos
a Ames y col. (8), han establecido una fuerte corre-
lacion entre las propiedades carcinogénicas y muta-
génicas de numerosos contaminantes ambientales
y esto ha permitido contar con métodos de “scree-
ning” rapidos y econdmicos para la deteccion de
sustancias potencialmente carcinogénicas.
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Entre estos métodos encontramos el ensayo
REC que es uno de los aconsejados por Environ-
mental Protection Agency (EPA) de los Estados
Unidos (4) para el estudio de sustancias mutagé-
nicas. El mismo se basa en que los distintos dafios
producidos sobre el ADN estdn sujetos a la repara-
cién por recombinacion post-duplicacién y que las
bacterias mutantes que carecen de la posibilidad de
efectuar dicha reparacion (Rec —) son mds sensibles
2 los agentes mutagénicos que las células normales
que le dieron origen (Rec). Kada y col. (5) propo-
nen para este ensayo utilizar 2 cepas de Bacillus
subtilis: la cepa HI7 (Rec+) y la cepa M45 (Rec —)
que fue aislada como una mutante supersensible
luego de irradiar la cepa H17. Una de las ventajas
de este ensayo es que no estd restringido a la detec.
cibn de mutaciones puntuales especificas, ya que
puede detectar dafios producidos por distintos meca.
nismos y en cualquier locus (o multi loci) del ADN,
Sin embargo, como todo ensayo con bacterias, nece-
sita activacion metabolica para poder detectar las
sustancias promutagénicas que son activadas a nivel
hepatico.

En este trabajo se estudia la capacidad muta-
génica y promutagénica de hongos contaminantes
de maiz y sorgo utilizados en la preparacion de
alimentos, con el objeto de evaluar el riesgo potencial
que implican estos mohos en la salud humana y
animal.

METODOS

Se aislaron 44 cepas de hongos a partir de
sorgo y inaiz, obtenidos de silos de fibricas de
alimentos balanceados y molinos harineros de la
zona de la ciudad de Santa Fe (6).

Se cultivaron sobre el sustrato natural a 259 C
durante 14 dias. Para ello se prepararon placas con
30 ml de medio de cultivo constituido por grano
molido al 5 ofo en agua y agarizado,

Transcurrido el periodo de incubacion se
obtuvieron los extractos fangicot con una solucion
de acetona-agua (80:20) (7).

La actividad mutagénica de cada extracto se
estudid adaptando la técnica de Kada (5), y se ensa-
yaron con y sin el agregado de fraccion microsomal,
sales y cofactores, habiéndose trabajado pot ‘separa-
dti*l if?en paralelo con las cepas de B. subtilis M45
y .

Adaptacion de la técnica de Kada y col.

a)  Cosecha de esporos: se trabajo con cada cepa
de B. subtilis por separado del] siguiente modo:

Se hicieron rodar perlas de vidrio sobre una
estria fresca de cada una de las cepas. Luego se
traspasaron a una superficie de agar tripticasa soya
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contenido en botellas de Roux. Se incubaron a
30° C durante 24 horas y luego 7 dias mis a tem-
peratura ambiente.

Transcurrido este tiempo se agregaron 30 ml
de solucion fisiologica a cada botella de Roux, a
fin de extraer la mayor cantidad posible de células.
Luego se centrifugé a 1,500 r.p.m. durante 20 minu-
tos. Una vez desechado el sobrenadante, las células
se lavaron con otros 30 ml de Solucion Fisiologica.
Este procedimiento de lavado se repitio otras dos
veces mis, Al témino de la Gltima centni-
fugacién se resuspendid el sedimiento en igual volu-
men de Solucion Fisiologica (30 mi) y se repartio
en tubos estériles, Dichos tubos se colocaron en
Bafio Maria a 80° C durante 30 minutos,

De este modo se obtuvo una gran cantidad de
esporos, lo que permitidé disponer de un indculo
homogéneo y standarizado permanentemente,

b)  Preparacion de las placas: se prepararon placas
con 10 ml de agar tripticasa soya. Sobre esta capa
de medio solidificado se vertié el indculo, el que fue
preparado agregando 0,025 mi de la suspension
de esporos a 5 ml del mismo medio.

Una vez solidificado el indculo, se coloco
sobre el mismo el disco “portasoluciones™ ([tem
NO D 3299, Scientific Glass Apparatus, 735 Broad
Sreet, Blomfield, New lJersey). En cada orificio
se vertieron 0,1 ml de los extractos fiingicos en
estudio. Las placas se colocaron 20 horas en heladera
para facilitar una mejor difusion de los extractos,
con lo que se logra una mayor sensibilidad enla
lectura. Transcurrido ese tiempo, se incubaron
en estufa a 370 C durante 20 horas,

Cuando se trabajé con fraccibn microsomal,
la misma fue agregada al indculo. Una vez solidifi-
cado, se colocd sobre la superficie del mismo el
disco “portasoluciones”, En cada orificio de dicho
disco se adiciond 0,1 ml de cada uno de los extractos
en estudio y 0,1 ml de la solucion de cofactores y
sales. (Tanto la fraccion microsomal como la de
cofactores y sales fueron preparadas segin Ames
y col. }{(8).

Se incubd en estufa a 37° C durante 20 horas.

Transcurrido el periodo de incubacion, se
retitd el disco “portasoluciones”™ y se midieron
los halos de inhibicién que se produjeron.

Los resultados se interpretaron segin el crite-
rio propuesto por Leifer y col. (3) considerandose
resultados positivos (actividad mutagénica positiva),
cuando la cepa de B. subtilis M45 (DNA reparasa
deficiente)} fue inhibida,

Si tanto las cepas M45 como la H17, fueron
inhibidas en la misma extension, los resultados
fueron considerados como negativos {accion anti-
biotica).

Aquellos extractos gque no produjeron inhi-
bicion del desarrollo, fueron considerados como
“sin respuesta”.

Los hongos que presentaron algin tipo de ac-
cion biologica se identificaron segiin las claves de
Thom and Raper (9), Raper and Thom (10}, Raper
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and Fennelll (11), Barnett (12) y Booth (13).

RESULTADOS

En Ia Tabla I se presentan los géneros fungicos
contaminantes de los granos analizados, donde se
observa prevalencia de Penicillium, Aspergillus
y Fusarium.

Las respuestas de los extractos fungicos obte-
nidos en los ensayos REC se observan en la Tabla
II, Se constata un salto porcentaje de extractos con
actividlad mutagénica, que disminuye cuando se
lievd a cabo el ensayo en presencia de fraccion
microsomal, La actividad antibiética fue menor,
desapareciendo por accidn de la fraccidon microsomal,

En la Tabla III se observa la accion bioldgica
en 8 extractos pertenecientes a cepas de Penicillium,
correspondiendo al 50 ofo de las cepas de dicho
género.

En la Tabla IV se observa la respuesta al ensayo
para 7 extractos de Fusarium (que representan
¢l 54 ofo de las cepas de dicho género).

Los resultados obtenidos con 5 extractos
de Aspergillus (46 ofo del total de cepas de dicho
génerol;esre observan en Tabla V.

Cuando el ensayo se realizo con fraccion
microsomal, sblo 2 extractos -le Penicillium v 3 de
Aspergillus mantuvieron su accién mutagénica (ver
Tablas {ll y V).

Se detecto la presencia de un extracto con
accion promutdgenica en el caso de un A. parasiticus,
que mostrd accion negativa (actividad antibidtica)

sin activacion metabolica y la aparicion de una
actividad mutagénica con el agregado de la fraccion
microsomal (ver Tabla V).

Los extractos de las cepas que no respondieron
al test (sin accidn biologica) no modificaron su
respuesta en presencia de fraccion microsomal.

DISCUSION

En base a los resultados obtenidos se deduce
que la fraccidn microsomal actuaria preponderante-
mente en la desactivacion de los metabolitos muta-
génicos encontrados; si bien es conecido que mico-
toxinas tales como aflatoxinas ven potenciadas su
accion por la presencia de dicha fraccion (14). La
produccion de metabolitos mutagénicos por cgfas
de Penicillium impiicatum, P, citrinum, P. viridica-
tum, Aspergilius flavus, A versicolor, A, parasiticus,
Fusarium moniliforme y F. semitectum, estden
concordancia con lo encontrado po: otros Investi.
gadores (15). La acciébn mutagénica hallada en las
especies Penicillium oxalicum y Aspegillus fumigatus,
a nuestro conocimiento, no ha sido descrita hasta
el presente, si bien ambas especies pueden ser pro-
ductoras de metabolitos toxicos. Este hailazgo,
tal como lo aconseja EPA deberd ser confirmado
mediante otros ensayos biologicos.

Teniendo en cuenta los resuitados obtenidos
seria conveniente continuar con esie tipo de en-
sayos preliminares, ya que no s¢ realizan estudios
de esta naturaleza en nuestro pais. Elio permitird
conocermas a fondo las caracteristicss toxicologicas
de los hongos que contaminan los alimentos en la
Republica Argentina,

TABLA I

Contaminacion Fingica

FUENTE

GENEROS

TOTAL

MAIZ
N© cepas aisladas

SORGO

NO cepas
NO cepas aistadas

aisladas

Penicillium spp. 7 9 16
Fusarium  spp. 5 8 i3
Aspergillus spp. T 4 11
Curvularia SPp. - 2 2
Alternaria  Sp. - t 1
Bipolaris sp. - 1 !
TOTAL 19 25 44
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TABLA 1l

Respuesta de los extractos fiingicos al ensayo REC

RESPUESTA RESPUESTA SIN
ENSAYO REC POSITIVA NEGATIVA RESPUES- TOTAL
(Act. mutagénica) (Act. antibiotica) TA
Sin fraccion micro-
somal 364 ofo 9.1 ofo 545 ofo 1000 o/o
Con fraccibn micro-
somal 136 ofo 0 ofo 86,4 ofo 1000 ofo
TABLA 1l
Respuesta biologica al ensayo REC en especies de Penicillium
ENSAYO REC
CEPAS FUENTE

sin fraccidon microsomal con fraccién microsomal
P. implicatum Biourge SOTgo + sin respuesta
P. implicatum Biourge sorgo + sin respuesta
P. implicatum Biourga SOIgo + sin respuesta
P. viridicatum Westling SOIgo + sin respuesta
P. viridicatum Westling maiz + sin respuesta
P. oxalicum Currie & Thom maiz + +
P. citrinum Thom maiz + #
P. notatum (=P. chrysogenum Thom ) sorgo = sin respuesta

- actividad antibiotica.

: actividad mutagénica positiva,

TABLA IV

Respuesta biolbgica al ensayo REC en especies de Fusarium

ENSAYQ REC
CEPAS FUENTE
sin fraccion microsomal con fraccién microsomal

F. moniliforme Sheld SOIgo + sin respuesta

F. moniliforme Sheld sorgo + sin respuesta

F. moniliforme Sheld s0rgo + sin respuesta

F. moniliforme -Sheld * SOrgo - sin respuesta

F. moniliforme Sheld maiz + sin respuesta

F. moniliforme Sheld maiz + sin respuesta i
F.semitectum Berk & Rav SOTgO - sin respuesta }
+ @ actividad mutagénica positiva. — : actividad antibiotica.
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TABLA V

Respuesta biologica al ensayo REC en especies de Aspergillus

ENSAYQO REC
CEPAS FUENTE
sin fraccidon microsomal con fraccién microsomal
A fumigatus Fres maiz + sin respuesta
A, parasiticus Speare maiz - *
A. versicolor ( Vuill } Tiraboschi maiz + +
A. flavus  Link & Gray S0fg0 + +
A. flavus maiz + +
+: actividad mutagénica positiva,
-t actividad antibidtica.
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