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RESUMEN

Los alimentos representan una rica fuente de nutrientes para los hongos
filamentosos. Dentro de los géneros que contaminan alimentos, hay especies
gue tienen sobre el alimento funciones beneficiosas en su elaboracion y otras
que producen alteraciones (cualitativas y cuantitativas) y/o aportan al mismo
sustancias toxicas (micotoxinas).

Existe muy poca informacion sobre la toxicidad de aquellos hongos
alterantes de alimentos que no estan incluidos en la categoria de hongos
micotoxigénicos. Estos hongos también producen metabolitos secundarios, que
aun en bajas concentraciones, podrian representan un riesgo potencial para el
consumidor.

En este trabajo se emple6 el modelo biolégico Caenorhabditis elegans
con el propésito de evaluar la potencial toxicidad de extractos de hongos
filamentosos alterantes de alimentos de comercializacion local en la ciudad de
Cérdoba.

La toxicidad aguda de los extractos se obtuvo con la determinacion de la
dosis letal 50 (DL50). La toxicidad crénica se estudié considerando el efecto
producido sobre la evolucién, crecimiento y reproduccion del C. elegans.

Los resultados muestran que el 50 % de los hongos aislados de
alimentos presentaron efectos toxicos sobre C. elegans. Estos hongos
pertenecieron a los géneros Aspergillus, Penicillium y a un representante de los
Mucorales. Unicamente los extractos de hongos micotoxigénicos de los
géneros Aspergillus y Penicillium presentaron efectos de toxicidad aguda y solo
algunos de ellos efectos cronicos, ambos efectos podrian estar asociados a sus
capacidades de producir micotoxinas. Ademas, se observaron efectos de
toxicidad crénica a nivel del crecimiento y la reproduccion de los nematodos por
parte del extracto del Mucoral. Los hallazgos en trabajos anteriores y estos
resultados manifiestan la necesidad de estudios mas detallados sobre la

toxicidad de los hongos Mucorales.

Palabras claves: hongos filamentosos, alimentos, toxicidad, C. elegans,

Mucorales.
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ABSTRACT

Food represents a rich nutrients source for filamentous fungi. Within
the genus that contaminates food, there are species having in food beneficial
functions in their preparation and others species producing qualitative and
quantitative alterations and / or deposit toxic substances (mycotoxins).

Little is known about the toxicity of those food-altering fungi not
included in the mycotoxigenic category. These fungi also produce secondary
metabolites, which even at low concentrations could represent a potential risk
for consumers.

In this work the biological model Caenorhabditis elegans was used with
the purpose of evaluating the potential toxicity of extracts from filamentous fungi
altering food of local commercialization in the city of Cordoba.

The acute toxicity of fungi extracts was obtained with the determination
of lethal dose 50 (LD50). Chronic toxicity was studied considering the effect on
the evolution, growth and reproduction of C. elegans.

The results show that 50% of the fungi isolated from food presented
toxic effects on C. elegans. These fungi belonged to the genera of Aspergillus,
Penicilium and a representative of the Mucorales. Only the extracts of
mycotoxigenic fungi of the genera Aspergillus and Penicillium showed acute
toxicity effects and only some of them chronic effects, both effects could be
associated to their capacity to produce mycotoxins. In addition, chronic toxicity
effects were observed at the level of growth and reproduction of the nematodes
by the Mucoral extract. The findings in previous works and these results show

the need for more detailed studies on the toxicity of Mucorales fungi.

Keywords: filamentous fungi, food, toxicity, C. elegans, Mucorals.
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INTRODUCCION

Los hongos filamentosos o mohos son organismos eucariotas
multicelulares que crecen en forma de una masa enredada conocida como talo
o micelio. Este esta compuesto de células alargadas y tubulares, llamadas
hifas, envueltas por una pared celular rigida de quitina por lo que no pueden
fagocitar particulas alimenticias (Arenas, 2014). Existen miles de especies
conocidas de hongos filamentosos, que tienen diversos estilos de vida,
incluyendo saprétrofos, mesofilos, psicréfilos y terméfilos y muy pocos
patégenos oportunistas de los humanos (Pontén y col., 2002). Todos requieren
humedad para el crecimiento y se encuentran naturalmente en el suelo, en la
superficie de vegetales, en animales, en el aire y algunos viven en ambientes
acuaticos. Por ser organismos heterotrofos (quimioorganétrofos) se alimentan
de materia organica preformada que usan como fuente de energia y de
carbono (Arenas, 2014). Este crecimiento sobre material organico permite el
reciclaje de nutrientes en los ecosistemas. También pueden crecer en
alimentos almacenados para animales y humanos, convirtiéndolos en
desagradables o toxicos y, por lo tanto, son una fuente importante de pérdidas
de alimentos y enfermedades (Martinez Padron, 2013).

Aquellos de mayor importancia en los alimentos se multiplican por
reproduccion sexual mediante ascosporas y zigosporas o reproduccion asexual
por medio de conidios (Winn y col, 2008). Si los hongos sufren periodos de
condiciones de muy bajos nutrientes o condiciones que limitan el crecimiento,
producen células estabilizadas (caracterizadas por la disminucién de la
actividad metabdlica, la ausencia de extension celular y el aumento de la
resistencia al estrés) para la supervivencia sin crecimiento. Esta estrategia le
permite a los hongos superar los periodos adversos y dispersarse en el medio
ambiente hasta encontrar condiciones favorables para su desarrollo (Arenas,
2014).

Se ha descripto un gran niamero de géneros de hongos filamentosos que
contaminan alimentos. Dentro de estos géneros, hay especies que han sido
beneficiosos en la elaboracibn de alimentos o medicamentos. Podemos

mencionar distintas especies de Penicillium que desarrollan un papel
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fundamental en la produccién, maduracién y curacién de los quesos (Godinez y
col., 2010), aportando sabor y aroma al roquefort y al queso brie. Aspergillus
spp. se utiliza para fermentar salsa de soja y producir acido citrico o acido
glucédnico (Leal y col., 2011), y Saccharomyces cerevisiae gue se emplea en la
produccion de pan, cerveza y vino (Rendueles y col., 2014).

Sin embargo, la mayoria de los hongos que colonizan alimentos
producen alteraciones cualitativas, como P. digitatum en la fruta (Lado y col.,
2011) o Rhizopus stolonifer en el pan (Ruiz Garcia y col., 2011), presentan
esporas verdeazuladas, blancas o grisdceas en la superficie de los alimentos
que llevan a una rapida destruccion del tejido en toda la anatomia del producto.

Ademas de estos efectos alterantes del alimento, algunas especies de
hongos han ganado una mayor atencion por los organismos de seguridad
alimentaria por su capacidad de producir micotoxinas (Alshannaq y Yu, 2017).
Estos compuestos son metabolitos secundarios no esenciales para el
crecimiento vegetativo, pero con una demostrada bioactividad toxica. Las
micotoxinas tienen estructuras diversas de gran estabilidad y bajo peso
molecular que no son modificadas por la coccibn ni los procesos de
transformacion de los alimentos (Mufioz y col., 2015). Se suelen formar al final
de la fase exponencial o al principio de la fase estacionaria de crecimiento del
moho, siendo a menudo asociados con la diferenciacion y esporulacion.

Las especies toxigénicas mas estudiadas pertenecen a los géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicilium y Alternaria, por su capacidad de sintetizar
micotoxinas y crecer en una gran variedad de alimentos (Waskiewicz y
Golinski, 2015). Pueden contaminar los alimentos, piensos, 0 materias primas
utilizadas para su elaboracion, originando un grupo de enfermedades y
trastornos, denominados micotoxicosis, que resultan téxicos para el hombre o
los animales.

Las micotoxinas mas importantes por su capacidad toxigénicas son:
aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos y las fumonisinas (Serrano Colli y
Cardona Castro, 2015). Una determinada especie puede producir diferentes
micotoxinas (Chulze, 2013).

En términos generales, el riesgo de intoxicacién aguda por micotoxinas
en el hombre es bajo 0 moderado en comparacion con intoxicaciones de origen

microbiolégico o por contaminantes quimicos. No obstante, pueden causar dos
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tipos basicos de toxicidad, aguda y crénica. El efecto agudo mas descripto
involucra el deterioro de la funcion hepética y renal que en casos extremos
puede producir la muerte. Algunas interfieren en la sintesis de proteinas y otras
son neurotoxicas, que en dosis altas son letales. Los efectos crénicos también
son variados, van desde la induccion de céancer hasta efectos mutagénicos y
teratogénicos si afectan la replicacion del ADN (Basilico, 2001). Estudios
actuales demostraron que los efectos cronicos a bajas dosis son los de mayor
riesgo de exposicidon en las poblaciones modernas (Alshannaq y Yu, 2017;
Santillan Mendoza y col., 2017; Waskiewicz y Golinski, 2015).

Notoriamente, a pesar del gran numero de géneros flngicos que
contaminan alimentos y de su gran capacidad de sintetizar metabolitos
secundarios, existe poca informacion de la toxicidad de una porcion mayoritaria
de hongos alterantes de alimentos que no clasifican en la categoria de los
hongos micotoxigénicos mencionados. Teniendo en cuenta ademas, que los
habitos de los consumidores pueden favorecer el ingreso de estos
contaminantes al organismo, resulta necesario estudiar su toxicidad. Por
ejemplo, la eliminacién de regiones contaminadas por hongos alterantes en un
alimento por la simple escisiébn de esa region, una practica habitual previa al
consumo de las frutas, no elimina los metabolitos fungicos difundidos a los
tejidos no afectados, y pone en evidencia una fuente de exposicion. Adn
cuando se encuentren en bajas concentraciones, algunas de estas sustancias
pueden representar un riesgo potencial para la salud de la poblacién,
principalmente de aquellos paises que no controlan estos contaminantes
(Trigos y col., 2008; Ferratto y col., 2012).

La evaluacion de la toxicidad de un compuesto o mezcla de sustancias
comprende una gran variedad de ensayos y se realizan con la expectativa de
que la informacién adquirida en un modelo particular se aplicara en otros
sistemas bioldgicos, y con la particularidad de que cada modelo presenta
fortalezas y debilidades (Hunt, 2016).

La investigacion con animales de experimentacion representa el “Gold
standard” actual en la toxicologia (Hunt, 2016). Su utilizacion en el campo
cientifico se centra en la existencia de semejanzas significativas entre los
sistemas fisiol6gicos de los seres humanos y los de varias especies animales

(Cardozo y Mrad, 2008). Se usan modelos de mamiferos para probar toxicidad
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a los xenobioticos los cuales presentan, como se menciond, una analogia
fisiologica con la especie humana (Romero Fernandez y col., 2016). Sin
embargo estos modelos son generalmente costosos, requieren mucho tiempo
(Nass y Hamza, 2007; Tralau y col., 2012) y ademas pueden mostrar bajos
valores predictivos (Hartung, 2009; Olson y col., 2000). Para incrementar el
valor predictivo se recomienda el uso de mas de una especie de mamifero que
conlleva a un mayor costo de produccion, mantenimiento, laboriosidad (Olson y
col., 2000) y la necesidad de personal capacitado para su manejo. Por estas
razones, la toxicidad predictiva busca utilizar métodos alternativos para mejorar
la prediccion de los resultados en humanos, reducir los costos y el uso de
animales de experimentacion.

Otro aspecto a considerar es el bienestar de los animales usados para la
investigacion, el cual tomé interés en los Ultimos afios por sus implicancias
éticas. En general se debe procurar disminuir su dolor y estrés, conocer la
especie con la cual se trabaja, monitorearla rutinariamente e inculcar el respeto
hacia los animales por quienes los manipulan (Suarez Esquivel y Estrada
Konig, 2011), prestando especial atencion al disefio experimental y la seleccion
del modelo animal para refinar los protocolos de trabajo. Segun Ila
Confederacion de Sociedades Cientificas de Espafia (COSCE), el uso de
animales en la investigacion es vital. En la actualidad, la investigacion
cientifica se rige por el principio de las tres erres: Reemplazo del uso de
animales por técnicas que no los necesiten siempre que sea posible,
Reduccion al minimo el ndmero de animales utilizados y Refinamiento,
asegurandose que los animales sufren lo menos posible.

Por las razones expuestas cada vez es mas frecuente el uso de
alternativas a la experimentacion animal como el uso de procariontes, protistas,
hongos, invertebrados, vertebrados inferiores (“pez cebra” conocido como
Danio rerio) y cultivos celulares. Finalmente, el uso de Bioinformatica ha
revolucionado la experimentacién animal, no solo por sus resultados, sino
también por la alta velocidad de procesamiento y los costos (Romero
Fernandez y col., 2016).

Cabe destacar que por ahora, los modelos animales se siguen
utilizando para predecir niveles seguros de exposicibn humana porque ninguna

combinacion de ensayos alternativos actuales puede representar la
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complejidad del metabolismo que interactlda, la homeostasis y los mecanismos
de sefializacion que estan presentes en los mamiferos (Tice y col., 2013).

En comparacion con las pruebas en animales de experimentacion, el uso
de células humanas primarias tiene el potencial de reflejar con mayor exactitud
el metabolismo y los modos de accion especificos de los xenobidticos en los
seres humanos (Li y col., 1999; Miranda y col., 2009; Scott y col., 2013). Los
protocolos para cultivos de células estables como para los cultivos primarios,
estan bien estandarizados y descritos en la literatura cientifica. Sin embargo, su
utilidad esta condicionada por la gran cantidad de animales sacrificados para
obtener suplementos para el crecimiento celular (Romero Fernadndez y col.,
2016) y por el hecho de que estos resultados no predicen una respuesta
organizacional. Adicionalmente las pruebas con lineas celulares inmortalizadas
pueden tener altas tasas de falsos positivos o falsos negativos (Knight y col.,
2009) dependiendo del ensayo tipo.

Otra opcion es utilizar organismos invertebrados como el nematodo
Caenorhabditis elegans. A diferencia de las pruebas que emplean un solo tipo
celular, los ensayos de toxicidad con C. elegans proporcionan datos de un
animal entero con propiedades digestivas, reproductivas, endocrinas,
sensoriales y neuromusculares intactas y metabdlicamente activas (Hunt,
2016). En los ultimos afios se ha demostrado que presentan criterios de
valoracion sensibles para test de toxicidad (Dhawan y col., 1999; Anderson y
col., 2004; Hoss y col., 2013).

1.1 Uso de C. elegans en ensayos toxicolégicos:

1.1.1 Caracteristicas del adulto

El cuerpo de un adulto de C. elegans mide aproximadamente 1 mm de
longitud (Figura 1). Su transparencia permite la visualizacién al microscopio del
nematodo vivo y de todos los tipos de células en sus distintas etapas de
desarrollo. Posee un sistema nervioso sencillo de 302 neuronas en el adulto
(Dimitriadi y Hart, 2010; Giles y Rankin, 2009).
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Figura 1. Micromorfologia del adulto de C. elegans (Magnificacion: 400X).

Se trata de un organismo androdioco: existen hermafroditas y machos.
La mayoria de los individuos son hermafroditas, con dos ovarios, oviductos,
una cavidad para almacenar el esperma, llamada espermateca y un Utero
(L’Hernault, 2009). Los hermafroditas producen ovocitos y espermatozoides, se
reproducen por autofecundacion. Sin embargo, en caso de existir la posibilidad,
copulan con los machos para utilizar su esperma y generar asi mayor
diversidad genética en la progenie. Los machos, aparecen con una frecuencia
inferior al 0.3 % y pueden fertilizar hermafroditas. En la Figura 2 se pueden

apreciar las estructuras de ambos sexos.
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Figura 2. Anatomia de un adulto hermafrodita (A), y de un macho (B) de C. elegans.
(Adaptado de Worm Atlas)

1.1.2 Ciclo de vida

El ciclo reproductivo de este organismo es corto, de 2 a 3 dias a
temperatura ambiente, y la vida del adulto en el laboratorio, a temperatura
constante de 20 °C, oscila entre 2 a 3 semanas (Giles y Rankin, 2009).

Durante este periodo el gusano pasa por cuatro fases larvarias, hasta
transformarse en un organismo adulto. Cada adulto hermafrodita coloca entre
200 - 300 huevos. El ciclo de vida es dependiente de la temperatura de
incubacion (Garcia Sancho, 2012).

Frente a condiciones adversas, por ejemplo, escasez de alimentos, altas
temperaturas o grandes densidades de poblaciéon, es poco probable una
reproduccion exitosa, y en tal caso, C. elegans puede detener su desarrollo en
una etapa alterna llamada fase dauer, que se caracteriza por la ausencia del
proceso de alimentacién, y un aumento de la resistencia de la cuticula. Los
gusanos pueden volver a entrar al ciclo de vida reproductiva una vez que las
condiciones sean mas favorables (Wang y col., 2010).

En la Figura 3 se representan las distintas fases embrionarias y larvarias
por las que pasa un gusano hasta llegar a adulto.
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Figura 3. Ciclo de vida de C. elegans a 22 °C (Adaptado de Worm Atlas).

Los numeros azules sobre las flechas indican el tiempo que el nematodo
estd en determinado estadio antes de mudar al siguiente. La primera division
celular ocurre aproximadamente 40 minutos después de la fecundacion. La
puesta del huevo se da unos 150 minutos después de la fertilizacion, durante la
fase de gastrula cuando cuenta con 30 células.

Los distintos estadios del nematodo se pueden apreciar en la siguiente

figura:
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Figura 4. Caracteristicas fenotipicas de los estadios larvarios de la cepa silvestre N2
(Adaptado de Worm Atlas).

1.1.3 Ventajas del modelo

C. elegans es un neméatodo de vida libre que por sus excelentes
caracteristicas ha sido un importante modelo de estudio para la biologia.
Propuesto como organismo modelo por Sydney Brenner en 1965 (Garcia
Sancho, 2012). Desde entonces, se ha usado en biologia celular, neurobiologia
y genética, empleandose como sistema de excelencia para el estudio de
eucariotas superiores (Dimitriadi y Hart, 2010).

Para los estudios toxicolégicos se utilizan desde sus células individuales
hasta el organismo entero (Zhuang y col., 2014) y por sus caracteristicas
bioguimicas/biolégicas es considerado un modelo adecuado para una gran
cantidad de estudios. Su corto tiempo de generacion (3 dias) sumado a su
capacidad de autofecundarse, hacen economico su mantenimiento (Zhuang y
col., 2014). Es cultivado en el laboratorio utilizando técnicas relativamente
sencillas (Roh, 2008; Meyer y col., 2010). Las cepas son mantenidas en

incubadora a 20 °C y alimentadas con la bacteria Escherichia coli OP50
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(Williams y Dusenbery, 1990). Como fue mencionado produce una gran
progenie, entre 200 y 300 crias (Megalou y Tavernarakis, 2009).

Los tejidos transparentes y los planos corporales-neuronales
completamente mapeados facilitan la evaluacion de su morfologia y de la
expresion transgénica a nivel tisular, celular y subcelular.

Su genoma fue completamente secuenciado, se conoce el linaje celular
completo (Garcia Sancho, 2012) y ademas conserva muchas vias celulares
claves de metabolismo y sefializacién, hecho que favorece la manipulacion de
Sus genes.

Sus caracteristicas alimentarias conservadas lo hacen un buen modelo
de toxicidad oral. Se ha demostrado una buena correlacién de los puntos
finales en C. elegans con DL50 de rata (Roh, 2008).

Otro factor a tener en cuenta es su esperanza de vida de 2 a 3 semanas.
Por todo lo anterior, se trata de una plataforma econdmica y compacta que
permite realizar pruebas de generacidon mdultiple en un par de semanas y

evaluar multiples concentraciones y tiempos de exposicién simultaneamente.

1.1.4 Limitaciones del modelo

C. elegans carece de muchos 6rganos de mamiferos como o0jos,
pulmones, corazon, rifiones e higado. Tiene un sistema inmune innato que
funciona, pero carece de inmunidad adaptativa. No es un buen modelo de
absorcion debido a su dura cuticula. Pequefios cambios en la temperatura, los
nutrientes o la concentracion de sal provocan respuestas adaptativas que
pueden alterar significativamente los resultados de los analisis, a veces para
varias generaciones, hecho que actualmente limita el nimero de compuestos
gue pueden analizarse en un solo ensayo.

El manejo incorrecto de los cultivos de reserva puede dar como
resultado patrones de expresion genética alterados y la acumulacion de dauers
0 machos. Es necesario el entrenamiento previo para el reconocimiento de
fenotipo y buenas practicas de cultivo de C. elegans, en especial para obtener
datos confiables y reproducibles.

Algunos sistemas de C. elegans responden de manera similar a los
sistemas de mamiferos analogos, pero carecen de homologia a nivel genético

(por ejemplo, el sistema inmune innato), esto llevé al desarrollo de software de
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analisis de microarreglos especifico para C. elegans utilizando datos
disponibles para solucionar este problema (Roh, 2008).

Teniendo en cuenta este contexto, en el presente trabajo se empleo al
organismo C. elegans como modelo predictivo para evaluar la potencial
toxicidad de extractos de hongos filamentosos alterantes de alimentos, aislados
de alimentos comercializados en la ciudad de Cérdoba.

1.2 Hipotesis

Las especies fungicas no micotoxigénicas que alteran alimentos
producen metabolitos que los contaminan e inducen efectos téxicos en
invertebrados, evidenciando su potencial toxicidad cuando son ingeridos por los

humanos.
1.3 Objetivos

1.3.1 General:
- Evaluar la toxicidad de extractos de hongos alterantes de alimentos en

un modelo experimental con C. elegans.

1.3.2 Especificos:

- Evaluar en C. elegans la toxicidad aguda de extractos de hongos
desarrollados en los alimentos de comercializacion local.

- Evaluar en C. elegans la toxicidad crénica de los extractos que hayan

mostrado mayores efectos agudos.
1.4 Materiales y métodos

1.4.1 Materiales

- Fuente de aislamiento de hongos: En este trabajo se utilizaron alimentos
comercializados en la ciudad de Coérdoba (aceitunas negras y verdes,
papaya, mandarina, tomate, pimiento, maiz, salame, pan, pan
multicereal, chipa y pan criollo) contaminados con hongos alterantes.

- Organismos: cepa N2 de C. elegans var. Bristol, Escherichia coli (E.coli)
OP50.

- Medios de cultivo: agar Sabouraud y medio NGM (nematode growth

medium).

11
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- Solventes y reactivos empleados: etanol al 99,5 %, DMSO, CaCl, 1M,
colesterol, MgSO,4 1M, buffer de fosfatos de concentracion 1M (pH 6) y el

antibiotico estreptomicina.

1.4.1.1 Preparacion de extractos fungicos

Para preparar los extractos fungicos se aislaron hongos de diferentes
alimentos locales visiblemente contaminados o infectados por mohos
ambientales, en placas de Petri de agar Sabouraud. Una vez desarrollados los
micelios (7 dias, aproximadamente), se examinaron al microscopio a los fines
de seleccionar 15 aislamientos para su purificacion.

Con el objeto de purificar los mohos seleccionados en el punto anterior
se realizaron cultivos monospoéricos en medios solidos. Los aislamientos
purificados se sembraron sobre papel de filtro estéril adherido en placas de
agar Sabouraud (5 placas por hongo), a los fines de poder contar con suficiente
biomasa fungica para preparar los extractos cuyas actividades fueron
estudiadas. Los hongos se cultivaron por 7 dias a temperatura ambiente y
posteriormente el micelio desarrollado sobre el papel de filtro fue separado del
medio para preparar los extractos.

Los extractos etanolicos se obtuvieron, sonicando durante 10 minutos
los filtros de papel con micelio en un tubo con 50 mL de etanol absoluto. Los
tubos fueron centrifugados y el sobrenadante fue colectado en un nuevo tubo.
La operacion se repitid para recuperar la mayor cantidad de material posible.
Los extractos etandlicos se centrifugaron (10 min, 1000 g) y los sobrenadantes
fueron filtrados a través de membranas de poro de 45 um. Los extractos fueron
secados en un evaporador rotatorio a temperatura ambiente y posteriormente
pesados. Los extractos secos resultantes fueron resuspendidos en DMSO
hasta una concentracion final de 200 mg/mL. Finalmente se filtraron para

esterilizarlos (0,22 ym) y se conservaron a - 80 °C hasta su utilizacion.

1.4.1.2 Preparacion del medio NGM

Para preparar el medio NGM se utilizé NaCl, agar y peptona disueltos en
agua Milli-Q (ultrapura). Se esterilizd6 en autoclave y posteriormente fue
enriquecido con CaCl, 1M, colesterol disuelto en etanol, MgSO,4 1M y buffer de
fosfatos 1M. Ademas se adicion0 estreptomicina (20 mg/mL) para frenar el

desarrollo bacteriano.

12
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1.4.1.3 Modelo bioldgico

Se utilizé para este estudio la cepa N2 de C. elegans var. Bristol,
cultivada en cajas de Petri con medio NGM previamente sembradas con la
cepa de Escherichia coli OP50 a 20 °C (Stiernagle, 2006; Rohy col., 2008).

1.4.1.3.1 Preparacion de E. coli OP50, fuente de alimento para los
nematodos

A partir de un stock de bacteria E. coli OP50 conservado a - 80 °C, se
sembraron 100 uL en caldo LB, y se incub6 a 37 °C agitandolo durante toda la
noche para favorecer el crecimiento del indculo. A partir de este cultivo se
sembraron las placas NGM e incubaron durante una noche a 37 °C para formar
un césped de bacteria donde los nematodos se alimentaron y desarrollaron
hasta alcanza el estadio necesario para los estudios de toxicidad.

Para realizar los ensayos de toxicidad, las placas NGM fueron
sembradas con bacteria muerta para evitar la degradacion de los compuestos
en los extractos por la bacteria.

Un volumen de bacteria viva en caldo LB fue centrifugado a una
velocidad entre 1789 - 2795 g por 10 minutos, eliminandose el sobrenadante y
resuspendiéndose en un volumen que produzca una suspension con una
densidad optica de 1.7. Posteriormente se lo expuso a Shock térmico en un
bafio de incubacién a 65 °C durante 30 minutos con el propdésito de causar la
muerte de la E. coli.

Como se describid, se colocaron 100 uL de bacteria por placa de Petri
de NGM previamente atemperadas a 20 °C y se las llevo a estufa de 37 °C

hasta absorcion total de la bacteria.

1.4.1.3.2 Sincronizacién del C. elegans

El método de sincronizacion es necesario para trabajar con el nematodo
siguiendo el orden de su ciclo de vida. Este procedimiento permite eliminar las
larvas y quedarse con los huevos, con el fin de empezar los ensayos estando
los nematodos en el mismo estadio larvario.

Para este procedimiento, los gusanos adultos jévenes fueron
transferidos a placas de NGM con bacterias vivas e incubadas a 20 °C hasta
obtener una buena cantidad de huevos. Las placas con mayor cantidad de

13
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huevos se lavaron con agua destilada estéril y se colecto el liquido de lavado
en un tubo falcon de 15 mL, estéril. Esta operacion se realizd hasta recoger un
volumen final de lavado de 5 mL. Se agreg6 500 uL de NaOH 5M y 8 uL de
lavandina pura (Cloro: 55 g/L) y se mezcl6 en vortex durante 30 segundos cada
2 minutos en un lapso de 10 minutos.

Posteriormente, se centrifugé a bajas revoluciones (700 g) durante 30
segundos, descartandose el sobrenadante hasta aproximadamente 100 pL. El
sedimento fue lavado una vez agregando 5 mL de agua destilada, agitandose
en el vortex, y centrifugdndose a 700 g durante 30 segundos. Finalmente se
descartd el sobrenadante dejando aproximadamente 200 pL, en el cual se
homogeneizo el sedimento y posteriormente se sembro6 en placa con NGM con
Escherichia coli OP50 viva, incubandose a 20 °C durante tres dias chequeando

diariamente el contenido de alimento (Porta de la Riva y col., 2012).

1.4.2 Métodos

1.4.2.1 Tratamientos

1.4.2.1.1 Toxicidad aguda

Para el ensayo de toxicidad aguda, se utilizé la cepa N2 de C. elegans
var. Bristol en estadio larvario L4 colectados del cultivo sincronizado. Los
gusanos se incubaron en medios NGM con las distintas concentraciones de los
extractos de hongos puros durante 24, 48 y 72 h. Se calcul6 la DL50 (dosis que
causa la muerte del 50 % de la poblacidon expuesta) con el propésito de
detectar el extracto de mayor toxicidad. Ademas a partir de este ensayo se
puede determinar la DL10 y DL9O.

1.4.2.1.2 Toxicidad subletal

La toxicidad subletal se evalud considerando el efecto de los extractos
fungicos sobre la evolucién, el crecimiento y la reproduccion, exponiendo los
gusanos a concentracion subletal de 10 mg/mL de los extractos.

Para el efecto sobre la evolucion, los huevos de C. elegans fueron
expuestos al extracto durante 96 h y posteriormente se cuantificé el nUmero de
huevos que eclosionaron y el nimero de gusanos que llegaron a adultos.

Para estudiar el efecto sobre el crecimiento, los gusanos pre-adultos

(L3) fueron expuestos 24 h al extracto y se cuantifico la longitud corporal por

14
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microscopia, previo shock térmico a 50 °C durante 10 minutos y posterior
coloracion con Rosa de Bengala.

Para evaluar el efecto sobre la reproduccién, los gusanos pre-adultos
(L3) fueron expuestos individualmente al extracto durante 24 h y posterior
cuantificacion de postura de huevos.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado y fueron referidos al

control expuesto a DMSO (vehiculo).

1.4.2.2 Medicidn de respuestas toxicoldgicas

Mortalidad y sobrevida: se realizo el recuento de gusanos vivos y muertos. Se

determinaron los porcentajes de mortalidad y sobrevida de la siguiente manera:

Mortalidad (%) = Muertos/ (Vivos +Muertos) x 100

Sobrevida (%) = 100 — (Muertos/ (Vivos +Muertos) x 100

Evolucion: niumero de huevos que eclosionan y numero de gusanos que
llegaron a adultos.

Crecimiento: variacion de la longitud corporal de la poblacion expuesta.
Reproduccién: recuento promedio de produccion de huevos por adulto.

1.4.2.3 Anédlisis de los datos

Se utilizé el software estadistico INFOSTAT version 2017p (Universidad
Nacional de Cérdoba). Para las respuestas toxicolégicas estudiadas, se realizé
un analisis de la varianza (ANAVA). En aquellas donde se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) se utilizé un test a

posteriori de comparaciones multiples de LSD Fisher.

15



426

427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445

446

447

RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Seleccion de los extractos de hongos para los ensayos de toxicidad

Previo a los ensayos de toxicidad aguda y cronica, se evalud la toxicidad
letal de 15 extractos (a una concentracion de 10 mg/mL) correspondientes a
aislamientos de hongos de diferentes fuentes alimentarias. De este estudio se
detectaron 7 extractos con capacidad de producir mortalidad en la poblacion de
C. elegans (L4) superior al control en un periodo de 72 h. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado y referidos al control donde los gusanos fueron
expuestos a DMSO.

El porcentaje de sobrevida de los nematodos incubados con los distintos
tratamientos puede apreciarse en la Figura 6. Los extractos de hongos 18, 19,
20, 25, 26, 27 y 28 mostraron una tendencia de toxicidad a las 72 h de
exposicion y a pesar de que el analisis estadistico no arrojo diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (p > 0,05), estos resultados
sugirieron efectos toxicos subletales en C. elegans, por lo que fueron
seleccionados para profundizar los estudios de toxicidad aguda y cronica.

El efecto toxico fue mayor en el caso de los extractos 18,19, 20 y 28.
Mientras los deméas no presentaron diferencias frente a lo observado en las

exposiciones a 24 y 48 h.
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Figura 5. Sobrevida de nematodos expuestos a una Unica dosis (10 mg/mL) de

extracto de hongos durante 24, 48y 72 h.

2. 2 Identificacion de los hongos cuyos extractos mostraron toxicidad

Para la identificacién de los hongos a partir de los cuales se prepararon
los extractos, se realiz6 un examen microscépico de las colonias, donde se
observaron las estructuras de fructificacion.

Fueron identificados un total de tres géneros, entre los que se
encontraron: Aspergillus spp. (43 %), Penicilium spp. (43 %) y Mucorales
(14 %). Los aislamientos 18, 19 y 28 pertenecian al género Penicilium, los
aislamientos 20, 25 y 27 pertenecian al género Aspergillus, y el aislamiento 26
correspondia al orden de los Mucorales.

En la Figura 6 se muestran las caracteristicas culturales y la
micromorfologia de los aislamientos que presentaron toxicidad subletal en
C. elegans.

Las colonias de Penicillium (aislamientos 18, 19 y 28) fueron de rapido
crecimiento y presentaban un micelio aterciopelado con diferentes tonalidades

de verde y textura algodonosa.
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Figura 6. Caracteristicas de las colonias y micromorfologia de los aislamientos
fungicos que presentaron toxicidad letal.

La observacién microscopica de sus colonias reveld la presencia de

hifas septadas hialinas con conidiéforos, métulas, fialides y conidias globosas.

En la Figura 7 se observa la disposicion de los elementos mencionados, en una

estructura de fructificacion de Penicillium.
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Figura 7. Microestructura del género Penicillium.

Las colonias del género Aspergillus (aislamientos 20, 25 y 27) fueron
de crecimiento rapido, de color verde/café con halo blanco, planas y con
superficie  aterciopelada, granulosa o0 pulverulenta. Sus estructuras
microscopicas se caracterizaron por la presencia de la “cabeza aspergilar’
constituida por el conidioforo, filamento largo y hialino que termina en una
vesicula en la que se disponen hileras de fidlides en forma de botella. En la
Figura 8 se muestra la disposicion de estos elementos en las estructuras de

fructificacion del género Aspergillus.
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Figura 8. Microestructura del género Aspergillus.
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La colonia del Mucoral (aislamiento 26) present6 aspecto algodonoso, de
color blanco-amarillento y de réapido crecimiento. El color se volvié mas oscuro
conforme fue pasando el tiempo, lo que se correlacion6 con el desarrollo de los
esporangios. El examen micromorfoldgico revelo la presencia de hifas anchas,
irregulares, de forma acintada, no tabicadas (aceptadas) y con una estructura
en forma de bolsa que contenia los esporangios (esporas). La disposicién de

dichas estructuras se puede observar en la Figura 9.

esporangio globoso

no hay apofisis

.2 »(‘
esporangioforo i\
ramificado \"-\i \\

1\

Mucor sp

Figura 9. Microestructura de los Mucorales.

2.3 Evaluaciéon del protocolo de exposicion de los nematodos a los
distintos extractos

Debido a que en el estudio de toxicidad realizado para la seleccién de
los extractos se observaron signos de toxicidad estadisticamente no
significativos, se propuso evaluar el sistema de administracion de los extractos
a los gusanos. La exposicién de C. elegans fue evaluada en dos sistemas: 1)
administrando los extractos al medio de cultivo NGM (como fue realizado
previamente en la seleccion de extractos), o 2) administrando los extractos
junto con las bacterias muertas. Para el primer sistema se prepararon placas
de 3 mL de NGM con 30 pL de extracto de hongo, sobre la superficie se
sembrd 100 pL de la suspension de bacterias muerta, y una vez absorbida se
colocaron los nematodos. Para el segundo sistema, los extractos fueron
mezclados con la suspensién de bacterias muertas, en lugar de agregarlos al

medio de cultivo, y procesados como el sistema 1.
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Los sistemas de exposicion fueron evaluados con dos de los extractos
que indujeron toxicidad subletal en el ensayo de seleccion. Los ensayos se
realizaron por duplicado y referidos al control, donde los gusanos fueron
expuestos al DMSO incorporado al agar (A) o mezclado con las bacterias (B).

Los resultados se registraron a las 24, 48 y 72 h de exposicion y se
muestran en la Figura 10. Se observaron diferencias en la sobrevida de los
nematodos expuestos a los dos extractos probados en ambos sistemas de
exposicion. Los mayores efectos toxicos se registraron cuando los extractos de
hongos se mezclaron con las bacterias y fueron depositados sobre la superficie
del agar. Como se expresé anteriormente, una de las limitaciones del modelo
es la absorcion a través de la cuticula, dada su dureza. Los resultados
obtenidos en estos experimentos podrian estar mostrando que la mayor
toxicidad de los extractos probablemente se deba a su ingreso con la comida, a
través de la faringe. La faringe es una bomba neuromuscular bilobulada que
succiona y tritura la comida antes de que pase al intestino donde se digiere. El
bombeo de la faringe esta condicionado por la disponibilidad de comida,es mas
rapido cuando est4 hambriento y menos cuando esta saciado (Avery y You,
2012).

Se considera a C. elegans un buen modelo de toxicidad oral al agregar
sustancias de prueba a su alimento, y ademas una interfase de los ensayos in
vitro y las pruebas de toxicidad en mamiferos. Sin embargo tiene una gran
desventaja, que es la necesidad de practicas de cultivo estandarizadas para
lograr resultados consistentes.

Este ensayo fue crucial para decidir el protocolo de exposicion para el
modelo biolégico en nuestro trabajo. Teniendo en cuenta estos resultados, en
los ensayos subsiguientes, los extractos fueron mezclados con las bacterias y
posteriormente agregados al medio de cultivo sélido.
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Figura 10. Sobrevida de los nematodos a dos sistemas de exposicion A) extracto

en el medio NGM vy B) extracto mezclado con la bacteria a 24, 48y 72 h.

2.4. Ensayos de Toxicidad aguda
Los gusanos (entre 20-30 por placa) se incubaron en medios NGM con
las distintas concentraciones de los extractos de hongos durante 24, 48 y 72 h

(teniendo en cuenta que la sobrevida media de C. elegans es de 25 dias)

(Figura 11).
.{4 . |
.LZ %
N Z 5 ..

J

Figura 11. Nematodos C elegans en estadios L4 y huevos desarrollandose en
medio s6lido NGM y sobre una capa de bacteria E. Coli.

Los ensayos se realizaron por duplicado y referidos al control con
DMSO.

Al finalizar cada tiempo los gusanos fueron examinados bajo lupa

estereoscopica para determinar el nimero de gusanos vivos y muertos. Los

22



583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594

595
596

597
598
599
600

gusanos gue no se movieron después de repetidos contactos con el ansa

fueron considerados muertos. Con estos datos se determinaron los porcentajes

de mortalidad en la poblacion y se construyeron curvas de dosis - respuesta a

diferentes tiempos para calcular las DL50 (Figura 12).

Los ensayos en este modelo no reemplazan el analisis de toxicidad en

mamiferos dado que los nematodos carecen de la mayoria de los érganos de

mamiferos. Sin embargo, son de utilidad como prueba inicial para predecir la

toxicidad dado que conservan muchas vias metabdlicas y se ha demostrado

una buena correlacion de los puntos finales en C. elegans con DL50 de

algunos mamiferos (rata).
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Figura 12. Toxicidad letal aguda de los extractos de hongos sobre C. elegans a
las 24 (A) y 72 horas de exposicion (B).

En los ensayos de Toxicidad aguda de 24 h solamente los extractos
27 y 25 presentaron toxicidad letal con una DL50 estimada de 2 x 10* mg/mL y
2 x 10° mg/mL, respectivamente (Figura 12). El extracto 27 fue el que resultd
més tdxico para los nematodos. Las DL10 de los extractos mencionados fueron
de 72,44 mg/mL y 177,83 mg/mL, respectivamente.

En las pruebas de Toxicidad aguda de 72 h, todos los extractos
presentaron toxicidad letal con excepcion del extracto 26 y 19. Las dosis
estimadas fueron para el extracto 20 DL50: 1,77 mg/mL, extracto 28
DL50: 2,30 mg/mL, extracto 27 DL50: 4,07 mg/mL, extracto 25
DL50: 15,49 mg/mL y el extracto 18 DL50: 109,65 mg/mL. El primero mostro
mayor toxicidad sobre los gusanos a las 72 h de exposicion.

El extracto 26 no produjo toxicidad en los tiempos evaluados.
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2.5 Ensayos de Toxicidad subletal
Se evaluaron los efectos de una dosis subletal de los extractos fungicos
(10 mg/mL) sobre los siguientes parametros de los nematodos:
- Evolucion
- Reproduccion

- Crecimiento

Los resultados de los distintos tratamientos fueron comparados con el control

(DMSO). Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

2.5.1 Efecto sobre la evolucion de los nematodos
En primer lugar, se evalu6 cémo afectaban los extractos el
desarrollo del embrion, a los fines de identificar posibles alteraciones en la
evolucion, evidenciado por la incapacidad de eclosién de los huevos.

Los extractos 20 y 28 causaron reducciones de 44 y 8 % en la eclosion
de huevos respecto al control, respectivamente. Siendo estadisticamente
significativo solo el efecto causado por el extracto 20 (p-valor < 0,0006) (Figura
13).
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Figura 13. Efectos de los extractos fungicos sobre la eclosion de
huevos del C. elegans.

En una instancia posterior se evaluaron los efectos de los extractos
sobre el desarrollo larvario, determinando el numero de larvas que llegan a

adultos. En la Figura 14 se observa que sélo el extracto 18 causé una inhibicién
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significativa de 38 % de gusanos que llegan a adultos, considerando como 100
% al total de huevos eclosionados (p-valor < 0,0008).
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Figura 14. Efecto de los extractos de hongos en la evolucién de los nematodos

a estadio adulto.

La evolucién del nematodo resulté comprometida principalmente por las
especies conocidas como toxigénicas, como fue reportado en otros estudios
(Londofio y col, 2017). Si bien las micotoxinas probablemente estén
involucradas en la génesis de estos efectos toxicos, no pueden descartarse las
alteraciones en este parametro debido a la presencia de compuestos que
actualmente no son considerados como micotoxinas en los extractos. Ademas,
refuerzan la necesidad de detectar y controlar la produccién de micotoxinas en
los alimentos, que representa un gran problema para la salud de los

consumidores.

2.5.2 Efecto sobre lareproduccion de los nematodos

Para evaluar el efecto de los extractos en la reproduccion de C. elegans
se determiné el nimero de huevos que pone un individuo en 24 h. Para ello, se
colocé un adulto joven (L3) por placa y luego de finalizado el tiempo de
exposicion, se retir0 el adulto y se procedio al conteo de huevos. En el grupo
control se registré un total de 54 huevos por gusano en el lapso de estudio.
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En este estudio se observaron reducciones significativas de la postura
de huevos causadas por los extractos 20 (69 %), 26 (68 %), y 28 (24 %) de
reduccion con respecto al control con DMSO (p-valor < 0,0001 para cada caso)
(Figura 15).
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Figura 15. Efecto de los extractos sobre la reproduccién de los nematodos.

2.5.3. Efecto sobre el crecimiento de los nematodos

Los efectos sobre el crecimiento de los nematodos fueron evaluados
determinando la longitud de los gusanos adultos luego de exponer por 24 h los
adultos jévenes (L3) a los extractos.

Los resultados mostraron que Unicamente los extractos 18 y 26
redujeron significativamente la longitud de los gusanos adultos en 18 %0y 13 %
con respecto al control (p-valor < 0,0030 en ambos casos) respectivamente
(Figura 16).
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Figura 16. Efecto de los extractos sobre el crecimiento de los nematodos.

Tanto el crecimiento como la reproduccién de los hematodos resultaron
comprometidos por el orden Mucoral. En un trabajo previo se reporté que
algunas especies de Mucorales presentaron toxicidad sobre el crustaceo
Artemia o las plantulas de arveja y tabaco (Reiss, 1993). Recientemente se ha
puesto atencién en la inocuidad de algunos Mucorales empleados en la
elaboracion de alimentos, que albergan bacterias endosimbidticas como
Burkholderia con capacidad patogénica y de produccién de toxinas (Dolatabadi
y col., 2016).

Los géneros fungicos aislados en esta tesis, como mencionamos, son
utilizados en la industria alimentaria en la fermentacién de bebidas y en la
produccion de proteasas. Su uso en la produccién de enzimas representa una
gran ventaja, pues son extracelulares y esto simplifica su obtencion (Alves y
col., 2005). Los resultados obtenidos en el presente trabajo deja en evidencia la

necesidad de velar por su inocuidad en los alimentos.
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CONCLUSION

Los resultados de este trabajo muestran que el 50 % de los hongos
aislados de los alimentos presentaron efectos toxicos sobre el modelo biolégico
empleado (C. elegans). Los aislamientos pertenecieron a los géneros
Aspergillus y Penicillium, ambos conocidos como micotoxigénicos y a un
representante dentro de los Mucorales.

Todos los aislamientos de Aspergillus y Penicillium causaron toxicidad
aguda, mientras que sélo algunos de ellos causaron efectos cronicos. Estas
alteraciones podrian relacionarse a la produccion de micotoxinas, aunque no se
descartan las contribuciones de otros tipos de compuestos.

Ademas se observaron efectos de toxicidad crénica a nivel de la
reproduccion y el crecimiento del nematodo por un extracto de un Mucoral.
Este es un hallazgo novedoso debido a los escasos estudios de toxicidad sobre
este grupo de hongos, dejando en evidencia la necesidad de realizar un estudio
mas exhaustivo del potencial toxico de los hongos Mucorales, muy empleados
en la industria biotecnolégica para la produccion de enzimas, en la
fermentacién de bebidas y como causantes de grandes pérdidas econémicas

en precosecha y poscosecha de frutas.
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INOCUIDAD

INTRODUCCION

CARACTERIZACION DE LA TOXICIDAD
DE HONGOS ALTERANTES DE ALIMENTOS
UTILIZANDO CAENORHABDITIS ELEGANS

A - B

Los alimentos representan una rica fuente de nutrientes
para hongos filamentosos que, en condiciones optimas,
tienen un rapido desarrollo. Sin embargo, también son
capaces de crecer frente a condiciones no favorables e
incluso adversas, tales como pre-tratamientos, condi-
ciones de almacenamiento, incorporacion de aditivos,
como ocurre en el procesamiento de los alimentos
(Stoev, 2016; Almudena & Lizaso, 2001).

Se ha descripto un gran niimero de géneros de
hongos filamentosos que contaminan alimentos. Dentro
de estos géneros, hay especies que tienen funciones
beneficiosas en la elaboracion de alimentos y otras que
producen alteraciones cualitativas y cuantitativas y/o
depositan sustancias toxicas o micotoxinas (Alshannaq
& Yu, 2017). Las especies toxigénicas se incluyen en
los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium y
Alternaria (Waskiewicz & Golinski, 2015). Sus micotoxi-
nas pueden causar toxicidad aguda -con deterioro de
érganos y pudiendo causar la muerte- o toxicidad cro-
nica con efectos cancerigenos, mutagénicos y teratogé-
nicos, por lo que representan el mayor riesgo de expo-
sicion para las poblaciones modernas (Alshannaq & Yu,
2017, Waskiewicz & Golinski, 2015).

Para evaluar la toxicidad se ha empleado una
gran variedad de ensayos con animales (Hunt, 2016).
Sin embargo, la toxicologia moderna busca utilizar
métodos alternativos al uso de animales (Romero
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Fernandez y col., 2016) para evitar el sufrimiento ani-
mal, reducir costos y lograr la prediccion de los resulta-
dos en humanos. Una opcion es utilizar un organismo
modelo como el nematodo Caenorhabditis elegans
(Antoshechkin & Stemberg, 2007; Kamath y col., 2003),
que se puede mantener y expandir en condiciones de
laboratorio con procedimientos relativamente sencillos
y proporcionan datos -a diferencia de los modelos celu-
lares 0 microorganismos- de un animal entero con pro-
piedades digestivas, reproductivas, enddcrinas, senso-
riales y neuromusculares intactas y metabdlicamente
activas (Hunt, 2016).

A pesar del gran niimero de géneros de hongos
que contaminan alimentos y de su gran capacidad de
sintetizar metabolitos secundarios, existe poca informa-
cion de la toxicidad de aquellos hongos alterantes de
alimentos que no clasifican en la categoria de hongos
micotoxigénicos. Aun cuando se encuentren en bajas
concentraciones, algunas de estas sustancias pueden
representar un riesgo potencial para la salud de la
poblacion, principalmente de aquellos paises que no
controlan estos contaminantes (Trigos y col., 2008;
Ferratto y col., 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el
presente trabajo se empled C. elegans como modelo
predictivo para evaluar la potencial toxicidad de extrac-
tos de hongos alterantes de alimentos, aislados de pro-
ductos de comercializacion local tales como aceitunas
negras y verdes, papaya, mandarina, tomate, pimiento,
maiz, salame, pan, pan multicereal, chipd y pan criollo.
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OBJETIVOS

Evaluar la toxicidad aguda y crénica de extractos de
hongos alterantes de alimentos en un modelo experi-
mental con C. elegans.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de extractos fiingicos

Para preparar los extractos fingicos, hongos de dife-
rentes alimentos visiblemente contaminados -comer-
cializados en la ciudad de Cordoba- fueron aislados en
placas de Petri con agar Sabouraud. La purificacion
flngica se efectud a partir de cultivos monosporicos en
medios solidos. Luego, los micelios se emplearon para
la obtencién de los extractos mediante el agregado de
etanol absoluto, filtrado y posteriormente evaporados
con corriente de nitrogeno. El extracto seco resultante
fue disuelto en DMSO (a una concentracion de 200
mg/mL), esterilizado mediante filtracion (0,22 pm) y
conservado a -80°C hasta su utilizacion.

Ensayos de exposicion

Para el ensayo de toxicidad aguda se utiliz6 la cepa N2
var. Bristol de C. elegans en estadio larvario L4 (Figura
1). Los gusanos se incubaron en medios NGM con las

ALQUILER Y VENTA
DE EQUIPOS INDUSTRIALES

Filtrado y tratamiento de
aguas brutas y efluentes:
- Podemos filtrar agua desde 5 micrones
en adelante sin limites de caudal.
- Filtros de malla y de anillas, autométicos
y auto limpiantes:
- Ocupan espacio reducido
- Baja pérdida de presién en el circuito
- Bajo caudal de limpieza
- Programables segin variables del usuario
- Muy bajo costo de mantenimiento

FIGURA 1 - Imagen de nematodos C elegans en esta-
dios L4 y huevos desarrollandose en medio solido
NGM y sobre una capa de bacteria E. coli.
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distintas concentraciones de los extractos de hongos
puros durante 24, 48 y 72 horas (teniendo en cuenta
que la sobrevida media de C. elegans es de 25 dias). Al
finalizar cada tiempo, los gusanos fueron examinados
bajo lupa estereoscdpica para determinar el nimero de
gusanos vivos y muertos. LoS gusanos que no Se
movieron después de repetidos contactos con el ansa
fueron considerados muertos. Con estos datos se
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FIGURA 2 - Sobrevida de nematodos expuesto a una (nica dosis
(10 mg/mL) de extracto de hongos durante 72 horas

sobre crecimiento, gusanos adultos jovenes
(L3) fueron expuestos 24 horas al extracto y

% sobrevida relativo al control
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se cuantificd la longitud corporal por
microscopia. Para evaluar el efecto sobre la
reproduccion, gusanos adultos jovenes (L3)
fueron expuestos individualmente al extrac-
to durante 24 horas y con posterior cuantifi-
cacion de postura de huevos. Todos los
ensayos se realizaron por duplicado y referi-
dos al control expuesto a DMSO.

Andlisis estadistico

Se utilizé el test de ANOVA con el software
estadistico INFOSTAT  version  2017p
(Universidad Nacional de Cordoba). Las dife-

determind el porcentaje de sobrevida en la poblacion y
se construyeron curvas dosis-respuesta a diferentes
tiempos para calcular la DL50.

La toxicidad crénica se evaltio considerando el
efecto sobre el desarrollo, crecimiento y reproduccion,
de gusanos expuestos a una concentracion subletal de
los extractos (10 mg/mL). Para el efecto en el desarro-
llo, huevos de C. elegans fueron expuestos al extracto
durante 96 horas y posteriormente se cuantificd el por-
centaje de huevos que eclosionaron y el porcentaje de
gusanos que llegaron a adultos. Para estudiar el efecto

rencias significativas fueron con un p<0.05.

RESULTADOS

Previo a los ensayos de toxicidad aguda y cronica, se
evalud la toxicidad letal de 15 extractos (a una concen-
tracion de 10 mg/ml) correspondientes a aislamientos de
hongos de diferentes fuentes alimentarias. De este estu-
dio se detectaron siete extractos con capacidad de pro-
ducir mortalidad en la poblacion de C. elegans superior al
control en un periodo de 72 h (Figura 2). La identificacion
de los hongos revel6 que tres aislamientos pertenecian al
género Penicillium (Pen-3018, Pen-3019 y

FIGURA 3 - Caracteristicas de las colonias fingicas y microfotografia
de los aislamientos flingicos que presentaron toxicidad letal

[0 ]

Pen-3028), tres pertenecian al género
Aspergillus (Asp-3020, Asp-3025 y Asp-
3027), y uno de ellos correspondia al orden
de los Mucorales (Muc-3026) (Figura 3).

En los ensayos de toxicidad aguda de
24 horas, solamente los extractos Asp-3027
y Asp-3025 presentaron toxicidad letal con
una DL50 estimada de 2 x 10"4 mg/mL y 2
x 1079 mg/mL, respectivamente (Figura 4a).
El extracto Asp-2027 fue el que resultd més
toxico para los nematodos.

En los ensayos de toxicidad aguda de
72 horas (Figura 4b), todos los extractos
presentaron toxicidad letal con excepcion
del extracto Muc-3026 y Pen-3019. Las
dosis estimadas ordenados de mayor a
menor toxicidad fueron Asp-3020 DL50:
1,77 mg/mL, Pen-3028 DL50: 2,30 mg/mL,
Asp-3027 DL50: 4,07 mg/mL, Asp-3025
DL50: 15,49 mg/mL y Pen-3018 DL50:
109,65 mg/mL.

En los ensayos de toxicidad cronica, el
desarrollo del nematodo se vio afectado por
los extractos Asp-3020 y Pen-3028, que

La Alimentacion Latinoamericana N° 339

33



763
764

FIGURA 4a- Curva dosis respuesta de toxicidad letal FIGURA 4b- Curva dosis respuesta de toxicidad letal
de los extractos de hongos sobre de los extractos de hongos sobre C. elegans
C. elegans expuestos 24 horas expuestos 72 horas.
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FIGURA 5 - Efecto de los distintos extractos de hongos nlostraron llma. reducmon - 4?/" el
sobre la eclosion de huevos del C. elegans. 8% en la eclosion de huevos con respecto al control

- (Figura 5). Del total de huevos eclosionados, sdlo el
extracto Pen-3018 presentd una inhibicion signifi-

I = cativa de 38% de gusanos que llegan a adultos
J (Figura 6). Los efectos sobre la reproduccion fueron
J , ) observados por una reduccion significativa sobre la
\ postura de huevos de un 69% en Asp-3020, 68% en
I B = N O Muc-3026 y 24% en Pen-3028 (Figura 7).

| - ! — B - Los efectos sobre el crecimiento de los
1‘ nematodos fueron evidenciados en una reduccion
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— significativa de 18% en la longitud del gusano adul-
to por los extractos Pen-3018 y del 13% por Muc-
3026, respectivamente (Figura 8).
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FIGURA 6 - Efecto de los extractos de hongos en el

desarrollo de los nematodos a estadio adulto =
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FIGURA 7 - Efecto de los extractos sobre la reproduccion
de los nematodos
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