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RESUMEN

El maiz es infectado naturalmente por especies fungicas micotoxigénicas, como Fusarium
verticillioides y Aspergillus flavus, y no micotoxigénicas, como Talaromyces funiculosus, durante el
cultivo y en el almacenamiento convencional o hermético, como el silo bolsa. Se desconocen las
interacciones entre estas especies y las estrategias de supervivencia en ambientes herméticos. El
objetivo de este estudio fue determinar el efecto del ambiente hermético sobre las interacciones
entre F. verticillioides, A. flavus y T. funiculosus. Se evaluaron, in vitro, F. verticillioides, A. flavus
y T. funiculosus, obtenidos de granos de maiz almacenados en silos bolsa. Las especies crecieron
confrontadas de a pares en placas de Petri, sin restricciéon de O, y en microcultivos en ambientes
herméticos con dos concentraciones iniciales de O,y CO,. Se determino la inhibicién del crecimiento
y las estrategias de colonizacion de cada especie utilizando microscopia estereoscopica y oOptica.
El ambiente hermético redujo el crecimiento y alter6 la morfologia de estructuras somaticas y
reproductivas de las especies micotoxigénicas. T. funiculosus inhibio el crecimiento de ambas
especies micotoxigénicas y produjo parasitismo de hifas. Se observo entremezcla mutua de las hifas
entre las especies micotoxigénicas. Los niveles de O, y de CO, en los ambientes herméticos variaron
en el tiempo, segun el par de especies que crecié confrontada en cada uno de ellos. El estudio de
las interacciones fungicas en ambientes herméticos aporté informacion valiosa para comprender la
colonizacion y permanencia de especies productoras de micotoxinas asociadas a granos durante su
almacenamiento en sistemas herméticos, como el silo bolsa.

Palabras clave: micobiota micotoxigénica, maiz, Zea mays, ambiente hermético, silo bolsa.
ABSTRACT

Corn is naturally infected by mycotoxigenic fungal species such as F. verticillioides, A. flavus and
T. funiculosus. Interactions between the species and survival strategies under hermetic conditions
are unknown. The objective of this study was to determine the effect of the hermetic environment on
the interactions between F. verticillioides, A. flavus and T. funiculosus. F. verticillioides, A. flavus and
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T. funiculosus were evaluated in vitro. The species grew in pairs in Petri dishes without O, restriction
and in microcultures in hermetic environments with two initial concentrations of O, and CO,. Growth
inhibition and colonization strategies of each species were determined using stereoscopic and light
microscopy. The hermetic environment reduced growth and altered the morphology of somatic and
reproductive structures of the mycotoxigenic species. T. funiculosus inhibited the growth of both
mycotoxigenic species and caused hyphal parasitism. Mutual intermingling of the hyphae was
observed between the mycotoxigenic species. The levels of O, and CO, in the hermetic environments
varied according to the pair of species that grew up in each of them. The study of fungal interactions
in hermetic environments provided information to understand the colonization and permanence of
mycotoxin producing species associated with grain during their storage in hermetic systems, such

as the bag.

Key words: micotoxigenic mycobiota, maize, Zea mays, hermetic environment, bag silo.

INTRODUCCION

El sistema de almacenaje denominado silo
bolsa constituye una alternativa para los granos
de cereales y oleaginosas. Las bolsas tienen un
alto grado de hermeticidad a los gases (O, y CO,)
por lo que el incremento del CO, producto de la
respiracion reduce el desarrollo de los insectos
y hongos evitando el deterioro de los granos
(Bartosik, 2012).

El maiz es susceptible a la infeccion fingica
y a la contaminacién con micotoxinas durante
el cultivo y en el almacenamiento. Este evento
es regido por factores extrinsecos, factores
intrinsecos, y factores implicitos (Torres et al.,
2003; Hammond et al., 2004; Marin et al., 2004;
Sanchis et al., 2007; Giorni et al., 2009; Castellari,
2017).

Las especies micotoxigénicas aisladas de
granos de maiz con mayor frecuencia pertenecen
a los géneros Fusarium y Aspergillus (Gregori
et al, 2013) mientras que las especies de
Penicillium 'y Talaromyces son las que se aislan
con mayor frecuencia entre las poblaciones
no micotoxigénicas (Castellari et al., 2015).
Los resultados del analisis de micotoxinas en
maiz revelaron que entre el 90 y 100% de las
muestras estan contaminadas con fumonisinas
(FB) (Pacin et al., 2009) el 10% con zearalenona y
deoxinivalenol, y entre el 10 y 50% con aflatoxinas
(AF) (Garrido et al., 2012).

De las especies de Fusarium, F. verticillioides
productora de FB es aislada con mayor frecuencia
en maiz cultivado en regiones templadas de
Argentina y otros paises (Marin et al., 2013).
Diversos estudios evaluaron la ocurrencia
de la especie en diferentes etapas del cultivo
(Martinez et al., 2010; Picot et al., 2011), de la
cosecha y el almacenamiento de los granos
(Marcos Valle, 2015). En regiones agricolas con
temperaturas calidas, el maiz es contaminado
con mayor frecuencia por A. flavus, por lo que
su ocurrencia es estudiada en la region centro y
norte de la Argentina (Chulze et al., 1989; Pacin

et al., 2001a; Pacin et al., 2001b; Mutti et al., 2009;
Gonzélez Pereyra et al., 2011) y en otros paises
con caracteristicas climaticas similares (Sekiyama
et al.,, 2005; Garcia y Heredia, 2006; Giorni et al.,
2007).

El estudio de las relaciones entre las especies
fangicas asociadas a distintas matrices, donde no
existen limitaciones en el intercambio gaseoso,
reveld diferentes estrategias de competencia
(Benhamound y Brodeur, 2000; Baig et al., 2012;
Quiroz-Sarmiento et al., 2008; Leggieri et al., 2919).
Sin embargo, las interacciones entre especies
micotoxigénicas en ambientes herméticos, como
en los silos bolsa que almacenan granos, no fue
estudiada y se cree que niveles de O, menores
a 5% afectarian las estrategias de competencia
y colonizacion. El objetivo del trabajo fue
estudiar las interacciones entre F. verticillioides,
A. flavus y T. funiculosus, in vitro, en ambientes
herméticos con diferente composicion inicial de
0,y CO,, y determinar cambios en el crecimiento
y alteraciones en las estructuras somaticas y
reproductivas que afecten la colonizacion y la
persistencia.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos fungicos

Se evaluaron 18 aislamientos de F. verticillioides,
A. flavus y T. funiculosus, seis de cada especie,
obtenidos de granos de maiz almacenados en
silos bolsa, ubicados en tres localidades (Balcarce,
General Alvarado y Tandil) de la zona sudeste
de la provincia de Buenos Aires (37°45" S; 58°18’
W; 130 msnm), Argentina. Las muestras de
granos de maiz se tomaron en dos tiempos del
almacenamiento: al inicio (T1: 10 dias) y al final
(T2: 150 dias), coincidiendo con las estaciones
de invierno (ano 2010) y verano (afio 2011). La
identificacion se realiz6 empleando la taxonomia
convencional (Nelson et al., 1983; Summerell et
al., 2003; Pitt y Hocking, 2009) y la molecular para
confirmar F. verticillioides y A. flavus (Cheverri y
Samuels, 2003).
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En ambos tiempos de muestreo se registraron
las concentraciones de O, y CO, en las bolsas (in
situ) con un medidor de gases portatil (Check
Point, PBI, DanSensor, Dinamarca) y el pH de los
granos de las muestras, en el laboratorio con un
peachimetro digital y portatil (Oakton modelo
PHI11, N° serie 203852), segin protocolo de
Castellari et al. (2015).

Obtencion de indculos

Cada aislamiento fingico fue sembrado en
placas de Petri de 90 mm de diametro con medio
agar papa glucosa (2%) (APG) (Britania®) al que
se le adiciond cloranfenicol (Sigma®) al 0,02%. Las
placas seincubaron siete dias a 25°C, en oscuridad.
El micelio y los conidios de cada placa fueron
extraidos con 2 mL de una solucién de glicerol
(Biopak®) estéril (35% v/v), colocados en tubos
eppendorf de 1,5 mL y conservados en freezer
a -20°C. Los aislamientos estan depositados y
disponibles en el cepario del Laboratorio de
Microbiologia de Suelos y Alimentos de la Unidad
Integrada Balcarce (EEA INTA Balcarce-Facultad
de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de
Mar del Plata (UNMdAP), Argentina).

Determinacion de la tasa de crecimiento

El in6culo de cada aislamiento fue ajustado en
10° propagulos mL", en soluciéon de NaCl (0,8%)
y 3 pL del stock se sembro en cuatro placas de
Petri conteniendo medio APG (Britania®) con dos
niveles de pH: 6,5 (pH de los granos en T1) y 5,6
(pH de los granos en T2). Las placas se incubaron
sin restriccién de O,, a 25°C y a partir del tercer
dia y durante siete dias se registrd el didmetro de
las colonias (mm). Se midieron dos diametros de
cada colonia, se obtuvo el promedio de cada una
y por especie y, se calculd la tasa de crecimiento
(mm dia®).

Los datos fueron analizados empleando el
paquete Remder (R Core Team, 2012). Se realiz6 un
analisis de la varianza (ANOVA) considerando el
efecto del pH sobre el didmetro delas colonias. Las
diferencias entre las medias se determinaron con
el test de comparaciones multiples del paquete
agricolae (Tukey, 5%) (R Core Team, 2012).

Deteccion de la inhibicion del crecimiento
confrontado entre A. flavus, F. verticillioides y
T. funiculosus

Todos los aislamientos fueron inoculados de
a pares en los extremos opuestos de placas de
Petri con medio APG (Britania®) ajustado con dos
niveles de pH: 6,5y 5,6. Cada par de aislamientos
fue evaluado por cuadruplicado. Paralelamente,
cada aislamiento fue sembrado individualmente
en el mismo medio de cultivo con el objeto de
medir el crecimiento en ausencia del antagonista.

Las placas se incubaron a 25°C en oscuridad,
durante siete dias, o hasta que el micelio del
aislamiento que creci6 solo cubrié por completo
la superficie del medio de cultivo. A los siete dias
se midio6 el radio de la colonia de cada uno de
los aislamientos, creciendo confrontados y solos.
Se calculd el promedio de la medicion de tres
radios para cada aislamiento y para cada especie
(mm * SD), por cada nivel de pH. Se determiné
el porcentaje de inhibicién del crecimiento de
ambas especies confrontadas, respecto de cada
una de ellas creciendo sola.

Los datos se analizaron por medio de un
ANOVA vy se determiné el efecto del crecimiento
confrontado y del pH del medio de cultivo sobre
el radio de crecimiento de la colonia.

Lasinteraccionesentrelos paresdeaislamientos
se caracterizaron macroscopicamente utilizando
un microscopio estereoscopico (ZEISS 47526,
f = 100, Alemania) y se determind el tipo de
interaccion de acuerdo con Magan y Lacey (1984).

Ambiente hermético de crecimiento confrontado
entre A. flavus, F. verticillioides y T. funiculosus

El efecto del ambiente hermético sobre las
interacciones entre las hifas de las tres especies
se evalud con la técnica de microcultivos de
Paul (1999) modificada, ya que no se utilizd
formaldehido para fijar las estructuras y, en
su reemplazo, se retird el cubreobjeto, dejando
secar el portaobjeto en cercania de la llama de
un mechero. Para describir las interacciones
se utilizé la escala de Magan y Lacey (1984).
Paralelamente, se caracteriz6 en el tiempo la
composicion de gases del ambiente hermético en
el interior de frascos (de 1,550 cm® de capacidad)
donde crecieron confrontadas las tres especies.
Las composiciones iniciales de gases en el interior
de los frascos fueron: T1: 21% de O, y 0% de CO,;
y T2: 5% de O, y 15% CO, (las concentraciones
correspondieron a las registradas en las bolsas
herméticas que almacenaron maiz en T1 y T2,
respectivamente). Se confeccionaron cuatro
frascos por cada composicion de gases. La
mezcla 2 fue adquirida a la Empresa Air Liquide
Argentina S.A., en cilindros de aluminio de 1 L
(volumen de agua) con balance nitrégeno. El
regulador utilizado fue un regulador Alphagaz,
cuerpo inoxidable y presion de salida de 0 a 8 bar.
Para el llenado de los frascos, una vez colocadas
las placas con los microcultivos se utilizo la
técnica de vacio: bomba de vacio DVL 150, de
vacio maximo 0,030 mm Hg; desplazamiento 50
Hz - 150 L min™. La presién de trabajo de vacio
fue de 68 mm Hg min' y el tiempo para lograr
el vacio fue de 2 min. La presion de trabajo de
llenado con la mezcla fue de 5 L min?, logrando el
llenado con 4 min de trabajo, aproximadamente.
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Para lograr la hermeticidad del frasco luego del
llenado se utilizo sellador universal de silicona
3M® en el septo, colocado en la tapa. Se registrd
diariamente la evolucion de la concentracion
de O, y CO, con un medidor de gases portatil
(Check Point, PBI, DanSensor, Dinamarca). Las
mediciones finalizaron cuando se registraron tres
lecturas consecutivas diarias de 0% de O,. Los
pares de datos se presentaron en graficos que
permitieron observar la evolucion diaria de las
concentraciones de O, y CO, conforme avanzé el
crecimiento confrontado de las especies.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del crecimiento de A. flavus, F.
verticillioides y T. funiculosus en ambiente sin
restriccion de O,

Los diametros de las colonias de A. flavus a los
siete dias de incubacion fueron de 73,9 (+ 4,60)
mm y 77,3 (+ 3,40) mm para niveles de pH de
5,6 y 6,5, respectivamente. Se detectd un efecto
del tiempo (P < 0,001) y pH (P < 0,001), sobre el
diametro de las colonias, el que se incrementd
diariamente y en el medio de cultivo con menor
acidez (pH 6,5). Las velocidades promedio de
crecimiento observadas para esta especie fueron
de 4,41 mm dia" y 4,58 mm dia”, para los niveles
de pH 5,6 y 6,5, respectivamente.

La velocidad de crecimiento de F. verticillioides
fue menor que la registrada para A. flavus.
Los diametros de las colonias a los siete dias
de incubacién fueron de 53,4 (+ 10,07) mm y
71,1 (+ 10,36) mm para niveles de pH de 5,6 y
6,5, respectivamente. Se detectd un efecto (P
= 0,0117) de interaccion entre pH y tiempo. A
partir del tercer dia de incubacién los didmetros

de las colonias desarrolladas en pH 6,5 se
incrementaron significativamente (P < 0,05). No
se observo incremento significativo (P > 0,05)
de los didmetros, para ambos niveles de pH
entre el sexto y séptimo dia de incubacién. Las
velocidades de crecimiento promedio fueron de
2,28 mm dia™ y de 3,2 mm dia™ para los pH de 5,6
y 6,5, respectivamente.

T. funiculosus no fue afectada (P > 0,05)
por el pH del medio de cultivo para crecer en
condiciones sin restriccion de O,. Sélo se observd
un efecto del tiempo de incubacién (P < 0,001)
sobre el diametro de las colonias. Para ambos
niveles de pH, los diametros se incrementaron
significativamente (P < 0,05) entre el primer y
séptimo dia, desde el inicio de las mediciones.
Las velocidades de crecimiento para T. funiculosus
fueron de 3,60 mm dia™ y 3,48 mm dia™ para los
niveles de pH de 5,6 y 6,5, respectivamente.

Antagonismo entre A. flavus, F. verticillioides y
T. funiculosus en ambientes sin restriccion de O,

La reduccion de los didmetros de las colonias
se observo cuando las especies crecieron
confrontadas. A. flavus ejerci6 un efecto
inhibitorio mayor sobre F. wverticillioides, que
éste sobre A. flavus (Tabla 1). El pH del medio
de cultivo no afectdé (P > 0,05) el desarrollo de
ambas especies creciendo en confrontacion (A.
flavus: P = 0,455; F. verticillioides: P = 0,8722). Para
el caso de A. flavus creciendo con F. verticillioides,
las hifas presentaron una interacciéon de tipo A
(mezcla de hifas en el encuentro) de acuerdo con
la clasificacion de Magan y Lacey (1984).

El pH no afecté (P > 0,05) el crecimiento de
T. funiculosus en cultivo puro; sin embargo, este
factor si afecto el crecimiento de las colonias de T.

Tabla 1. Inhibiciéon de A. flavus y F. verticillioides creciendo en confrontaciéon en ambiente sin

restriccion de O,.

Table 1. Inhibition of A. flavus and F. verticillioides in confrontation, in an environment without O,

restriction.
E . Radio de la colonia Inhibicion del
specie .
(mm * SD)* crecimiento (%)
A. flavus
Testigo - pH 5,6 80,00 (+ 0,00)
Testigo - pH 6,5 80,00 (+ 0,00)
Creciendo con F. verticillioides (pH 5,6) 37,33 (£ 2,51) 53,33
Creciendo con F. verticillioides (pH 6,5) 40,00 (£ 5,00) 50,00
F. verticillioides
Testigo - pH 5,6 76,00 (x 0,00)
Testigo - pH 6,5 78,00 (x 0,00)
Creciendo con A. flavus (pH 5,6) 28,33 (+2,88) 62,76
Creciendo con A. flavus (pH 6,5) 28,00 (+ 1,73) 64,00

*Promedio de 6 aislamientos y 4 repeticiones.
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funiculosus (P =0,018) y también de F. verticillioides

(P = 0,0036) creciendo en confrontacion. Los
mayores radios de crecimiento para T. funiculosus
se observaron en el medio con pH 5,6, mientras
que para F. verticillioides los mayores radios de
crecimiento se registraron en el medio con pH 6,5
(Tabla 2).

T. funiculosus, en presencia de F. verticillioides,
present6 una esporulacion que cubrio
rapidamente la superficie de placa de crecimiento
a los tres dias de incubacion, e inhibié el
crecimiento de F. verticillioides.

Al examinar los aislamientos de A. flavus
creciendo en confrontacion con los de T.
funiculosus, se observé que los primeros fueron

limitados en su crecimiento, ya que la superficie
de la placa fue cubierta con microcolonias
de T. funiculosus originadas por una rapida
esporulacion. Este evento, influy6 negativamente
(P < 0,05) en el desarrollo de A. flavus, respecto
de los mismos aislamientos creciendo en cultivo
puro (Tabla 3).

Los resultados indican que A. flavus y F.
verticillioides presentaron un comportamiento
de crecimiento similar, caracterizado por la
extensiéon de sus hifas y escasa esporulacion.
Una situaciéon diferente fue observada para T.
funiculosus, que inhibid el crecimiento de ambas
especies micotoxigénicas, utilizando la estrategia
de rapida esporulaciéon de la superficie. La

Tabla 2. Inhibicion del crecimiento de F. verticillioides y T. funiculosus creciendo en confrontacion

en ambiente sin restriccion de O,

Table 2. Growth inhibition of F. verticillioides and T. funiculosus in confrontation, in an environment

without O, restriction.

Radio de la colonia Inhibicion del

Especie
(mm * SD)* crecimiento (%)

T. funiculosus
Testigo - pH 5,6 30,54 (£ 1,49)
Testigo - pH 6,5 30,54 (+ 3,04)
Creciendo con F. verticillioides (pH 5,6) 7,00 (+ 0,00) 77,09
Creciendo con F. verticillioides pH (6,5) 7,00 (+ 0,00) 77,09
F. verticillioides
Testigo - pH 5,6 27,66 (+4,41)
Testigo - pH 6,5 35,77 ( 8,40)
Creciendo con T. funiculosus (pH 5,6) 10,75 ( 3,16) 61,13
Creciendo con T. funiculosus (pH 6,5) 14,05 (+ 3,56) 60,74

*Promedio de 6 aislamientos y 4 repeticiones.

Tabla 3. Inhibicion del crecimiento de las especies A. flavus y T. funiculosus creciendo en
confrontacion, en ambiente sin restriccion de O,
Table 3. Inhibition growth of A. flavus and T. funiculosus in confrontation, in an environment

without O, restriction.

Especie Radio de la colonia Inhibicion del
(mm + SD)* crecimiento (%)
T. funiculosus
Testigo - pH 5,6 30,54 (+ 1,49)
Testigo - pH 6,5 30,54 (+ 3,04)
Creciendo con A. flavus (pH 5,6) 7,50 (= 1,04) 72,72
Creciendo con A. flavus (pH 6,5) 7,33 (= 1,23) 73,05
A. flavus
Testigo - pH 5,6 37,86 (+1,04)
Testigo - pH 6,5 39,30 (+ 3,80)
Creciendo con T. funiculosus (pH 5,6) 12,38 (+2,32) 67,30
Creciendo con T. funiculosus (pH 6,5) 15,94 (+1,83) 59,44

*Promedio de 6 aislamientos y 4 repeticiones.
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dispersion exagerada de las esporas en tiempo
y espacio puede estar relacionada con una
estrategia de competencia, de acuerdo con Wyatt
et al. (2013).

La interaccion de las hifas de cada una de
las especies micotoxigénicas (A. flavus y F.
verticillioides) creciendo en confrontacion con T.
funiculosus fue descripta como una inhibicién
por contacto tipo B, de acuerdo con la escala de
Magan y Lacey (1984). Ademas, en la zona de
contacto entre las hifas se observo una coloracion
roja intensa ocasionada posiblemente por la
sintesis de un extrolito de T. funiculosus del cual
no se tiene informacion detallada de su estructura
quimica ni tampoco de su funcién (Yilmaz et al.,
2014).

Caracteristicas microscopicas de la interaccion
entre A. flavus, F. verticillioides y T. funiculosus
en ambiente hermético

Cuando las cepas de A. flavus y F. verticillioides
crecieron confrontadas con T. funiculosus en el
ambiente T1 y sus hifas tomaron contacto, se
observaron dos eventos relevantes. El primero
fue la presencia de hifas y conidios tefiidos de
color rojo por T. funiculosus y su posterior lisis;
el segundo fue la formacion de apresorios por
un aislamiento de T. funiculosus en las hifas de
ambas especies micotoxigénicas, evidenciando
una estrategia de parasitismo.

Cuando el contenido de O, en el ambiente T2 se
redujo a 5% y se incrementd la concentracion de
CO,, ambas especies micotoxigénicas mostraron
sus hifas con engrosamiento, vacuolizacion,
estructuras globosas y una mayor ramificacion

en la zona de contacto con T. funiculosus. En
coincidencia con la rdpida reduccién del O,
del ambiente T2, todos los aislamientos de T.
funiculosus produjeron apresorios en las hifas de
A. flavus.

Cuando se estudi6 microscopicamente
la interaccion entre las hifas, el hallazgo
de alteraciones morfologicas en Aspergillus
coincidieron con otras descripciones (Quiroz-
Sarmiento et al., 2008). Las hifas de F. verticillioides
y A. flavus presentaron una ramificacion
exagerada pudiendo constituir una estrategia
para colonizar rapidamente el espacio. En cambio,
T. funiculosus produjo apresorios y lisis celular en
A. flavus y F. verticillioides, 1o que también podria
ser considerado como estrategia de adaptacion y
supervivencia de esta especie.

Composicion de O, y CO, en ambientes
herméticos durante el crecimiento confrontado

En el ambiente T1, a los siete dias de
incubacion de las cepas de F. verticillioides y A.
flavus creciendo confrontadas, no se registré O,
y la concentraciéon de CO, fue de 16,95%. En el
ambiente T2, el O, se consumié completamente
en cinco dias, mientras que el CO, se incremento
a valores del 18% (Fig. 1).

La Fig. 2 muestra la evolucion de los niveles
de gases cuando F. verticillioides y T. funiculosus
crecieron en confrontacion. En el ambiente T1
no se detectd O, a los seis dias de incubacién y
el CO, se increment6 a valores de 17,50%, en ese
tiempo. En el ambiente T2 el O, se redujo a valores
inferiores a 1% luego de 23 dias de incubacion,
tiempo en el que el CO, se incrementé a niveles

21 %%_
20 8
18 - - 18 |
17 * * 17
12 * 16 -
12 - ] 2% ¢
13 - 13
12 12 -
gl £l
9 - +CO2 9 +C0O2
8 g_
7 1 HO2 1
6 . gi mOo2
5_
. 25 W
3 4 3_
2 i
1 ¢ n 1 -
0 T T T T T '_._.—| 0 T T T ._._._._‘
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias Dias

Fig. 1. Evolucién de las concentraciones (%) de O, y CO, en los ambientes T1 (izquierda) y T2
(derecha), donde crecieron F. verticillioides y A. flavus en confrontacion.
Fig. 1. Evolution of O, and CO, concentrations (%) in environments T1 (left) and T2 (right), F.

verticillioides and A. flavus in confrontation.
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que superaron el 18%.

Cuando A. flavus y T. funiculosus crecieron en
confrontacion en el ambiente T1, se detecté O,
hasta el dia 24 de incubacién, mientras que en el
ambiente T2 no se detecté O, en el sistema a los
seis dias de iniciado el ensayo (Fig. 3).

El estudio de la evoluciéon de las
concentraciones de O, y CO, de los ambientes
herméticos donde crecieron confrontadas y de
a pares las tres especies, mostrd que el nivel de
CO, inicial en el ambiente hermético influyé en
el consumo de O, de A. flavus y F. verticillioides
y como consecuencia, en su tasa de crecimiento.
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Castellari et al. (2014) determinaron que la tasa de
crecimiento de F. verticillioides en el ambiente T1
fue de 1,59 mm d?, un 30% inferior a la registrada
en condiciones sin restriccion de O,, y la tasa de
crecimiento de A. flavus en el mismo ambiente fue
de 2,11 mm d, un 52% menor a la registrada en
condiciones de cultivo con intercambio de O,.

F. verticillioides fue la especie que consumio
en menor tiempo el O, disponible en el ambiente
hermético T1, cuando crecié con A. flavus y T.
funiculosus, influenciado posiblemente por la
ausencia de CO,. Por otro lado, de las Figs. 1, 2
y 3 se deduce que A. flavus fue responsable de la
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Fig. 2. Evolucién de las concentraciones (%) de O, y CO, en los ambientes T1 (izquierda) y T2
(derecha), donde crecieron F. verticillioides y T. funiculosus en confrontacion.

Fig. 2. Evolution of O, and CO, concentrations

(%) in environments T1 (left) and T2 (right), in F.

verticillioides and T. funiculosus in confrontation.
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Fig. 3. Evolucién de las concentraciones (%) de O, y CO, en los ambientes T1 (izquierda) y T2
(derecha), donde crecieron A. flavus y T. funiculosus en confrontacidn.

Fig. 3. Evolution of O, and CO, concentrations

(%) in environments T1 (left) and T2 (right), in A.

flavus and T. funiculosus in confrontation.
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reducciéndel O,, enelambiente conunnivelinicial
de 5% (T2), cuando crecid con F. verticillioides y
T. funiculosus, infiriendo que el nivel de CO,
superior a 15% afectaria negativamente la tasa de
crecimiento de estas especies. Las tres especies
modificaron en forma diferente los niveles de O,
y CO, de cada uno de los ambientes herméticos
durante su crecimiento, evidenciado por un
consumo distinto de O, en funcién del tiempo.

CONCLUSIONES

El crecimiento de las especies micotoxigénicas
F. verticillioides y A. flavus y de T. funiculosus (no
micotoxigénica) fue afectado por el ambiente
hermético y por la presencia de otras especies.
El ambiente hermético alterd la morfologia de
estructuras somaticas y reproductivas asexuales
de las especies micotoxigénicas. T. funiculosus
inhibié el crecimiento de ambas especies
micotoxigénicas a través de una esporulacion
rapida de sus colonias. Asimismo, el nimero
de aislamientos de esta especie con actividad
parasitica se incrementé cuando la concentracion
inicial de O, en el ambiente hermético fue menor
a 5%. La evolucion de las concentraciones de O, y
CO, en ambientes de crecimiento hermético vari6
segun las especies fungicas presentes.

Este trabajo proporcion6 evidencia que
indica que evaluar la composicion fungica
micotoxigénica y no micotoxigénica asociada a
granos almacenados en ambientes herméticos,
constituye un factor implicito de relevancia
a considerar cuando se pretenden planificar
estrategias para evitar el deterioro de los granos
y la produccion de micotoxinas durante el tiempo
en que éstos estan acopiados.
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