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Figura 2. Colonias de Aspergillus parasiticus (izquierda) y Aspergillus flavus (derecha) en medio de cultivo (Fotografia de

Themis J. Michailides)

Contaminacion de
aflatoxinas en frutos secos:
un problema emergente

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por hongos de suelo del
género Aspergillus, principalmente A. flavusy A. parasiticus. Por su
alta toxicidad, estan reguladas en numerosos alimentos para consu-
mo humano y animal. Ambas especies crecen sobre restos de mate-
rial vegetal produciendo un gran numero de conidios aerovagantes
que pueden colonizar y contaminar diferentes cultivos como maiz,
cacahuete, algodén y frutos secos, entre otros. La contaminacién
por aflatoxinas en almendro y pistachero, sus causas y control, han
sido intensamente estudiados en California en los ultimos 25 anos.
En Espainia, la situacion es menos conocida y esta siendo abordada
en el marco de dos proyectos de investigacion entre la Universidad
de Cérdoba y la Universidad de California, Davis. Aqui, revisamos la
importancia actual, la etiologia, biologia, y control de esta problema-
tica en los frutos secos espanoles.
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La especie A. flavus produce afla-
toxinas B, y B,, mientras que A. pa-
rasiticus puede producir, ademas,
aflatoxinas G, y G,. Debido a ello,
en California (EE UU), el porcentaje
de muestras de pistacho que sobre-
pasan el umbral de 15 pg/kg a cau-
sa de la infeccién por A. parasiticus
son frecuentemente mayores que los
causados por A. flavus (Figura 1). La
aflatoxina B, es uno de los cancerige-
nos mas potentes conocidos y esta
regulada en la Union Europea in-
dependientemente del conjunto de
éstas. En Europa, la European Food
Safety Authority (EFSA) establece li-
mites mas restrictivos al respecto que
otros mercados, que siguen con fre-
cuencia la normativa norteamerica-
na establecida por la Food and Drug
Administration (FDA). En el caso de
los frutos secos, mientras que en la
Uniéon Europea los limites maximos
son de 8 y 10 pg/kg para la aflato-
xina B, y el conjunto de aflatoxinas,
respectivamente, en los Estados Uni-
dos solo esta establecido el limite
méaximo de aflatoxinas totales en 20
ug/kg. Ademas, A. flavus y A. para-
siticus pueden causar infecciones en
animales e insectos, comportando-
se como patdgenos. En humanos,
son predominantemente patégenos
oportunistas de pacientes con el sis-
tema inmune debilitado.

California, lider mundial en la pro-
duccién de almendra y pistacho,
exporta el 70% de la produccion de
estos frutos secos a mercados como
el de Europa y Asia. En los Ultimos
cinco anos, la presencia de aflatoxi-
nas con concentraciones superiores
a los limites establecidos en la Union
Europea ha provocado el rechazo de
69 partidas de pistacho y 20 de al-
mendra procedentes de Estados Uni-
dos segun el Rapid Alert System for
Food and Feed Safety (RASFF, 2018).
Dado el elevado impacto de la con-
taminacion por aflatoxinas sobre el
sector de los frutos secos en este Es-
tado, a mediados de los noventa, el
grupo del Profesor Themis J. Michai-
lides (Kearney Agricultural Research
and Extension Center/University of
California-Davis) inicié una linea de
investigacion sobre la epidemiologia
y control de aflatoxinas en frutos se-
Cos.

Espafa es uno de los principales pro-
ductores de frutos secos de Europa,
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Figura 1. Distribucion de contaminacién con aflatoxinas de muestras comerciales de pistacho en Cali-

fornia.

destacando los cultivos del almendro
(633.562 ha), castano (36.451 ha),
avellano (20.415 ha) y pistachero
(12.806 ha) (MAGRAMA, 2017). En
los ultimos cinco afos, también se
han producido rechazos de seis par-
tidas de almendra y una de pistacho
de origen espafiol por traspasar los
limites de concentracién de aflatoxi-
nas propuestos por la EFSA (RASFF,
2018). Tradicionalmente, el riesgo
de contaminacién de la almendra
espafola por aflatoxinas se ha con-
siderado bajo, principalmente por
el predominio de los cultivares de
cascara dura y el tipo de recogida,
durante la cual el fruto no entra en
contacto directo con el suelo. Sin
embargo, la elevada temperatura y
la baja pluviometria caracteristica de
muchas zonas productoras de Espa-
fia favorecen la esporulaciéon y dis-
persion de los hongos productores
de aflatoxinas. Aun asi, los estudios
en nuestro pais abordando este reto
son todavia escasos. Aqui revisamos
los conocimientos actuales sobre la
contaminacién de aflatoxinas en al-
mendras y pistachos y su control.

Ecologia y epidemiologia

Las especies de Aspergillus se con-
sideran cosmopolitas, aunque son
maés frecuentes en las regiones tro-
picales y subtropicales, particular-
mente en latitudes entre 26-35°.
En campo, A. flavus y A. parasiticus
comunmente colonizan material ve-
getal en descomposicion que queda
en el suelo, como restos de hojas y

frutos o plantas adventicias, estan-
do involucradas en el ciclo de los
nutrientes en el suelo (Figura 2). En
California, por ejemplo, méas de un
30% de las inflorescencias masculi-
nas de pistachero que caen al suelo
son colonizadas por alguna de estas
especies, donde A. flavus suele ser
mas comun que A. parasiticus. Ade-
mas, se ha detectado una tercera es-
pecie productora de aflatoxinas, A.
nominus, pero con escasa ocurrencia
(Michailides y col., 2016). La pobla-
cién de A. flavus muestra una eleva-
da heterogeneidad y puede dividirse
en funcion de la compatibilidad ve-
getativa, tipo de esclerocios y capaci-
dad para producir toxinas, etcétera.
Asf, una poblacién determinada de
A. flavus puede estar formada por
aislados productores de una o varias
toxinas (ejemplo aflatoxinas y acido
ciclopiazoénico) y aislados sin la ca-
pacidad de producir toxinas, deno-
minados atéxicos (Camiletti y col.,
2018). Defectos en uno o mas de los
genes necesarios para sintetizar afla-
toxinas resultan en la incapacidad
de producirlas (Donner, 2009). Ade-
mas, aislados de A. niger (u otras
especies pertenecientes a la seccion
Nigri) también pueden colonizar al-
mendras o pistachos causando una
podredumbre negra de aspecto pul-
verulento y, aunque no producen
aflatoxinas, pueden contaminar los
frutos con ocratoxinas (Figura 3).

Los aislados de A. flavus pueden
producir esclerocios, estructura que
permite al patdbgeno sobrevivir en el
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Figura 3. Aspergillus flavus y A. niger colonizando el grano de una almendra (Fotografia de Themis J.

Michailides).

Figura 4. Ciclo bioldgico de las especies Asperqillus flavus y A. parasiticus afectando almendro en Ca-
lifornia (dibujos realizados por Gwen Conville basados en el ciclo biologico propuesto por Themis J.

Michailides).

suelo en ausencia de restos vegeta-
les que colonizar. Segun su diame-
tro, los aislados se pueden clasificar
en dos morfotipos, los que producen
esclerocios grandes, tipo L (>400
um, ‘Large’), y los que los producen
pequenos, tipo S (<400 pm, ‘Small’).
La mayor parte de los aislados del
tipo S son téxicos, mientras que la
relacion de aislados téxicos/atoxicos
del grupo L varia segun las diferen-
tes regiones agroecolégicas (Perrone
y col., 2014).

Sobre los restos colonizados, o sobre
los esclerocios, A. flavus y A. parasi-
ticus producen una gran cantidad de
esporas unicelulares de colores claros
sobre conidioforos, hifas especializa-
das, para su dispersion a través del
aire (o insectos) hasta los tejidos a
colonizar (Figura 4). En regiones con
clima mediterraneo, las esporas de
Aspergillus spp. en el aire pueden de-
tectarse a lo largo de todo el afo, pro-
duciéndose un pico maximo durante
el verano, favorecido por las practicas
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culturales de manejo como el laboreo,
gue levantan particulas de polvo (Or-
tega-Beltran y col., 2018).

En el caso de almendro y pistachero,
el patébgeno no tiene capacidad de
alcanzar y colonizar la semilla de los
frutos intactos ya que el mesocarpo
(incluido el exocarpo) y el endocar-
po (cascara) suponen una barrera
eficaz. Sin embargo, la rotura de
estas barreras por motivos bidticos
0 abidticos expone la semilla a la
colonizacién por el patégeno. Asi,
la contaminacion de pistachos con
aflatoxinas en California esta alta-
mente condicionada por la presen-
cia de la polilla de la naranja navel
(Amyelois transitella), un insecto
lepidéptero cuyas larvas realizan
galerias en las cubiertas del fruto,
y por el porcentaje de frutos que
muestran apertura prematura de
la cascara durante el verano (Early
Split). En general, el porcentaje de
pistachos prematuramente abiertos
alcanza el 2%-5% dependiendo
de la variedad y patrén utilizado.
Ambos factores de riesgo suponen
aproximadamente el 98% del total
de frutos contaminados con aflato-
xinas (Doster y Michailides, 1994).
En California, como ocurre en pista-
chero, Asperqillus spp. alcanza la se-
milla de almendro aprovechando las
galerias causadas por la polilla de la
naranja, o bien, a través de las aper-
turas naturales de la cascara, lo cual
depende del tipo de cultivar (cascara
dura, semi-blanda, blanda-papel). La
ausencia de esta importante plaga
en la Cuenca Mediterranea dismi-
nuye el riesgo de contaminacion de
ambos frutos secos, aunque existen
otros insectos nativos (Ectomyelois
ceratoniae o Palumbina querinii)
que pueden participar en la conta-
minacién por aflatoxinas. En Califor-
nia, el riesgo de contaminacion con
aflatoxinas de los pistachos suele ser
mayor que el de las almendras, osci-
lando entre 1:5000 (contaminados:-
sanos) durante los afios de descarga
y 1:20000 para los afos de carga en
pistacho y entre 1:25000 y 1:35000
en el caso de la almendra (Maho-
ney y Rodriguez, 1996; Michailides
y col., 2016). En Estados Unidos, las
almendras se tiran mediante vibra-
dores y se dejan secar directamente
en el suelo para posteriormente ser
recogidas por barrido. El proceso de
secado en el suelo podria suponer



una practica de riesgo. Sin embargo,
no se ha identificado como tal, po-
siblemente debido al corto periodo
de tiempo que estan las almendras
en el suelo, una semana, insuficiente
para que se produzca contaminacion
de la semilla con aflatoxinas. Una
vez recogido el fruto, la contamina-
cion en poscosecha suele ser muy
limitada si el fruto se mantiene seco.

Los aislados de A. flavus difieren
en la cantidad de aflatoxinas que
son capaces de producir, asi como
en las condiciones 6ptimas para su
produccién. Las colonias de A. flavus
se desarrollan a temperaturas entre
19 °Cy 35 °C, mientras que el éptimo
para la produccion de aflatoxinas
oscila entre 24 y 28 °C (Northolt y
col., 1977). La humedad del fruto
ejerce un efecto muy marcado en el
desarrollo fungico y en la produccion
de aflatoxinas por A. flavus. Una
actividad de agua reducida (<0.95)
y una temperatura baja o0 moderada
(<24 °C), salvando excepciones,
inhiben la produccion de aflatoxinas,
aunque el hongo presente cierto
desarrollo (Holmquist y col., 1983).
El incremento de las temperaturas
derivado del cambio climatico
aumenta el riesgo de contaminacion
de aflatoxinas en los productos
agricolas ya que las poblaciones de A.
flavus y A. parasiticus son favorecidas
por el clima seco y calido. Ademas, el
incremento de latemperatura muestra
asociacion con un incremento de las
poblaciones de A. flavus del tipo S,
maés toxicas que las del tipo L (Cotty y
Jaime-Garcia, 2007).

Control

El control de la contaminacién por
aflatoxinas debe basarse en minimi-
zar el nimero de frutos susceptibles
a la colonizacion por el patdgeno,
disminuyendo el dafo por insectos
y reduciendo el porcentaje de frutos
con apertura prematura de la casca-
ra. En California, debido a la asocia-
cion entre la polilla de la naranja y
la contaminacion por aflatoxinas, el
control de las poblaciones de esta
plaga es esencial (Palumbo y col.,
2014). Por ejemplo, una de las prac-
ticas mas efectivas consiste en ade-
lantar la recoleccion a fin de evitar los
dafos causados por la tercera gene-
racion de la polilla de la naranja. En
Espafia, habra que prestar especial
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Figura 5. Porcentaje de reduccién de contaminacion de aflatoxinas en campos de pistachero tratados con

el agente de biocontrol AF36 (Doster y col., 2014).

atencion a aquellos lepidépteros ca-
paces de realizar galerias en el fruto,
facilitando la colonizacién por parte
del patégeno. Por otro lado, para
disminuir el porcentaje de pistachos
prematuramente abiertos se debe
evitar el estrés hidrico de la planta
durante primavera. El tipo de patron
también influye, hemos observa-
do que el cultivar Kerman produce
mayor numero de pistachos prema-
turamente abiertos cuando es injer-
tado sobre P atlantica que cuando
lo es sobre UCB1 (Michailides y col.,
2016). En el caso del almendro, por
el momento, hemos detectado dife-
rencias importantes entre cultivares
cuyos granos fueron inoculados di-
rectamente con una suspension de
esporas del patdgeno; sin embar-
go, el efecto del tipo de céscara no
parece claro. En poscosecha, deben
descartarse los frutos que sean sus-
ceptibles de haber sido colonizados
por el patégeno (prematuramente
abiertos, con el mesocarpio adheri-
do o arrugado, etc.). Finalmente, la
industria ha usado distintos métodos
para reducir la presencia de aflatoxi-
nas en alimentos contaminados, por
ejemplo, el tostado de pistachos en
presencia de zumo de limoén o acido
citrico destruye el 90% de aflatoxina
B, (Rastegar y col., 2016).

Mencion especial merece el control
biolégico mediante cepas atodxicas
de A. flavus. Este método es am-
pliamente usado en Estados Unidos,
para la protecciéon del maiz, algodén
y cacahuate y, mas recientemen-

te, pistachero, almendro e higuera
(Doster y col., 2014); en diversos pai-
ses de Africa, para la proteccion del
maiz y cacahuate (Bandyopadhyay y
col., 2016); y en ltalia, para proteger
maiz (Mauro y col. 2018). Dada la
escasa eficacia del control quimico
frente a los aislados toxicos de As-
pergillus, en California, los esfuer-
z0s se han centrado en el biocon-
trol mediante la utilizacion de cepas
atéxicas de A. flavus. Este método
consiste en la liberaciéon de cepas
atéxicas endémicas, cambiando la
proporcién esporas toéxicas/no toxi-
cas e incrementando la probabilidad
de que los frutos susceptibles sean
colonizados por esporas del agente
de biocontrol (Doster y col., 2014).
Aunque numerosas cepas atoxicas
de A. flavus han sido descritas por
su escasa produccion de aflatoxinas,
solo la cepa AF36 se ha registrado
para su uso en plantaciones de al-
mendro y pistachero en California.
La aplicacion en campo se realiza
mediante semillas de sorgo recubier-
tas por las esporas de AF36. En los
experimentos realizados por el gru-
po del Profesor T. J. Michailides, la
aplicacién anual de la cepa de bio-
control AF36 (10 kg/ha de producto
comercial ‘Prevail’) a principios de
verano reduce a la mitad el nUmero
de muestras de pistacho en las que
se detectaban aflatoxinas cuando
se comparan campos tratados y no
tratados, 20,4% y 44,9% respecti-
vamente. Ademas, la aplicacion del
agente de biocontrol reduce la can-
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tidad de aflatoxina entre un 20% y
un 45%, dependiendo del afio, con
una reduccion media del 40% para
el conjunto de los afos (2008-2011)
estudiados (Figura 5). Actualmente,
trabajamos para seleccion de nuevas
cepas atoxicas que a medio plazo
puedan usarse combinadas con la ya
registrada AF36, buscando un efecto
sinérgico de estas combinaciones.

En California, la viabilidad econé-
mica de ambos cultivos depende
fuertemente de los niveles de aflato-
xinas en los frutos comercializados.
El registro de la cepa AF36 para su
uso en frutos secos en California ha
supuesto un enorme beneficio para
enfrentar este reto. En Espafia, son
necesarios aln mas trabajos para
identificar los factores de riesgo aso-
ciados a la poblaciéon de Asperqillus
spp., la influencia del ambiente y los
cultivares utilizados. Como en otros

771-789.

paises, la seleccion y registro de ce-
pas nativas atoxicas de A. flavus
puede suponer un gran beneficio
para la industria nacional.

Abstract

Aflatoxins are mycotoxins produced
by soil-borne fungi belonging to the
Aspergillus genus, mainly A. flavus
and A. parasiticus. The levels of these
toxins are regulated on several mar-
ketable foods and feeds worldwide
due to their high toxicity. Under field
conditions, both species grow on
decomposing plant matter and pro-
duce high numbers of conidia able
to infect and thereby, contaminate a
variety of crops, such as maize, pea-
nut, cotton, and nuts with aflatoxins.
During the last 25 years, the aflatox-
in contamination process in almond
and pistachio, and their causes and
control methods, have been inten-

sively studied in California. In Spain,
this concern is less well understood
and is being addressed by two joint
research projects among the Univer-
sity of Cordoba and the University of
California, Davis. In this article, the
current state of knowledge of the
importance, etiology, biology and
control of aflatoxins in Spanish nut
crops is reviewed.

Key words: Aflatoxins, Aspergillus
spp., nut crops, biocontrol.
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