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RESUMEN

El maiz en campo y almacén es susceptible a la infeccién por microor-
ganismos, como hongos fitopatégenos que causan grandes pérdidas
en el rendimiento y calidad del grano, como son los Aspergillus, Penicil-
lium y Fusarium. Estos hongos producen pudricién a la mazorca y al
grano de maiz, adem3s de que generan micotoxinas que son téxicas y
dafinas para la salud humana y animal, y potencialmente cancerige-
nas, mutagénicas, teratogénicas e inmunosupresoras, por lo que se
han realizado numerosos estudios acerca de la calidad e inocuidad
agroalimentaria de granos en poscosecha para consumo humano y
pecuario, en relacién con el contenido de micotoxinas. En la presente
investigacién se analizaron microbiolégicamente cuatro estratos de
maiz de la regién de Tenampulco, Puebla, del ciclo agricola PV 2013; los
estudios microbioldgicos se realizaron mediante |a prueba de papel se-
cante y congelacion (PPSC), y los serol6gicos con un ensayo directo
ligado a una enzima competitiva de inmunoabsorcién (ELISA). En la
primera prueba (PPSC) se identificd y cuantificé el nimero de géneros
de hongos fitopatégenos incidentes y las especies potencialmente
toxigénicas, que sirvieron de indicadores para elegir el grupo de mico-
toxinas a evaluar; en la segunda (ELISA) se cuantific el nivel de con-
taminacién con fumonisinas totales. La biodiversidad de hongos fi-
topatégenos detectados en grano de maiz incluyé los géneros
Aspergillus, Penicillium, Bipolaris y Fusarium en los cuatro estratos: en el
estrato uno se obtuvo la mayor incidencia con 18.5%, mientras que en
el cuatro la minima con 13.0%. De entre los hongos mencionados, la es-
pecie Fusarium verticillioides (principal productor de fumonisinas), con
55%, fue la de mayor incidencia. En el ensayo de ELISA se detecté con-
taminacion con fumonicinas en los cuatro estratos, de los cuales el tres
fue el mas contaminado, con 4.19 partes por milldn, y el estrato cuatro
el menor, con 0.22 partes por millén. En este estudio no se observé la
asociacion directa entre mayor incidencia de F. verticillioides y mayor
contaminacién con fumonisinas, ya que existié una tendencia en los
estratos (como en el tres) a presentarse menor incidencia de F. verticil-
lioides, en contraste con un mayor nivel de la micotoxina. La deteccién
de fumonisinas en el grano analizado no se considerd inocuo para el
consumo humano, ya que se encuentra por arriba de dos partes por
millén, nivel maximo permitido por la Administracién de Drogas y Ali-
mentos y la Unién Europea, por lo que es conveniente monitorear el
grano producido para el consumo, aun en agricultura de subsistencia.

Palabras clave: ELISA, fumonisinas, Fusarium verticillioides, micotoxi-
nas, grano maiz
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ABSTRAC

Corn field and warehouse is susceptible to infection by microorgan-
isms such as pathogenic fungi that cause large losses in yield and
grain quality as genera of phytopathogenic fungi such as Aspergil-
lus, Penicillium and Fusarium ear rot produce and grain corn, besides
generating mycotoxins which are toxic substances harmful to hu-
man and animal health and are potentially carcinogenic, mutagenic,
teratogenic and immunosuppressive, so there have been a consider-
able number of studies about the quality and food safety for human
consumption and postharvest grain livestock regarding the content
of mycotoxins. In this research four composite samples from sam-
pling were analyzed in four layers of corn Tenampulco, Puebla region,
the PV 2013 agricultural cycle, which microbiologically analyzed by
blotter test and freezing (PPSC) and serologically direct assay com-
petitive enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). In the first
testthey were identified and quantified the number of genera of plant
pathogenic fungi incidents and toxigenic species which served as
indicators to choose the group of mycotoxins to evaluate, so in the
ELISA assay pollution levels were quantified with total Fumonisins.
The biodiversity of fungal pathogens detected in corn grain included
Aspergillus, Penicillium, Fusarium and Bipolaris in the four strata, pre-
senting significant differences, where the strata one had the highest
incidence of 18.5% and the lowest in stratum four 13.0%. Among these
fungi he highlighted the potentially toxigenic Fusarium verticillioides
species with the highest incidence of fumonisin main producer, with
an overall average in the area of Tenampulco 55%. In the ELISA as-
say, fumonisins contamination was detected in the four layers, the
stratum three most contaminated with 4.19 parts per million, and the
lower four strata with 0.22 parts per million. The directassociation be-
tween increased incidence of F. verticillioides and greater fumonisin
contamination in this study was not observed, since there was a trend
in the strata, and the number three, which had the lowest incidence of
F. verticillioides, in contrast the highest level of said mycotoxin. The
detection of fumonisin in the analyzed grain is not considered safe to
be ingested directly as itis above the maximum permitted levels of 2
parts per million by the Food and Drug Administration and European
Union s, so that it would be monitoring | grain produced for consump-
tion even in subsistence farming.

Key words: ELISA, fumonisin, Fusarium verticillioides, mycotoxins,
grain corn



INTRODUCCION

as micotoxinas son metabolitos secundarios

producidos por diferentes géneros de hongos

fitopatogenos, que al ser ingeridos con fre-
cuencia y en concentraciones elevadas, pueden oca-
sionar desdrdenes metabdlicos en los seres humanos
y animales y, en consecuencia, causar enfermedades
como el cancer, formacién de tumores, desérdenes
hormonales, dafio en el sistema nervioso (Betina,
1988; Brown y Proctor, 2013). Algunas enfermeda-
des: leuencefalomalacia equina, canceres de vulva en
animales monogrésticos, inmunodepresién, entre
otras, se asocian con la presencia de micotoxinas en
alimentos, por lo que toma relevancia el hecho de
que estos metabolitos pueden estar presente en los
granos cosechados, y que algunas de estas micotoxi-
nas sean termorresistentes y poco solubles en agua,
por lo que pueden persistir en granos para consumo
humano, o aun después de que éstos sean industria-
lizados (Pitt y Hocking, 2009).

Los principales géneros de hongos fitopatogenos
identificados en este cultivo como potenciales pro-
ductores de micotoxinas son: Aspergillus, Penicillium
y Fusarium spp., los cuales producen toxinas de di-
ferentes grupos bioquimicos: aflatoxinas, fumonisi-
nas, tricotecenos, zearalenona (Moreno y Benavides,
1988; Cabaiies et al., 2007). De los géneros antes
mencionados, Fusarium spp, que tiene una distribu-
cion cosmopolita, incluye 60 especies asociadas con
la produccién de diversas micotoxinas. En el caso
del cultivo de maiz en México, se ha detectado E
verticillioides con incidencia de infeccién en grano,
entre 44% y 80% (Figueroa-Goémez et al., 2006). F
graminearum prevalece asociado a agroecosistemas
templados, mientras que E verticillioides esta asocia-
do a ambientes de mayor temperaturas (Burgess et
al., 1988; Wharham et al., 1999; Montes et al., 2009).
Dada la continua incidencia de E verticillioides en
la mayoria de los genotipos de maiz en México (Fi-
gueroa-Goémez et al., 2006; Garcia-Aguirre y Marti-
nez-Flores, 2010), este hongo es considerado como
el principal productor de fumonisinas en maiz, y
se especula que factores como las temperaturas en-
tre 15°C y 30°C, ademas de una actividad de agua
0.97, son importantes para la produccion de toxinas
por Fusarium verticillioides (Sanchis et al., 2007).
Condiciones similares inducen a F. proliferatum y F.
subglutinans a generar también fumonisinas, ademas
de ser agentes causales asociados a la pudriciéon de
la mazorca (De Leon, 1984; Vincelli y Parker, 2002).
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En México, el estudio de especies fitopatogenas
productoras de micotoxinas es un tema cada vez mas
explorado. Bucio et al. (2001) han realizado estudios
sobre la relaciéon que existe entre la produccién de
aflatoxinas con la concentracién de inoculo Aspergi-
llus parasiticus en maiz; ademas, en Nayarit, Robledo
et al. (2001) han estudiado la contaminacion natural
por micotoxinas en maiz forrajero y café verde, y en
Puebla (Figueroa-Gémez et al., 2006) lo han hecho
sobre las condiciones sanitarias en las que se encuen-
tra el maiz, ya que segun Torres-Sanchez y Lopez-
Carrillo (2010) el consumo de esta graminea y sus
derivados contaminados con fumonisinas, es un
riesgo para la salud, ya que estan relacionados con
defectos del tubo neural, abortos espontaneos, alte-
raciones en el desarrollo mental de las madres con
bajo consumo dietético de folato, asi como con el in-
cremento en el riesgo de cancer gastrico.

Actualmente, en México solo se tiene regulado
el contenido de aflatoxinas totales en granos basicos,
entre ellos el maiz, y de aflatoxinas M1 en derivados
animales, en tanto que las fumonisinas no estan le-
gisladas en México, por lo que se hace referencia a
los limites maximos establecidos por la Unién Eu-
ropea y Estados Unidos para fumonisinas totales y
Fumonisina B1. En la presente investigacion se reali-
z6 un estudio exploratorio en Tenampulco sobre las
condiciones fitosanitarias y de inocuidad alimentaria
en las que se encuentra el grano de maiz que poten-
cialmente se usara para autoconsumo; el propdsito
fue determinar el estado de inocuidad alimentaria de
grano infectado por hongos fitopatégenos asociados
a la produccion de micotoxinas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un muestreo al azar de mazorcas en cuatro
subdreas: tres en las que se sembrd la variedad Tux-
pefo y una en la que se establecio la variedad Olotillo
(Cuadro 1).

Hongos fitopatdgenos toxigénicos incidentes en
grano de maiz. Las muestras que se obtuvieron de la
cosecha PV-2013, se desgranaron y analizaron con la
prueba de papel secante y congelaciéon (Wharham et
al., 1999). En una caja se sembraron cuatro repeticio-
nes de 50 semillas desinfestadas con hipoclorito de
sodio comercial al 10%, que se distribuyeron equidis-
tantemente sobre papel filtro estéril previamente hu-
medecido; la caja se selld y las semillas se incubaron a
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Cuadro 1. Identificacién de las muestras compuestas de granos de maiz
obtenidas de lotes experimentales de Tenampulco, Puebla. Ciclo P-V 2013.

Genotipo Estratificacidn
Tuxpenio, L-1 1
Tuxpefio, L:2 2
Tuxpefio, L:3

Tuxpefio, -4 3
Tuxpenio, L:5 4
Olotillo

25°C durante 48 horas, con intervalos de 12 horas luz
y 12 horas oscuridad; transcurrido este tiempo, se
procedi6 a colocarlas en congelacion, a -18°C durante
24 horas, para después incubarlas a 25°C durante 11
dias y estimular el crecimiento de los hongos infec-
tantes del grano. Para identificar los géneros y espe-
cies incidentes en las muestras mediante claves taxo-
ndémicas especializadas, los granos se analizaron de
forma individual con el esteromicroscopio y micros-
copio compuesto (Barnett y Hunter 1987; Burgess et
al., 1988; Moreno y Benavides, 1988; Pitt y Hocking,
2009). Los resultados obtenidos se reportaron de la
siguiente manera: porcentaje de géneros de hongos
fitopatdgenos, de hongos fitopatdgenos toxigénicos y
de especies de hongos fitopatogenos toxigénicos. En
este ultimo caso, el género de hongos fitopatégenos
toxigénicos con mayor incidencia en el grano de
maiz, se sometié a un procedimiento de identifica-
cion de especies presentes en las muestras analizadas,
y la tnica involucrada fue Fusarium verticillioides,
por lo que se decidi6 detectar el contenido de fumo-
nisinas, ya que este hongo es el principal productor de
dichas micotoxinas (Cabanez et al., 2007).

Analisis estadistico. En el analisis de los datos del
namero de géneros de hongos fitopatdgenos inci-
dentes en el grano, se usé un disefio completamente
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Georreferencia

N 20°8°37.3”, L0- 97°24°0.6”, MSNM 197;
El Zapote; Prop. Angel Reyes.

N 20°11°33.9”; LO- 97°23'35.8”; MSNM 182;
El Saltillo; Prop. Angel Reyes.

N 20°10°0.47;L0-97°24'20.5";MSNM 197;
La Lima; Pro. Lauro Chapa.

N 20°10°16.5%L0-97°23'48.97;MSNM 199;
Ojo de Agua; Prop. Miguel Pérez.

N 20°11’18.8%L0- 97°22°29.6; MSNM 163;
Caracoles; Prop. Ufronio Garcia.

N 20°11°'51.4%L0-97°22°6.5”; MSNM 241,
La Cruz; Prop. Angel Reyes.

al azar con cuatro repeticiones y prueba de compa-
racion de medias de Tukey al 5% de probabilidad de
error. En el caso del analisis para hongos fitopatoge-
nos potencialmente toxigénicos, se realiz6 un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 4x3 con
cuatro repeticiones, en el que el factor A fue estra-
to y el factor B fue hongos fitopatégenos potencial-
mente toxigénicos. En el caso de especies de hongos
fitopatégenos potencialmente toxigénicos, los datos
fueron transformados mediante el uso de la férmula
arcoseno: J% donde x= es el porcentaje de inciden-
cia de las especies de hongos toxigénicos. En esta
investigacion, el género de hongos fitopatdgenos to-
xigénicos con mayor incidencia en el grano de maiz
fue Fusarium, por lo que se sometié a un procedi-
miento de identificaciéon de especies presentes en
las muestras analizadas, en las que la tnica especie
involucrada fue Fusarium verticillioides.

Deteccion de micotoxinas. La seleccion de la micoto-
xina para analizar en el grano de maiz tomé como base
los resultados del analisis microbiolégico que denota-
ra la alta incidencia de hongos fitopatdgenos poten-
cialmente tdxicos, para lo cual, con el kit AgraQuan®
Total Fumonisin Assay 0.25/5.0 se realizé un ensayo
de inmunoabsorcion ligado a una enzima competitiva
(ELISA), con tres repeticiones para los estandares y



las muestras. El ensayo se realizé siguiendo el protoco-
lo proporcionado por el proveedor que consiste en dos
etapas: la obtencion del extracto, y el ensayo. En la pri-
mera se mezclaron 20 g de maiz molido con 100 ml de
metanol al 70%, el cual se agité durante tres minutos y
se filtré con papel Whatman # 1. Al extracto se le midio6
el pH, que coincidi6 con el rango recomendado por el
proveedor, que indica que la muestra debe encontrarse
en un nivel de 6-8; luego se diluyo 1:20 en un tubo al
que se mezclaron 50 pl del extracto con 950 pl de agua
destilada. En la segunda etapa se usaron micropocillos
de dilucion, en los que se agregaron 200 ul de conju-
gado enzimatico y 100 ul de los estandares y muestras,
que se mezclaron tres veces con una micropipeta de
ocho canales; luego se transfirieron 100 pl de la mezcla
a micropocillos con anticuerpos, donde se incubé por
10 minutos. Transcurrido el primer periodo de incu-
bacion, se saco el contenido, se enjuag6 con agua des-
tilada cinco veces y se secd perfectamente. Después,
se agregaron 100 pl de sustrato con anticuerpos a los
micropocillos y se dejaron incubar por cinco minutos.
Aqui se observo que el contenido de los micropocillos
se torno de color azul. Después del segundo periodo
de incubacioén se agregaron 100 pl de la solucion de
parada, y se observé un cambio del color azul a ama-
rillo, y se procedio a realizar el analisis en un lector de
microplacas (Awareness Stat Fax 2100), con un filtro
de 450 nm y un filtro diferencia de 630 nm. Los datos
de la lectura se obtuvieron en absorbancia, que fueron
transformados con la ecuacién Log/Logit. La interpre-
tacion visual de la reaccion seroldgica consistié en que
el contenido de fumonisinas es inversamente propor-
cional a la intensidad de la coloracion que presentaron
las muestras. Los datos obtenidos de la conversion se
reportaron en partes por milléon (ppm).

Analisis estadistico. Los datos transformados se ana-
lizaron estadisticamente con el programa Statistical
Analisys System SAS 9.0, mediante un disefio comple-
tamente al azar con cuatro repeticiones para nimero
de géneros de hongos, y con tres para las micotoxinas,
y un disefio de arreglo factorial 4x3 con cuatro repeti-
ciones para hongos fitopatégenos potencialmente toxi-
génicos, con un analisis de varianza y una comparacién
de medias de Tukey al 5% de probabilidad de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la prueba de papel secante y congelacién no se
detect6 diferencia estadistica significativa en el nu-
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mero de géneros de hongos fitopatdgenos identifica-
dos entre estratos, ya que en las muestras se observo,
en promedio, el mismo nimero de géneros inciden-
tes, que fueron: Fusarium, Aspergillus, Penicillium y
Bipolaris spp (Figura 1), lo cual coincide con lo re-
portado por De Ledn (1984) y Wharham et al. (1999),
en el sentido de que son hongos fitopatogenos los
que estan asociados a la pudricion de la mazorca y
grano de maiz en campo y almacén. Aunque los gé-
neros Aspergillus y Penicillium detectados potencial-
mente pueden incluir especies toxigénicas, se proce-
di6 a explorar el nivel de especies en el género
Fusarium, porque en México existe poca referencia
acerca de la inocuidad agroalimentaria de maiz in-
fectado por las especies de este género (Robledo et
al., 2001; Figueroa-Gomez, 2006). La unica especie
toxigena Fusarium detectada fue Fusarium vertici-
llioides (Sin. Fusarium moniliforme). Su identifica-
cién se baso en el hecho de que se observaron cepas
axénicas del hongo con las siguientes caracteristicas:
pigmentacion en PDA, ausencia de clamidosporas,
formaciéon de microconidias, célula conidiogena,
forma de las microconidias (Figura 2).

En la incidencia de géneros de hongos fitopatdge-
nos potencialmente toxigénicos entre estratos se pre-
sentd diferencia altamente significativa (P < 0.001);
en este analisis estadistico los promedios generales
que se obtuvieron en Tenampulco fueron: Aspergi-
llus spp. 3%, Penicillium spp. 4.75% y Fusarium spp.
51.5%. La comparacion de medias con la prueba de
Tukey al 5% de probabilidad de certidumbre, indi-
c6 que los dos primeros géneros fueron estadistica-
mente semejantes, pero diferentes del género Fusa-
rium, que fue el que prevalecié en el grano de maiz
analizado. Entre las especies de hongos toxigénicos
detectados dentro de cada estrato hubo diferencias
altamente significativas (P, donde la especie que tuvo
mayor incidencia fue Fusarium verticillioides (Cua-
dro 2), que segin Robledo et al. (2001) y Vincelli y
Parker (2002) es una de las especies productoras de
fumonisinas que incide en genotipos de maiz cul-
tivado en agroecosistemas con altas temperaturas
(De Ledn, 1984) como Tenampulco, ademas de que
coincide con lo reportado por Figueroa-Gomez et al.
(2006), quienes analizaron maiz hibrido de Jalisco e
identificaron a la especie E verticillioides, ademas de
detectar niveles de fumonisinas que fluctuaron desde
20.6 hasta 883.3 ng g de fumonisinas totales.

En cuanto al contenido de fumonisinas, en el
Cuadro 2 se presentan las cantidades de la micoto-
xinas detectadas por estratos, en las que se estima-
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Penicillium spp

M Fusarium spp M Bipolaris spp Aspegillus spp
55 55
47 49
15
8 8
5
3 3.5
2 g5 2
Estrato 1 Estrato 2 Estrato 3

Figura 1. Porcentaje promedio de géneros de hongos fitopatdgenos detectados por estrato en Tenampulco,

Puebla. Ciclo PV 2013.

ron diferencias estadisticas altamente significativas
(P<0.0001). Las cantidades detectadas de fumonisi-
na en Tenampulco fluctuaron, en promedio, en alre-
dedor de 2.86 ppm. En la comparacién de medias,
se observé que tres de los estratos fueron similares,
aunque diferentes significativamente (P= 0.001) del
estrato 4, que present6 0.22 ppm, la menor cantidad
detectada de fumonisinas, figura 1.

Cabe sefnalar que aunque se observaron diferen-
cias estadisticas significativas de fumonisinas en-
tre los estratos, las cantidades detectadas estan por
arriba de los niveles tolerables recomendados por la
Administracién de Drogas y Alimentos de Estados
Unidos de América (Fpa) y la Unién Europea, don-
de 2 ppm es el limite maximo para maiz destinado
al consumo humano, pero por debajo de los limites
maximos establecidos para granos destinados para
consumo pecuario, donde el maximo es de 5 ppm
(Vincelli y Parker, 2002 y de la Unién Europea, 2006)
figura 2 y cuadro 2.

Los niveles de incidencia de F. verticillioides de-
tectados fluctuaron alrededor del 55% y los de fu-
monicinas en 2.86 ppm; sin embargo, al comparar la
incidencia del hongo toxigénico de cada estrato con
la deteccién de la micotoxinas del mismo estrato, pa-
recen no relacionarse (Figura 3), ya que en el estrato
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Estrato GHFPT (%) Incidencia de Fusarium Deteccion de Fumonisinas
verticillioides (%) (ppm)

3 17.25¢ 45.83a 417 a

4 13.0a 4934 a 0.22d

1 185 56.36a 3.97b

2 15.25b 60.6a 3.08¢

DMS 2.1 10.2 0.0523

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. Tukey a= 0.05, GHFPT= Géneros de hongos fitopatégenos

potencialmente toxigénicos. Ppm = Partes por millén.

tres se detecté menor incidencia de E verticillioides,
pero se encontrd el mayor nivel de fumonisinas. Este
hecho concuerda con observaciones realizadas en
diversos paises en los que se reporta la falta de aso-
ciacién entre la incidencia de hongos toxigénicos en
grano de maiz con los niveles de fumonisinas. En Ke-
nia, se analizaron muestras de grano de maiz con alta
incidencia de E verticillioides donde muchas muestras

B Fumonisinas (ppm)

55

Estratos

con una alta incidencia de granos visiblemente enfer-
mos contenian poco o nada de las fumonisinas B1, a
pesar de la presencia de E moniliforme, lo que puede
ser atribuible a la incapacidad de Fusarium vertici-
llioides para producir fumonisinas o a la presencia de
otros hongos causantes de la pudricién de la mazorca,
y/o a condiciones ambientales desfavorables para la
produccion de fumonisinas (Kedera et al., 1999).

% F. verticillioides

4.17
0.22

4

Figura 3. Contenido de fumonisinas e incidencia de Fusarium verticillioides en grano de maiz de muestras

compuestas procedentes de Tenampulco, Puebla.
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CONCLUSIONES

Luego de realizar este trabajo, se concluy6 que Fusa-
rium verticillioides fue la especie de hongos fitopato-
genos toxigénicos que presenté mayor incidencia en
las muestras de maiz de Tenampulco, con una inci-
dencia promedio de 55% en el area, y fue la principal
generadora de fumonisinas, cuyo nivel de deteccion
fue, en promedio, de 2.86 ppm, cantidad que se con-
sidera inocua para los animales que ingieren grano
de maiz con esos niveles de toxicidad, pero potencial-
mente toxica para la ingestion directa de humanos;
también se detect6 que el contenido de fumonisinas
no esta relacionado con el porcentaje de incidencia
de E verticillioides en grano.
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