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El cultivo del maiz es de importancia fundamental en México, no solo desde el
punto de vista econdmico, sino también industrial, politico y social. Debido a
condiciones adversas durante su cultivo, puede ser susceptible al ataque de hongos
productores de micotoxinas como Fusarium, Aspergillus y Penicillium. Aspergillus
flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare, pueden contaminar el grano de maiz con
aflatoxinas, las cuales, en concentraciones muy bajas, inferiores a partes por billon
tienen efectos oncogénicos y teratogénicos en el hombre y en los animales. El control
del problema radica en la prevencion del desarrollo de los mismos en sustratos
susceptibles. Se ha sugerido que la severidad de la contaminacién de un determinado
cultivo en una regién puede estar en parte determinada por el potencial toxigénico de las
cepas presentes. Otra caracteristica importante dentro de estas especies, relacionada con
la capacidad de supervivencia y dispersion en el medio ambiente, es la capacidad de
producir esclerocios. Se han tipificado dos tipos de cepas. Las S productoras de alto
namero de esclerocios pequefios y generalmente grandes cantidades de aflatoxinas Las L
productoras de esclerocios grandes en bajo nimero, y en promedio menor concentracion
de aflatoxinas. Para realizar un estudio de la presencia de estos hongos y de sus toxinas
en México, se obtuvieron muestras compuestas de maices de 14 estados de la republica
mexicana. En los granos se detectd la presencia de 62+2.68 (11.72%) cepas de
Aspergillus flavus, 3£0.58 (0.57%) de Aspergillus parasiticus, 405+34.16 (76.99%) de
Fusarium, 51+3.97 (9.69%) y de Penicillium, 3+0.58 (0.53%). Se realiz6 la
caracterizacién morfolégica de los Aspergillus aislados de las muestras por medio de
técnicas microscépicas, y siguiendo claves taxonémicas para su identificacién. Para la
identificacion quimica de las toxinas, se utilizo la técnica de cromatografia en capa fina

(TLC). La caracterizacién toxicoldgica de las cepas se desarrolld por medio de la

Vi



evaluacion de su potencial toxigénico en medio de cultivo in vitro; con el uso de
columnas de anticuerpos monoclonales para la purificacion de las aflatoxinas totales del
medio. Las poblaciones flngicas analizadas resultaron ser potencialmente
aflatoxigénicas en su totalidad. La cepa con mayor produccién de aflatoxinas fue la
AF01, proveniente de Coahuila y la de menor produccion la cepa AF56, de Chiapas. El
100% de las cepas aisladas produjeron aflatoxinas in vitro: un 96.92% presentd6 AFB y
un 3.07% AFB y AFG. Las concentraciones de aflatoxinas variaron de entre 22 y 2250
ppb. El estado con mayor produccion de aflatoxinas en media fue Veracruz y el de
menor produccion de aflatoxinas en media, Zacatecas. Del total estudiado 54 cepas
produjeron esclerocios a los 10 dias de crecimiento. El numero de esclerocios

producidos y la cantidad aflatoxinas estan positivamente correlacionados.

vii
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The cultivation of corn has vital importance in Mexico, not only from an economic
standpoint, but also industrial, political and social. Due to adverse conditions during its
cultivation, can be susceptible to attack by micotoxigenic fungi, such as Fusarium,
Aspergillus and Penicillium. Aspergillus flavus Link and Aspergillus parasiticus Speare,
can contaminate the grain with aflatoxins in corn, which in very low concentrations, less
than parts per billion are oncogenic and teratogenic effects in humans and animals. The
control of the problem lies in preventing the development of these substrates susceptible.
It has been suggested that the severity of the pollution of a particular crop in one region
may be partly determined by the toxigenic potential of strains present. Another
important characteristic of these species, related to the ability of survival and dispersal in
the environment is the ability to produce sclerotia. Have defined two types of strains. S
producing the large number of small sclerotia and usually large amounts of aflatoxin-
producing sclerotia L The big low, and lower average concentration of aflatoxins. To
make a study of the presence of these fungi and their toxins in Mexico, were composed
of maize samples from 14 states. Grains were detected in the presence of 62 + 2.68
(11.72%) strains of Aspergillus flavus, 3 £ 0.58 (0.57%) from Aspergillus parasiticus,
405 £ 34.16 (76.99%) of Fusarium, 51 * 3.97 (9.69%) and Penicillium, 3 + 0.58
(0.53%). A characterization of the morphology of Aspergillus isolated samples by
microscopy, following taxonomic key for identification. For the identification of
chemical toxins, the technique of thin layer chromatography (TLC). Toxicological
characterization of the strains developed by the evaluation of their potential toxigenicity
in culture medium in vitro, using monoclonal antibody columns for purification of total
aflatoxins. Fungal populations were analyzed potentially aflatoxigénicas in its entirety

in all the maize seeds. The strain with increased production of aflatoxins was the AF01,
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from Coahuila, and the lowest strain AF56 in Chiapas. 100% of the isolates produced
aflatoxins in vitro: a 96.92% had a 3.07% and AFB AFB and AFG. Aflatoxin
concentrations ranged between 22 and 2250 ppb. The state with increased production of
aflatoxins in Veracruz average and the lowest production of aflatoxins in half,
Zacatecas. Of the total studied 54 strains produced sclerotia to 10 days of growth. The
number of sclerotia produced for the strain and the aflatoxins quantity are positively

correlated.



INTRODUCCION

La contaminacién de los alimentos, puede tener como consecuencia su deterioro
al originar una serie de cambios fisicos y quimicos acompafiados de olores y sabores
anormales. De mayor importancia aun, es la capacidad de ciertos hongos de producir
metabolitos toxicos para el hombre y los animales utilizando como sustrato dichos

alimentos (Pascual, 2005).

Actualmente se conocen unos 200 hongos productores de toxinas, que ejercen su
poder con cantidades extremadamente bajas, inclusive en partes por billon (Pascual,
2005). Los mismos, ademas de actuar como patdgenos oportunistas, son capaces de
causar enfermedades y sindromes clinicos en el ser humano y los animales. Estas

enfermedades son conocidas en forma global como micotoxicosis (Murray et al., 2006).

Dentro de las micotoxinas, las aflatoxinas producidas por los hongos Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius (Kurtzman et al.) son consideradas
las sustancias con el potencial mas elevado de inducir cdncer en animales y humanos
luego de las sustancias radioactivas. EI principal 6rgano diana de los efectos toxicos y
carcinogénicos de las aflatoxinas es el higado. También inducen tumores en el rifién,
colon y pulmén. Los alimentos mas susceptibles a la contaminacién fangica y la

posterior produccion de aflatoxinas son los granos y cereales, oleaginosas, leche y
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productos lacteos, hierbas, te, yerba mate, especias, cacao, piensos, aceites vegetales
entre otros. La capacidad de produccion de las aflatoxinas esta condicionada por
factores como: el tipo de hongo, las caracteristicas del sustrato y las condiciones

externas (Soriano, 2007).

Durante el afio 2007, en el mundo se produjeron mas de 790 mil de toneladas de
maiz. En Meéxico, este cultivo representa el 65 % de la produccion nacional de cereales
(SIACON-SIAP, 2007). Este cultivo, basico para la alimentacion, se ve afectado por A.
flavus y A. parasiticus. No existe una estadistica nacional acerca de las perdidas
ocasionadas por estos patdgenos no solo a nivel de campo, sino también en silos o los
efectos de las toxinas sobre humanos y animales, pero se han documentado en afios
anteriores pérdidas en los estados de Tamaulipas, Chiapas, Michoacan, Nuevo Lebn y
Sonora. Mucho se ha estudiado acerca de los mecanismos de infeccion de Aspergillus
flavus y la produccion de aflatoxinas en maiz. Enzimas de Aspergillus sp. capaces de
degradar la cuticula del maiz como un posible factor de infeccién del grano. Se han
purificado por medio de geles de electroforesis, proteinas de Aspergillus, llamadas C1 y

Ccon de 1KDaa y 22-23KD, asociadas a la produccion de aflatoxinas (Guo et al., 1996).

En Canada, Bayman et al. (1993) realizaron la caracterizacion morfologica y
genética de grupos de compatibilidad vegetativa, en cuanto a la produccion de
aflatoxinas in vitro. En 1999, Tran-Dinh et al. realizaron la caracterizacion de genotipos
de cepas toxigénicas y no toxigénicas de A. flavus. En la Argentina, Pildain et al. (2005)

caracterizaron morfoldgica y toxicologicamente cepas de A. flavus provenientes de
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diferentes regiones productoras de mani. En México, Moreno (2004) caracterizo
morfolégica y toxicologicamente cepas de A. flavus y A. parasiticus aisladas de
diferentes sustratos alimenticios. También, mucho se ha estudiado sobre la relacion entre
las caracteristicas morfoldgicas de estos hongos y su relacién con la produccion de
aflatoxinas. La asociacion positiva entre la produccion de esclerocios y aflatoxinas ha
sido observada por Wicklow y Shotwell (1983) y confirmada por los estudios de
compatibilidad vegetativa, en los cuales los aislamientos que conforman un grupo de
compatibilidad determinado comparten el mismo fenotipo en cuanto a la produccién de
esclerocios y aflatoxinas (Pildain et al., 2005; Bayman y Cotty, 1993; Horn et al., 1999;

Pildain et al., 2004).

En este trabajo se estudiaron las caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas,
toxicologicas de 65 cepas de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus aisladas de 14
estados de la republica. ElI conocimiento de diferencias regionales en cuanto a las
caracteristicas morfologicas y toxigenicidad de las poblaciones de A. flavus y A.
parasiticus puede ayudar a entender la dinamica poblacional y brindar importante
informacion que podria ser utilizada en la implementacion de medidas de control

efectivas para reducir la contaminacion de aflatoxinas en el campo.

El presente trabajo contribuye al conocimiento de la biodiversidad poblacional de
A. flavus y A. parasiticus en México, presentando una caracterizacion toxigénica y
morfolégica de los aislamientos de este patdgeno a partir de semillas de maiz

procedentes de diferentes regiones agroecoldgicas.



OBJETIVOS

Objetivo general

= Caracterizar morfolégica y toxicoldégicamente cepas de Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus provenientes de maices sembrados en 14 estados de

México.

Objetivos especificos

= Determinar la incidencia de hongos potencialmente toxigénicos en granos de

maiz colectados en diferentes regiones de la republica mexicana.

= Caracterizar la morfologia de los hongos, tanto de las colonias como de

estructuras especificas de importancia taxonémica.

= Caracterizar el potencial toxigénico de las cepas de Aspergillus flavus vy

Aspergillus parasiticus para producir aflatoxinas.

= Determinar la naturaleza quimica de las aflatoxinas producidas.



REVISION DE LITERATURA

El género Aspergillus es uno de los mas estudiados hasta la actualidad, debido a
sus propiedades industriales y efectos en la salud humana. Es un género grande
compuesto por mas de 180 especies anamorficas aceptadas que presentan sus
telomormos en 9 géneros diferentes. Se subdivide en 7 subgéneros que a su vez se

dividen en grupos (Rodriguez et al., 2007; Samsom & Pitt, 2000).

Algunas especies de Aspergillus, son mitosporicas, entre ellas Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius, considerados como los principales
productores de aflatoxinas (Kurtzman et al., 1987). Se citan también como productores
de aflatoxinas a Aspergillus pseudotamarii (Ito et al.) y a Aspergillus bombycis
(Peterson et al.) pero esto no ha podido ser confirmado siempre a nivel laboratorial

(Cabafies et al., 2007; Ito et al., 2001; Peterson et al., 2001).

La identificacion a nivel de género es sencilla, debido a las caracteristicas de los
conidiéforos, pero a nivel especie es compleja debido a las similitudes presentes entre
estos hongos. Para clasificarlos son utilizadas caracteristicas macro y microscopicas
como: macroscopicas: diametro de las colonias; coloracion del anverso y del reverso de

las colonias; presencia de esclerocios; presencia de gotas de exudado; presencia de
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pigmento difusible; textura de las colonias y microscépicas: disposicion de las métulas o
fidlides sobre la vesicula; longitud y anchura de los estipes; forma y didmetro de las
vesiculas; longitud y anchura de las métulas y fialides; forma, diametro, ornamentacion
y color de las conidias; forma, tamafio y color de las células de Hiille; forma, tamafio y
color de las ascosporas (Rodriguez et al., 2007; Abarca, 2000). A. flavus, A. parasiticus
y A. nomius, se encuentran dentro del subgénero Circundati, en la seccion Flavi, que
incluye a los hongos no toxigenicos A. tamarii, A. sojae y A. orizae. Pertenecen a los
Hyphomycetes, Division-Forma Deuteromycota (Rodriguez et al., 2007; Kurtzman et

al., 1987).

La separacion de las especies de A. flavus y A. parasiticus se realiza por la
presencia de métulas y fialides. A. parasiticus presenta fialides uniseriadas mientras que
A. flavus presenta fialides uni y biseriadas. Debido a que estas caracteristicas se
presentan  muy variables dentro de las especies, actualmente se considera la
ornamentacion de la conidia como punto principal en la separacion (Figura 2.1). Las
conidias de A. flavus tienen cabezuelas esféricas a elipticas y son finas a
moderadamente asperas, mientras que A. parasiticus presenta cabezuelas mas esféricas
y equinuladas a espinosas. La separacion de A. nomius se complica, porque presenta
caracteristicas morfoldgicas similares a A. flavus, excepto que difiere en la produccion
de pequefios esclerocios en forma de bala, mientras que los de A. flavus son mas
globosos. Sin embargo no estd claro si las cepas de A. nomius frescas produzcan
esclerocios. La diferencia fundamental entre las tres especies se da en la produccion de

aflatoxinas B, G y acido ciclopiazonico (Rodriguez et al., 2007).



@ (b) T©
Figura 1. Fotografia al microscopio electrénico donde se muestra la ornamentacion de las
esporas de (a), Aspergillus parasiticus, (b), Aspergillus flavus, (c) y la cabezuela

conidial de Aspergillus parasiticus (Rodriguez et al., 2007).

El conidioforo caracteristico de Aspergillus, posee tres partes bien diferenciadas:
vesicula, estipe y celula pie. Sobre la vesicula se disponen las células conididgenas,
denominadas fialides. En muchas especies, entre la vesicula y las fialides se encuentran
otras células denominadas métulas. Las cabezas conidiales que sdlo presentan fialides se
denominan uniseriadas, y las que presentan fialides y métulas, biseriadas (figura 2)

(Rodriguez et al., 2007; Abarca, 2000; Rapper y Fennell, 1965).

Figura 2 Caracteristicas morfoldgicas de Aspergillus. (a) Célula pie, vesicula y estipe;
(b) Conidi6foro monoseriado; (c) Conidiéforo biseriado; (d) conidias en
cadenas. http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx



Aspergillus en maiz

En semillas de maiz, las colonias son por lo general de color verde claro, verde
amarillento claro, verde intenso, café olivaceo o café. Las semillas de maiz severamente
afectadas son incoloras y arrugadas. En medio de cultivo, el color de la colonia varia de
verde amarillento a verde olivaceo, micelio blanco, esclerocios marrén obscuro a negros,
reverso incoloro, marrén claro o naranja, textura de la colonia lanosa o flocosa. Las
colonias de A. parasiticus por lo general son verde mas intenso (Abarca, 2000). A pesar
de que estos patdgenos se consideran principalmente hongos de almacenamiento, las
infecciones pueden iniciarse a nivel de campo. El indculo primario proviene de
propagulos en el suelo, micelio que inverna en residuos vegetales, esclerocios, basura

sobre el suelo e insectos (De la Garza, 1994).

Métodos utilizados para detectar aflatoxinas y hongos aflatoxigénicos

Meétodos basados en la utilizacion de medios de cultivo diferenciales

Estos hongos pueden ser cultivados en diferentes medios tanto para su
identificacion como para conservarlos. EI medio de cultivo Malta Sal Agar, MSA, se
utiliza para aislar la mayoria de los hongos de almacén; el Czapek, Czapek con Extracto
de Levadura y el Czapek con Sacarosa, se utilizan para la identificacion de los hongos
A. flavus y A. parasiticus. EI CAM, Medio Agar Coco, se utilizan para discriminar cepas
toxigénicas de cepas no toxigénicas ya que al crecer las mismas y exponerlas a luz ultra
violeta emiten fluorescencia. EI AFPA, Aspergillus Flavus Parasiticus Medio, se utiliza

para diferenciar a los hongos A. flavus y A. parasiticus de otras especies de Aspergillus
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Por lo general su sensibilidad no es muy elevada (Rodriguez et al., 2007; Sepulveda &

Piontelli, 2005; Medina et al., 2002).

Meétodos basados en técnicas cromatograficas

La Cromatografia en Capa Fina, TLC; Cromatografia Liquida, LC;
Cromatografia Gaseosa, GC, son métodos que detectan con mucha mayor sensibilidad,
hasta de 5 ppb, la presencia de cepas toxigénicas. Para TLC o la LC, pueden aplicarse
pequefios discos extraidos con sacabocados, o extracciones con solventes para la
obtencién de una mayor pureza del extracto (Pildain et al., 2005; Filtemborg et al.,

1983).

Métodos basados en técnicas inmunoldgicas
Utilizan anticuerpos mono o policlonales dirigidos contra antigenos mas o menos
especificos. Una de las técnicas mas utilizadas es la ELISA, leyendo a 650 nm para

determinar la concentracion de la toxina (Cabafies et al., 2007; Medina et al., 2002).

Meétodos basados en técnicas moleculares

Para la identificacion de cepas productoras de aflatoxinas se han utilizado los
genes nor-1, ver-1, afl-R, omt-1, etc., implicados en la biosintesis de aflatoxinas y
esterigmatocistina. Estos genes indican la capacidad de una cepa de ser potencialmente
productora de aflatoxinas (Cabafies et al., 2007). Muchos autores han probado métodos
para tratar de identificar acertadamente estos hongos, pero ninguno hasta ahora indica

una certeza absoluta al respecto. Se han disefiado primers dirigidos a regiones
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conservadas, a zonas que codifican enzimas, se han utilizado diferentes tipos de
marcadores moleculares, pero tienen baja reproducibilidad. Se han desarrollado
métodos de PCR multiple para diferenciar lineas productoras y no productoras de
aflatoxinas dentro de la seccion Flavi, utilizando genes involucrados en la biosintesis de
aflatoxinas (Rodriguez et al., 2009; Rashid et al., 2008; Rodriguez et al., 2007; Criseo
et al., 2001). Para la identificacion de géneros, especies, cepas 0 variantes genéticas
pueden utilizarse técnicas que no necesitan de la identificacion de genes especificos.
Entre ellas se encuentran los RFLPs, (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
Polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion; en la misma se realiza primero
una amplificacion de un segmento de ADN con un determinado cebador vy
posteriormente se digieren los segmentos amplificados con enzimas de restriccion. Los
fragmentos se separan posteriormente mediante electroforesis y de acuerdo al patrén de
bandeo se pueden construir arboles filogenéticos (Cabaries et al., 2007; Somashekar et
al., 2003). En los RAPDs (Ramdom Amplified Polymorphic DNA), Polimorfismo de
DNA amplificado al azar; se realiza la amplificacion aleatoria de DNA por medio de
secuencias conocidas amplificadas al azar. Tienen baja reproducibilidad. Se utilizan
cebadores de 8 a 10 nucledtidos que se pegan a distintas regiones del DNA y generan
una secuencia de bandeo que puede ser distinta segun la secuencia génica de las cepas en
estudio. Varios autores los han trabajado y recomiendan diferentes primers para
identificar a esto patdgenos, entre ellos el P160, P117, P10, PM1, P111, P237, P1250,
OPA-04, OPB-10, OPA-14, OPA-17, OPA-20, OPW-04, OPW-05 OPR-01 (Batista et
al., 2008; Lourenco et al., 2007; Yuan et al.,, 1995; Bayman & Cotty, 1993). Los

AFLPs, (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) Polimorfismo de longitud de
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fragmentos amplificados. Se amplifican selectivamente fragmentos de DNA obtenidos
mediante la digestion con enzimas de restriccion. La amplificacion es especifica, puesto
que se utilizan primers complementarios a la secuencia de los adaptadores que se ligan a
los extremos de los fragmentos de DNA digeridos. La presencia o ausencia de bandas
genera un patron para cada cepa analizada. Estos patrones pueden ser analizados en
forma automatica (Batista et al., 2008; Cabafies et al., 2007; Baird et al., 2006). Otro
método muy utilizado actualmente es la SECUENCIACION, que consiste en la
determinacion de la secuencia de fragmentos de DNA amplificados que posteriormente
se comparan con secuencias depositadas en bases publicas de datos como el Genbank o
EMBL. Son estas mismas secuencias, las que permiten el disefio de primers que se

utilizan en otras técnicas citadas anteriormente (Cabaries et al., 2007).

RT-PCR, (Real Time Polymerase Chain Reaction), se trata de una PCR
cuantitativa y en tiempo real. En este tipo de PCR la cantidad de fragmento amplificado
se analiza en cada ciclo de amplificacion. Estos combinan la amplificacion de DNA, la
hibridacion con sondas y la generacion de una sefial fluorescente que permite cuantificar
el DNA diana con una buena reproducibilidad. Se han realizado trabajos en el area de la
medicina, en el diagndstico de la aspergillosis nosocomial, para dilucidar genes
involucrados en la biosintesis de aflatoxinas principalmente (Cabafies et al., 2007; Kami
et al., 2001). MICROARREGLOS, (Microarrays), esto permite el analisis comparativo y
simultaneo de la expresién de cientos de genes en un recipiente similar a un portaobjetos
y en un tiempo muy reducido. Aln se encuentra en etapa inicial de uso y para lograr una

mayor fiabilidad en su uso deberdn de incluirse fragmentos y secuencias con
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informacién filogenética de especies potencialmente productoras conjuntamente con
genes esenciales involucrados en la biosintesis de micotoxinas (Cabafies et al., 2007;

Bhatnagar et al., 2006; O'Brian et al., 2002).

Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidos por ciertos
hongos en productos agricolas expuestos a la infestacion fungica. Su produccion es
inevitable y depende de diferentes factores ambientales en el campo y/o durante el
almacenamiento. Dado su caracter inevitable e imprevisible, la contaminacion por
micotoxinas plantea un problema especial para la inocuidad de los alimentos (L6pez &

Park, 1999).

Derivan de las palabas griegas Mikes, hongo y toxina, veneno. Su formacion
tiene lugar al final de la fase de crecimiento, durante la fase estacionaria siendo a
menudo asociado con la diferenciacion y la esporulacion (Goldblatt, 1972). Son
moléculas pequefias, de peso molecular menor a 700 kDa. La mayor parte de ellas se
originan en la ruta policetdnica, aungue existen otras rutas biosintéticas mas complejas y
las mismas relacionadas con un menor nimero de especies fangicas productoras de la
toxina (Moss, 1991). La presencia de estas micotoxinas puede darse en forma individual
0 simultanea con otras, lo que puede provocar efectos sinérgicos en el organismo,

aumentando su toxicidad (Soriano, 2007).
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Aflatoxinas
Son micotoxinas producidas por los hongos A. flavus, A. parasiticus y A. nomius.
El estudio de las mismas se inicio en 1960, debido a la muerte en Inglaterra de 100.000
pavitos a causa de la que en su momento se llamé enfermedad X del pavo. Esta
enfermedad se manifest6 con la pérdida de apetito, letargo y debilidad de los animales.
Cuando las aves estaban por morir, el cuello se arqueaba, la cabeza se tiraba hacia atréas
y las patas quedaban tendidas. Posteriormente se descubrié que la causa de la muerte de
las aves se debid a una intoxicacion producida por alimento contaminado A. flavus
presente en pasta de cacahuete importada de Brasil. (Rodriguez et al., 2007; Moreno &
Gil, 1990; Sargent et al., 1961). En forma natural se han encontrado méas de 13 distintos
tipos de aflatoxinas, siendo derivados de la difurano cumarina. Pueden localizarse en el
micelio de los hongos, en las esporas 0 ser excretadas como exotoxinas que se liberan en
el medio donde crece el hongo (Ortiz, 1992). A. flavus produce Unicamente aflatoxinas
B1, B, y acido ciclopiazonico o ambos o0 ninguna; A. parasiticus y A. nomius, producen
aflatoxinas By, By, G1 y G2; A. pseudotamarii aflatoxinas B, B, y Acido ciclopiazonico
y a A. bombycis aflatoxinas B1, B,, G1 y G, (Rodriguez et al., 2007; ; Ito et al., 2001;
Peterson et al., 2001; Pitt & Hocking, 1997; Horn & Greene, 1995). Sin embargo,
algunos autores, detectaron la produccion de aflatoxinas de tipo G por cepas
identificadas morfol6gicamente como pertenecientes a A. flavus (Vaamonde et al.,
2003; Cotty, 1989; Klich y Pitt, 1988; Saito et al., 1986). Son las sustancias
carcin6genas mas potentes hasta ahora conocidas. Son ademas teratogénicas y
mutagénicas. El principal érgano diana es el higado, donde producen dafio hepatico

agudo, cirrosis; ademas inducen tumores, disminucion de la eficiencia del sistema
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inmunitario, afecciones de los pulmones. Se acumulan en los tejidos y se excretan por la
leche. La aflatoxina B; actia también sobre el metabolismo de los lipidos y de los
gldcidos. Se considera a la aflatoxina B1 como la de mayor riesgo (Ruiz & Font, 2007).
La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Céancer IARC, clasifica a las
aflatoxinas dentro del grupo 1 en su sistema de clasificacion, como agente altamente

carcinogénico en humanos (IARC, 2006).

Por lo general, la aflatoxina AFB; es la que se encuentra en mayores
concentraciones, ademas es la mas potente de todas. Cuando los animales ingieren en
sus alimentos aflatoxinas B; y B,, en lactancia, las mismas son excretadas por la leche
en forma de aflatoxinas M; y M,, formas alteradas pero aun toxicas (Soriano, 2007;
Moreno, 1988). En los Estados Unidos el nivel maximo permitido de aflatoxinas en
leche es de 0.5 ppb. Se ha encontrado una relacion entre el nivel de aflatoxinas en
alimentos balanceados y el nivel de aflatoxinas en leche 0.91% de las aflatoxinas
presente en los animales pasa a la leche (Moreno & Gil, 1991). La importancia de las
aflatoxinas radica en el riesgo que representan para la salud puablica, asi como las
pérdidas econdmicas por la baja calidad del grano, limitaciones en las exportaciones,

costos de manejo, analisis y eliminacion de material contaminado (Acosta, 1994).

Estructura molecular del compuesto y propiedades
Las aflatoxinas estdn estructuralmente relacionadas, quimicamente son
cumarinas sustituidas conteniendo anillos de bifurano y configuracién tipo lactona. Son

Opticamente activas, fluorescentes bajo luz ultravioleta y sus pesos moleculares varian
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de 312 a 350 kd; son poco solubles en agua pudiendo ser extraidas con solventes
organicos moderadamente polares. Cuando se encuentran en estado puros son termo
resistentes alcanzando sus puntos de fusion temperaturas superiores a 250°C y se funden
entre 190 y 310°C; y rangos de pH entre 3 y 10. Son fotosensibles y tienden a
descomponerse cuando estan en solucion sobre todo acuosa o0 metandlica. Se
descomponen bajo la accion de agentes oxidantes o alcalis fuertes y hipoclorito de sodio.
Se han identificado 18 tipos de aflatoxinas de las cuales seis son contaminantes de
alimentos: las del grupo B (B1 y By), G (G1 y G2) y M (M1 y My)(Juan et al., 2007,

Ortiz, 1992).

OCH3

Aflatoxina B,

OCH3

Aflatoxina G: Aflatoxina G,

Figura 3. Estructuras quimicas de AFB;, AFB,, AFG; y AFG2 (Juan et al., 2007).

Biosintesis de las aflatoxinas

Como ya se ha mencionado, las aflatoxinas son quimicamente difuranocumarinas
formadas por anillos heterociclicos donde se relaciona a los furanos con la toxicidad y a

la lactona con la fluorescencia de las particulas, ademas a la susceptibilidad de los
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compuestos a la hidrdlisis alcalina. En su biosintesis estan involucradas la condensacion
de un acetil con tres 0 més unidades de malonil con la pérdida de CO, (Yu et al., 2002;
Lillehoj, 1983; Bennet & Lee, 1979; Buchi & Rae, 1969). Se relaciona la biosintesis de
aflatoxinas con la de los lipidos y se asume una disminucion en la sintesis de proteinas
en algunos casos. La produccion de aflatoxinas se inicia durante la fase estacionaria de
crecimiento del hongo. Al inicio del crecimiento del mismo la produccion de aflatoxinas
es baja o nula, pero a medida que los niveles de nitrogeno y fosfatos se reducen en el
medio, el metabolismo primario se desorganiza produciendose la acumulacion de
metabolitos primarios e iniciandose la produccion de aflatoxinas (Yu et al., 2002;
Magno et al, 1997; Cleveland & Bhatnagar, 1991). Varias enzimas con distintas
actividades dentro de la via han sido identificadas y algunas parcialmente purificadas
metiltransferasas, reductasas, ciclasas, estearasas, etc. Las enzimas implicadas y sus
sitios de accidon se muestran en la Figura 4 (Yu et al., 2002). En la biosintesis de las
aflatoxinas estan involucrados cuatro genes principales (afl-R; nor-1; ver-1; omt-1).
Tales genes son responsables de la regulacion biosintética de la produccion de las
mismas, asi como otros genes homdélogos (Diaz, 1994). La biosintesis de las aflatoxinas
B1, ha sido dilucidada tanto a nivel biogquimico como a nivel genético. Las aflatoxinas
son sintetizadas extra mitocondrialmente a partir de la Acetil coenzima A, derivada del
catabolismo de carbohidratos simples. Los intermedios glicoliticos estimulan la
produccién de aflatoxinas asociadas a la caida de niveles de piruvato y fosfoenol
piruvato, los cuales son precursores de tres carbones del acetato y malonato. En la
primera fase de la biosintesis de estas micotoxinas, el acetato y la malonil CoA, son

convertidos a hexanoilo mediante una sintetasa de acido graso. Este hexanoilo, es
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extendido por una policetido sintetasa hasta el decacétido &cido norsolorinico, NOR,
primer precursor estable en la biosintesis de las aflatoxinas. El policétido sufre
posteriormente de 12 a 17 transformaciones enzimaticas a través de vias intermediarias,
que se resumen en la (Figura 2.4); la averantina, AVN; la hidroxiaverantina, HAVN; la
averufina, AVF; la hidroxiversicolorina, HVN; el acetato hemiacetal versiconal, VHA;
el versiconal, VAL; la versicolorina B, VERB; la versicolorina A, VERA; la dimetil
esterigmatocistina, DMST; la esterigmatocistina, ST;la orto-metil esterigmatocistina,
OMST, Aflatoxinas, B; 0 By; G1 0 G, al dividirse la via en 2 ramas. Mediante estudios
genéticos sobre el mecanismo molecular de biosintesis de la aflatoxina Bi, se ha
descrito, un fragmento de 70 pares de kilobases de longitud, conteniendo al menos 24
genes estructurales conocidos, incluyendo un gen de regulacion positiva como activador
de transcripcion. Dichos genes estructurales codifican monoxigenasas del citocromo
P450, deshidrogenasas, oxidasas, metiltransferasas, una policétido sintetasa y dos
sintetasas de acidos grasos exclusivas. Dos genes de la sintetasa de acidos grasos (fas-1
y fas-2) y una policétido sintetasa (pksA) participan en la sintesis del decaétido de
malonil CoA . Una vez formado, el decaetido se cierra del anillo para formar un
producto, norantrona que luego debe someterse a la oxidacion para formar el primer
producto estable intermedio, el acido norsolorinico (NOR). En la conversion de
norantrona NI, se supone involucrada una oxidasa. La conversién de la NI a la AVN
requiere una deshidrogenasa, codificada por el gen ni-1. Genes adicionales, tales como
nor a estan en el grupo que codifican deshidrogenasas, que también pueden ser
capaces de llevar a cabo la conversién. Se confirmdé mas tarde que el préximo

intermedio estable es dimetilesterigmatocistina (DMST), que la citocromo P-450



18
monoxigenasa codificada por ver a es necesaria para la conversion de VERA a DMST.
Una citocromo P-450 monoxigenasa codificada por el gen avn A se requiere para la
conversién de la AVN a HAVN, mientras que el gen que codifica una alcohol
deshidrogenasa, ADHA se considerd esencial para la conversion de Havn a AVF. El
gen que codifica una avf A oxidasa es responsable para la conversion de AVF a VHA.
El gen vbs codifica una deshidratasa que cataliza la cadena lateral de la ciclizacion
VHA a VER (AB). En la ultima fase de la biosintesis de la aflatoxina, una orto-
metiltransferasa es necesaria para la conversion de la ST orto-metilsterigmatocistina
(OMST). El omtA fue el primer gen confirmado en la biosintesis de aflatoxinas. Otro
gen que codifica una desmetilasa llamada omtB metiltransferasa es necesario para la
conversion de DMST a ST y DHDMST a DHST. El paso final en la formacién de
aflatoxinas es la conversion de OMST o DHOMST a aflatoxinas B; , B, , G1y G,
medidas que requieren la presencia de un NADPH dependientes de una mono-
oxigenasa (ORDA) Otro gen afIT codifica una proteina con homologia a los antibiéticos.
El flujo de proteinas, que podria ser necesario para el transporte de las toxinas a las

células del hongo (Yu et al., 2002).

Mecanismo de accion de las aflatoxinas

Las aflatoxinas ingeridas con los alimentos son absorbidas en la mucosa
intestinal y pasan al torrente circulatorio, a través del cual llegan al higado, rifiones,
canales biliares y sistema nervioso donde se acumulan. En los animales es evidente el
dafio al higado y la disminucion de la transformacion de alimento en carne, huevo o

leche (Ortiz, 1992). La AFB; se considera la aflatoxina mas importante, no solo porque
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aparece con mas frecuencia y en mas abundancia, sino también porque es la mas toxica.
La AFB;, es absorbida en el intestino delgado y es transportada por los glébulos rojos y
las proteinas hasta el higado, mayoritariamente por la via portal. La toxina entra en la
célula y es metabolizada en el reticulo endoplasméatico para ser hidroxilada y
transformarse en varios compuestos como aflatoxinas P; M, Q;. También puede darse
la formacion de aflatoxina B1-8,9-epoxido que puede ser eliminado por la orina (Juan et

al., 2007; Galtier, 1999).

norB % Deaysrogenase Acctate

= -
n
Et v|opA Mhmun-l ’ :
[acn | * 3]anr Hiar 1 A M:“m
- t (L 205 o
n [ ples A Lol Pty heside B S
gi u v o2
stcE * i (Rolectese | 2 o3 &2 B G AVN
Eﬂﬂ. | 4 20 o
- ! lfn'- .','m »«A}\g\'\f: =5 HAVN
| s\ | [ HbeEs 7252
Haar2 | I—-L"d,"i o @ 2 xl,-,:,-\ -
— ole — LS DL A
agr2 | : s ] Al < Rtasn 3> X
i.lﬂdl] el iM.H-W - ..¢~.1'.('i,:lvla A% VHA
esz42 | n YR, P NERE
i‘ norA2 i t RO AP e :°-< Iﬁ"‘.: l\', e va
stl Lsez ] :..., D rirscranc | .u-'zi‘ff;)lllu.;;l —
4] omes2) [szca] || I P rr— P
U ] 3 ALY T
I stcN ; DTN /, r\, =Ky \
LVCQ-_I_‘ :mlmm - o0 0
[ﬂc&“-ﬁ D T DMST 1(( ~ DHDMNT ™o
weolt] e - (R vl h
St 2 - . o N
SuRly P A rmmrmm—" s,\"nfr‘, L Je
st |4 n — WL TS jw w e &4
alcl 1: :m nrmdored e tase "' > i
= o TN (Y Yoo .
S ""[E ] | O™ S - DHOMST "f"“
7o) l Lon o o g s o i
ol — = s,
L7 a
= AR
[radA FPEADH cxitase ] | o T o N
e tojuese | | AFBS ML
—— s Fan
v F{Glacmidene | LIRS 4 oy on e < 1
smcR AFG1 AFG2

Figura 4. Ruta biosintética de las aflatoxinas indicando los genes y sus respectivas
enzimas involucradas (Yu et al., 2002).



20

o

Aductos de ADN\

(orina)
Mutacion

ot CANCER
proteina

CHy
Aflatoxina B,
dihidrodiol

Célula

2 o
+H,N, or; o)KI’
Aflatoxina B, -lisina (suero) ,{o— o

Figura 5. Mecanismo de accion de las AFB1 (Juan et al., 2007).

Toxicologia

Las aflatoxinas son genotoxicas y la IARC, clasifica a la AFB; dentro de la
categoria 1 en base a la existencia de suficientes evidencias acerca de su caracter
carcinogeénico para el hombre (SCO, 1996). Los efectos toxicos dependen de las dosis,
duracion de la ingestion, edad, especie, sexo y del estado nutricional de la persona o
animal. Las principales aflatoxicosis se han dado en paises India, China, Tailandia,
Africa, Asia y algunas regiones de Sudamérica. En la poblacion infantil se ha
relacionado epidemiolégicamente la presencia de aflatoxinas con ictericia neonatal,
encefalopatia y degeneracion de la grasa visceral, kwashiorkor (Juan et al., 2007

Peraica et al., 1999; Hendrickse, 1997).

Toxicidad aguda
Se produce cuando se ingieren grandes cantidades de aflatoxinas. La presencia de
aflatoxinas en el higado da lugar a una infiltracion de lipidos que dara lugar a necrosis

celular hepatica. Los metabolitos originados reaccionan con diferentes proteinas
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celulares lo cual origina la inhibicion de la sintesis de proteinas, ademas de la inhibicion
de la sintesis de carbohidratos y lipidos. Esto produce anorexia, depresion, ictericia,
diarrea, fotosensibilidad y muerte. También producen efectos citotoxicos y la AFB;
puede inhibir la actividad de la fosfodiesterasa nucleétido ciclica en el cerebro, higado,
corazon y tejidos renales (Juan et al., 2007; Moss, 2002; IARC, 2002). Se han
presentado casos de este tipo en 1974, en la India, donde 150 poblaciones de los estados
de Gujarat y Rajastan, se vieron afectadas por un brote epidémico. 108 personas
fallecieron siendo el total de intoxicados de 397. Se encontraron niveles de entre 6250 y
15600 pg/kg de aflatoxinas en granos de maiz contaminado. En el afo 2004, en Makueni
y Kiyui, Kenia, fallecieron 125 personas de las 317 intoxicadas con maiz contaminado
con aflatoxinas, donde se detectaron niveles que variaron de 20 a 8000 pg/kg (Juan et

al., 2007; Krishanamachari et al., 1975).

Toxicidad cronica

Se produce debido al consumo de alimentos contaminados con niveles bajos de
aflatoxinas durante semanas y/ 0 meses. Los sintomas no son muy especificos: reduccion
en la ganancia de peso, menor indice de conversion, disminucién en la produccion de
huevos y leche y mayor susceptibilidad a ciertas enfermedades. (Juan et al., 2007; Moss,

2002).

Ingesta diaria
La Union Europea mantiene que para este tipo de sustancias no existe ningdn

umbral por debajo del cual no se hayan observado efectos nocivos, por lo tanto no
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considera pertinente fijar una dosis diaria tolerable y ha seguido el criterio de fijar los
limites legales en los niveles méas bajos posibles, es asi que admitiendo que actualmente
no es posible la eliminacién total de la presencia de aflatoxinas en los alimentos, la
concentracion mas baja permitida de AFB;, esta establecida en 2ug/kg (ECOSCF,

1996).

Condiciones para la produccion de aflatoxinas

La produccion de aflatoxinas estd condicionada por una serie de factores
(Moreno & Gil, 1991): a) el hongo productor; b) el substrato; c) el contenido de
humedad del ambiente; d) el contenido de humedad del sustrato; f) la temperatura; g) la
micobiota asociada; h) el oxigeno en la atmosfera de almacenamiento; i) el periodo de
almacenamiento. La sola presencia del hongo no implica la presencia de aflatoxinas o
que las mismas vayan a producirse. Bajo condiciones dptimas para el desarrollo de los
hongos, la produccion de aflatoxinas puede ser alta a las 24 horas. El maximo se
alcanza a los 7 a 10 dias y posteriormente el nivel de aflatoxinas fluctta con el tiempo,
pero bajo las condiciones en que normalmente se manejan los productos agricolas, las
mismas son muy estables, resistiendo las temperaturas de elaboracion de los alimentos

(Moreno, 1988).

Factores implicados en la produccion de aflatoxinas

El hongo
Los hongos aflatoxigénicos producen esporas en gran nimero y las mismas

requieren para germinar una humedad relativa minima de 83% y para establecerse el
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hongo requiere una humedad de 85% (actividad de agua de 0.80 a 0.85). Estos hongos
son considerados parasitos débiles por lo cual invaden con mayor facilidad plantas
débiles, semillas débiles, en fin plantas sometidas a condiciones de estrés como sequias,
altas temperaturas (32 a 38°C), especialmente temperaturas nocturnas elevadas, ataques
de insectos, etc. Proliferan facilmente en tejidos muertos ya que son mas saprobios que
parasitos (Mazzani et al., 2004; Moreno & Gil, 1991; Moreno, 1988, Christensen, 1974).
El porcentaje de cepas productoras de aflatoxinas dependerd no solo del genotipo del
hongo, sino ademas de factores ambientales que ejercen su influencia sobre el
metabolismo y crecimiento del mismo. Algunos autores indican que en el caso de A.
flavus, el 40% de los aislamientos son aflatoxigénicos, pero existen importantes
diferencias geograficas y estacionales. En cambio en el caso de A. nomius y A.
parasiticus esto es mucho mas elevado, muchas veces el 100% (Cabaries et al., 2007). A.
flavus presenta mayor actividad proteolitica, A. parasiticus mayor actividad lipolitica,
por lo tanto A. flavus es mas abundante en maiz y A. parasiticus en cacahuate (Moreno

& Gil, 1991; Gendy & Marth, 1980).

Micobiota asociada

Aspergillus es un hongo débil, y es mal competidor con otros hongos que crecen
en el mismo sustrato bajo las mismas condiciones ambientales (Moreno & Gil, 1991).
En la competencia con la micobiota se puede alterar el metabolismo del hongo
aflatoxigénico, por competencia por el sustrato o por la alteracién de las condiciones
ambientales de crecimiento. Lo que puede inhibir la produccién de aflatoxinas o crear un

efecto sinérgico en su produccion (Moreno, 2004; Moreno & Gil, 1991).
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Cantidad de indculo
La produccion de aflatoxinas estd relacionada al crecimiento vegetativo del
hongo, a la llamada lag fase o fase estacionaria, por lo tanto es ldgico razonar que a
mayor esporulacién menor produccién de aflatoxinas. Existe una correlacion lineal entre
la fase lag y la fase log de acuerdo a la cantidad de inéculo inicial. La maxima
produccion de aflatoxinas se da con una carga de esporas de 103 esporas por mililitro

(Soriano, 2007; Moreno, 2004; Karunaratne & Bullerman, 1990; Gonzales et al., 1987).

Sustrato

Practicamente cualquier sustrato que permita el crecimiento de las especies
toxigénicas es apto para la produccion de aflatoxinas.. En ciertas plantas las aflatoxinas
se forman de manera natural, como en el cacahuate, coco, copra, semilla de algodon y en
cereales en maiz y sorgo, en ciertas cantidades que pueden ser riesgosas para la salud

humana y animal (Moreno & Gil, 1991).

Sustratos con altas concentraciones de carbohidratos y acidos grasos aumentan la
produccién de aflatoxinas. A. flavus presenta mayor actividad proteolitica y A.
parasiticus mayor actividad lipolitica (Moreno, 2004; Gendy & Marth, 1980). Con
incubacion prolongada a 25°C las proteinas son degradadas a aminoacidos por las
proteasas de los hongos. Estos pueden ser utilizados como fuente de nitrégeno o de
carbono. Cuando se usan como fuentes de carbono se pueden producir grandes
cantidades de amonio, y esto afecta a la produccién de aflatoxinas (Moreno, 2004). La

produccién éptima de aflatoxinas ocurre sobre sustrato sélido rico en carbohidratos
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COmMO €O0co, trigo, arroz, semilla de algodon. También ciertos aminoacidos como glicina,
glutamato, prolina, aspartato y glutamina estimulan la produccion de aflatoxinas.
También macronutrientes como Ca?*, que participa en procesos intracelulares y
micronutrientes como Cd**, Mg?* y Zn*". El Zn**, actda en la formacién de compuestos
intermediarios como VER A. Ademas vitaminas del complejo B, excepto la riboflavina
(Moreno, 2004; Praveen & Subramanyam, 1999; Bennett et al., 1979; Detroy et al.,

1971; Davis y Diener, 1968).

Agentes antifangicos

Acidos organicos y sus sales como el acido propionico o el sérbico, que son
fungistaticos e inhiben el crecimiento de A. flavus y A. parasiticus y la produccion de
aflatoxinas (Moreno, 2004; Dixon & Hamilton, 1981). Aceites esenciales de plantas
como Cinnamomum zeylanicum Blume, Thymus vulgaris han mostrado efecto

fungistatico sobre el hongo A. flavus (Cruz, 2008).

Temperatura

Los Aspergillus pueden crecer a temperaturas de 8 a 55°C, siendo de 36 a 38°C
las temperaturas 6ptimas de desarrollo y de 25 a 35°C las temperaturas Optimas de
produccién de aflatoxinas. No se producen aflatoxinas por debajo de 10°C y por encima
de 45°C. EIl rango de produccién es entre 12 y 40°C (Soriano et al., 2007; Moreno &
Gil, 1991). A bajas temperaturas, las cantidades de AFB y AFG son aproximadamente
iguales; a temperaturas mas elevadas la produccion de AFB es predominante (Moreno,

2004).
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Humedad
La humedad relativa minima para el desarrollo de hongos aflatoxigénicos es de
85% no existiendo un limite superior de humedad para la produccion de estas toxinas.
La actividad del agua para produccién de aflatoxinas varia de 0.82 a 0.99 (Soriano et al.,

2007; Moreno & Gil, 1991).

Gases

Las especies de Aspergillus son aerobias, y a niveles de 1% de oxigeno en el
ambiente se detiene su desarrollo y por ende la produccion de toxinas. (Moreno & Gil,
1991). Concentraciones de CO, mayores a 20% inhiben la germinacion de las esporas.
Concentraciones de 10% suprimen la produccion de aflatoxinas. Concentraciones de
oxigeno menores a 20 y mayores a 90% también inhiben la concentracion de aflatoxinas

(Moreno, 2004; Tabak & Cooke, 1968; Landers et al., 1967).

pH

Por lo general las especies de Aspergillus toleran mal los valores de pH &cidos
(2-3), su crecimiento se ve menos afectado por pH alcalinos. La produccion de
aflatoxina G; es mas dependiente del pH que la B1, no produciéndose a valores de pH de
2.5. La relacién entre la produccion de AFB1/AFG1, es de 3.0 a pH de 3.5 mientras que
a pH de 5.5 es de 0.5 se ha encontrado que, por lo general, la expresion de seis genes
implicados en la biosintesis de aflatoxinas es inversamente proporcional al efecto del

pH en la acumulacién de aflatoxinas (Erlich &Cotty, 2003).
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Luz
La luz afecta el desarrollo de los hongos aflatoxigénicos y por lo tanto la
produccion de aflatoxinas. La fotorespuesta es ademas afectada por otros factores como
la temperatura, y el tipo de sustrato. En estado puro se degradan con facilidad por efecto

de la luz (Juan et al., 2007; Bennett et al., 1978).

Aflatoxinas en maiz

La contaminacion del grano de maiz con hongos productores de aflatoxinas
empieza a nivel del campo, y puede continuar durante el transporte y almacenamiento
cuando los granos no se encuentran acondicionados correctamente (Acosta, 1994;
Moreno & Gil, 1991). En los EEUU se han reportado maices contaminados con A.
flavus desde los afios 20 y para el afio 92 habia reportes de contaminacion en maices
antes de la cosecha en 21 estados de la Uniébn Americana. En México entre 1989 y 1990
la totalidad de la produccion maicera del estado de Tamaulipas se contamind con
aflatoxinas casi en su totalidad. En el afio 1993, se logro bajar la contaminacion a un

0.5% de la produccion total (Acosta, 1994).

El grano es el unico 6rgano de la planta de maiz que interviene en la
contaminacién con aflatoxinas. Los hibridos de maiz que producen pericarpio mas
delgado son maés susceptibles a la contaminacion con aflatoxinas. Las sintesis de las
mismas se llevan a cabo en los tejidos ricos en lipidos del embrién y la aleurona.
Posteriormente la infeccion puede progresar dentro del endospermo. Los granos de maiz

contaminados con aflatoxinas estan distribuidos al azar dentro del elote (Dunlap, 1994).
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Aflatoxinas en maiz en México
La contaminacién del maiz con aflatoxinas es muy importante para México
debido a que es utilizado principalmente para consumo humano: se consumen 325 g de
tortilla /dia/ per capita e importa alrededor de 6 millones de toneladas de maiz al afio. Se
ha demostrado que la nixtamalizacion destruye del 95 al 100% de las aflatoxinas en
maiz naturalmente contaminado por estas sustancias. Los datos obtenidos sobre la
contaminacion de maiz por AFB; en campo ilustran claramente que existen regiones en
donde la concentracion de AFB; es alta, por ejemplo, en varios municipios de
Tamaulipas, en 1989 hubo maiz con concentraciones de 125 pug de AFB;/ kg; también
existen regiones como el Bajio Guanajuatense donde la concentracion de estos
contaminantes es baja, ya sea por infestacion natural o por infestacion artificial con un
hongo toxigénico muy estable. La concentraciéon mas alta fue de 8.8 pg/kg en la
infestacion natural evaluada en tres genotipos diferentes y la artificial de 24.7 pg/kg.
Estas mismas diferencias se observan cuando el maiz esta almacenado, asi, regiones de
baja humedad relativa y temperatura son las méas favorables para mantener bajos niveles

de contaminacién (Guzman, 1996; Guzman et al., 1995).

En Tamaulipas, el género Aspergillus fue el mas abundante, mas de 40% en

grano almacenado, y a nivel de campo, Fusarium, mas de 60% (Hernandez et al., 2007).

En Sonora, fueron aislados en orden decreciente de importancia Fusarium,
Aspergillus, Alternaria y Penicillium, de grano de maiz colectado de las zonas de Rio

Sonora, Hermosillo, Valle del Yaqui y Valle del Mayo (Gallardo et al., 2006).
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Meétodos de analisis
Las metodologias de analisis son variadas dependiendo del objetivo del mismo y
varian desde los méas precisos y por lo general costosos a aquellos que solo indican la
posibilidad de presencia de las aflatoxinas. Las aflatoxinas pueden analizarse utilizando
pruebas de 3 tipos: a. Presuntivas, que pueden realizarse a nivel de campo y sirven para
determinar si deben o no realizarse pruebas cuantitativas; b. pruebas rapidas de
escrutinio, sirven para definir la presencia o ausencia de aflatoxinas; c¢. Métodos
analiticos, que son aquellos que determinan en forma exacta el nivel de la toxina en un

producto. (Soriano et al., 2007).

Las pruebas presuntivas se basan en la propiedad de las aflatoxinas de emitir
fluorescencia bajo luz ultra violeta de 365 nm. Esta prueba solo funciona en granos
vivos, pero las toxinas pueden producirse en granos vivos y muertos. Cuando se
presentan una o mas particulas fluorescentes por kilogramo de muestra debe realizarse
un analisis quimico. Para evitar errores se recomienda el uso de una muestra patrén.
(Moreno & Gil, 1991). Dos métodos rapidos han sido aceptados por la AOAC, el de
Romer, recomendado para maiz blanco amarillo con una sensibilidad de 15 ppb y el de
Holaday-Velasco, para maiz, y con una sensibilidad de 10 ppb. (Moreno & Gil, 1991).
En el método de Holaday-Velazco, la muestra se hace pasar a través de una
minicolumna de albumina neutra, gel de silice, florisil, CaSO, y fibra de vidrio, donde
las aflatoxinas quedan retenidas en el florisil y se observan como una banda fluorescente

bajo luz ultravioleta. EI método Romer es presuntivo, en el mismo también se hace pasar
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la muestra por una columna de composicion patentada donde las aflatoxinas quedan

retenidas y también se observan como una banda fluorescente bajo luz ultravioleta.

Otro método todavia aceptado es el de la Cromatografia en Capa Fina, TLC, en
la misma, se pueden identificar aflatoxinas B y G, bajo luz UV de 365 nm. Se considera
un analisis semicuantitativo. La AOAC, aprueba un método de cromatografia en capa
fina para aflatoxinas en maiz, utilizando como solvente cloroformo agua 250:14.
También en la AOAC se especifican los criterios para verificacion de la calidad de los
estandares (Soriano et al., 2007; Moreno & Gil, 1991).  Existen también métodos
serologicos cuali y cuantitavos aceptados por varios paises como oficiales dentro de sus
normas fitosanitarias, entre ellos Aflatest, EZ-Screen, Agri-Screen, Minicolumnas, Afla-
20Cup, Sam-A, Oxoid, etc. (Moreno & Gil, 1991). Un analisis muy utilizado en la
cuantificacion de aflatoxinas es la Cromatografia Liquida de Alta Presion HPLC, que
puede detectar concentraciones de hasta 100ug /100g de muestra, es el método mas
exacto y reproducible, pero es el mas costoso y el que requiere de personal mas
capacitado (Soriano et al., 2007; Ortiz, 1992; Moreno, 1988). La Unica prueba bioldgica
que fue aceptada por la AOAC en 1984, es la de embrién de pollo para aflatoxina B1
(Moreno, 1988). La eficiencia en el analisis depende de varios factores como (Moreno
& Gil, 1991): la calidad del muestreo, el método de andlisis escogido (calidad de
estdndares y reactivos, equipo, etc.) y conocimientos y destreza del analista. La
distribucién de la aflatoxinas es muy heterogénea unos cuantos granos pueden contener
una alta cantidad de toxina y sacar de norma un lote de granos de maiz. Shotwell et al.,

1974, encontraron en un solo grano de maiz 400 mil microgramos de aflatoxina. Cabe
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destacar que en productos molidos o liquidos la distribucion de aflatoxinas es méas
homogénea. Para maiz se recomiendan muestras no menores a 5 kg. A mayor tamafio de
muestra de un lote que se analice, la presencia de aflatoxinas tiende a adquirir una
distribucion normal (Ortiz, 1992; Moreno & Gil, 1991). El muestreo se deberd
considerar como la etapa mas critica e importante de cualquier proceso encaminado al

diagnostico de aflatoxinas en alimentos (Ortiz, 1992).

Control de la contaminacion con aflatoxinas

La mejor manera de evitar la contaminacion con aflatoxinas es tomando
precauciones desde el campo. (Sanchis et al., 2007; Moreno & Gil, 1991). Desarrollo de
variedades resistentes, se tienen maices como reportados como resistentes a aflatoxinas
desarrollados en los EEUU y a nivel México recientemente se ha reportado al H443A
como tolerante a la contaminacion a aflatoxinas en silos. Esta disefiado para la
produccién en el noreste de México y otras regiones similares de clima semiarido
http://www.inifap.gob.mx/quienes_somos/noticias_html/nota_dia_agricultor2008.htm
http://intranet.inifap.gob.mx/boletin_inifap/boletin_inifap03.pdf (Sanchis et al., 2007;
Moreno & Gil, 1991). Uso de préacticas de manejo de cultivo adecuadas (Sanchis et al.,
2007; Moreno & Gil, 1991). Manejo de datos epidemiolégicos, de las condiciones del
suelo y de riesgos (Moreno, 2004). Manejo adecuado de restos de cultivo, malezas y
rotacion de cultivos (Moreno, 2004). Uso de fungicidas y fungistaticos (Sanchis et al.,
2007; Moreno & Gil, 1991). Control de insectos plaga, tanto a nivel de campo como en
silos. (Sanchis et al., 2007; Moreno & Gil, 1991). Cosechar al punto de madurez

fisiologica evitando dejar el grano en campo mas tiempo del necesario (Moreno, 2004).


http://www.inifap.gob.mx/quienes_somos/noticias_html/nota_dia_agricultor2008.htm
http://intranet.inifap.gob.mx/boletin_inifap/boletin_inifap03.pdf
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Secado de granos, uso de compuestos conservantes. Se ha probado que los compuestos
de &cido acético, propionico, sus sales y mezclas. Antimicrobianos naturales como timol,
eugenol, carvacol (Sanchis et al., 2007; Moreno & Gil, 1991). Almacenamiento de
granos a bajas temperaturas, modificacién de contenido de oxigeno en las atmosferas de
almacenamiento (Sanchis et al., 2007; Moreno, 1988). Utilizacion de cepas atoxigénicas

de hongos (Sanchis et al., 2007; USDA ARS, 2005).

Destoxificacion

Aunque las aflatoxinas son sensibles a oxidantes enérgicos, alcalis, amoniaco, y
eventualmente a la degradacion microbiana no existe actualmente una tecnologia para la
eliminacion de las mismas una vez que los alimentos han sido contaminados (Ortiz,
1992). Han sido probados sin embargo algunos métodos, tanto fisicos, como quimicos y

biologicos.

Tratamientos fisicos

No se debe olvidar que las aflatoxinas son termoresistentes, algunos autores
mencionan que en ciertos alimentos se requieren temperaturas de hasta 300°C para
eliminar la toxina, puesto que la AFB; es estable hasta 260°C. Uno de los métodos
fisicos utilizados en maiz es el de tostado o freido a 100-150°C durante 30 min, reduce
la AFB1 en un 40 a 80%. Otro método utilizado es la adsorcion. En el caso de las
aflatoxinas, el carbon activo se considera relativamente eficaz. En cuanto al uso de la
radiacién, se ha experimentado con luz solar, luz ultravioleta y radiacion gamma

obteniéndose resultados diversos. En cuanto a las atmosferas modificadas, las mismas se



33
han usado en el control de Aspergillus y otros hongos de almacén y por ende la
produccion de aflatoxinas, esto se realiza aumentando la concentracién de CO, y N, y
generalmente se asocia con la disminucion de las temperaturas en el silo (Zakhia-Rozis

et al., 2007; El-Bazza et al., 2001).

Tratamientos quimicos

La nixtamalizacion del maiz, la que transforma hasta el 90% de las aflatoxinas en
los metabolitos toxicos B,a y Gya. El bisulfito destruye la aflatoxina B; y el ozono
aparentemente degrada las aflatoxinas en cereales. Diversos procesos se citan entre ellos
la alcalinizacion, el uso de amoniaco, peroxido de hidrégeno, ozono, peroxidasa,
hipoclorito de sodio, metanol, aldehidos, peroxido de benzoilo, permanganato de
potasio, etc., pero muchas de estas sustancias pueden tener efectos negativos en la salud
humana o bien degradar la calidad alimentarias (Zakhia-Rozis et al., 2007; Ellis et al.,

1991; Samarajeewa et al., 1990).

Tratamientos bioldgicos

Se ha investigado sobre la aplicacion de cepas atoxigénicas de A. flavus y A.
parasiticus que compiten con cepas toxicas produciendo una reduccion en la
contaminacion de aflatoxinas cercana a un 99% en cacahuate. También se han realizado
aplicaciones en algodon en Texas en los EEUU con la cepa AFss contra A. flavus. La
aplicacion de ciertos microorganismos como Flavobacterium aurantiacum ha resultado
efectiva en la eliminacién de aflatoxina Blen aceites vegetales. También se han tenido

experiencias con aplicacion de mezclas de Lactobacillus y Propionibacterium, que
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reducen la disponibilidad de aflatoxinas en la dieta, pero ciertas cepas de Lactobacillus
lactis podrian dar lugar a la transformacion de la aflatoxina B; a aflatoxicol, compuesto
con las mismas propiedades carcinogénicas que la anterior. (Zakhia-Rozis et al., 2007;

Moreno, 2004).

Legislacion

Diferentes legislaciones tanto internacionales como nacionales tratan el problema
de las aflatoxinas y establecen limites maximos de tolerancia en diferentes alimentos,
ademas normatizan los muestreos y analisis. Entre estas ejemplifican el reglamento del

Mercosur, la reglamentacion de la FDA de los EEUU.

NOM (Norma Oficial Mexicana)-187-SSAI/SCFI-2002

PRODUCTO LIMITE MAXIMO
Harinas y cereales 20 pug / kg
Tortillas y harina de maiz nixtamalizado 12 ug/ kg

Limites permitidos por la FDA de los EEUU para aflatoxinas en alimentos

Avrticulo Niveles Niveles con Niveles permisibles de la FDA
comunes episodios toxicos
(mg/kg) (mg/kg)
Mani 2-6 30-125
20 ppb (pg/kg) en alimentos; 0,5
Mantequilla de 10 14-213 ppb aflatoxina M1 en leche
mani
Mani 20 30-230
azucarado

Maiz >10




MERCOSUR/GMC/RES. N° 25/02

Reglamento técnico MERCOSUR sobre limites maximos de

ALIMENTO

AFLATOXINA

LIMITE

1. Leche
1.1 Leche fluida
1.2 Leche en polvo

M1
M1

0,5 ugiL
5.0 pa/kg

2 Maiz

2.1. Maiz en grano
B1+B2+G1+G2

20 pg'kg

(entero, partido, aplastado,
mondado)

2.2. Harinas o0 sémolas de maiz

B1+B2+G1+G2

20 pg'kg

3. Mani

3.1. Mani

B1+B2+G1+G2

20 pg/kg

(sin descascarar, descascarado,
crudo o tostado)

3.2 Mani en pasta
(pasta de mani o manteca de
mani)

B1+B2+G1+G2

20 pgikg
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Limites maximos admitidos por la UNION EUROPEA, reglamento (CE) NRO.

2174/03

PRODUCTO

LIMITE MAXIMO

Cacahuates, frutos de cascara y frutos secos
para consumo humano

Cacahuates procesados

Cereales y derivados

Maiz procesado

Especias

2 ug/ kg

8 ug/ kg

2 ug/ kg

5 g/ kg

Spg/kg
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RESUMEN

El cultivo del maiz es de importancia fundamental en México, no solo desde el punto de

vista econdmico, sino también industrial, politico y social. Debido a condiciones
adversas durante su cultivo, puede ser susceptible al ataque de hongos productores de
micotoxinas como Fusarium, Aspergillus y Penicillium. Para determinar la incidencia de
estos, en diferentes zonas ecoldgicas de México, se analizaron muestras compuestas de
maiz de 14 estados. En los granos se detecto la presencia de 62+2.68 (11.72%) cepas de
Aspergillus flavus, 3£0.58 (0.57%) de Aspergillus parasiticus, 405+34.16 (76.99%) de
Fusarium, 51+3.97 (9.69%) y de Penicillium, 3+0.58 (0.53%).

Palabras clave: micotoxinas, hongos toxigénicos, maiz, México.

ABSTRACT

The maize is a very important crop in Mexico, not only from an economic standpoint,
because also has industrial, political and social importance. Due to adverse conditions
during the crop may be more susceptible to attack by fungi producing mycotoxins, such
as Fusarium, Aspergillus and Penicillium. To determine these inicidence in different
ecological zones of Mexico, is made up of maize samples for 14 states of the republic. In
the kernels was detected the presence of 62 + 2.68 (11.72%) strains of Aspergillus
flavus, 3 £ 0.58 (0.57%) from Aspergillus parasiticus, 405 = 34.16 (76.99%) of
Fusarium, 51 + 3.97 (9.69%) and Penicillium, 3 £ 0.58 (0.53%).

Key words: micotoxinas, toxigenic fungus, aflatoxins, México.
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Introduccion
Durante el afio 2007, en el mundo se produjeron mas de 790 mil de toneladas de
maiz. En México, el maiz representa el 65 % de la produccion nacional de cereales.
Segun estimaciones de la FAO, el consumo per cépita diario es de 343 gramos. Este
cultivo, se ve afectado a nivel de campo y en almacenamiento por hongos productores
de micotoxinas como Aspergillus, Fusarium, y Penicillium. Las micotoxinas son
metabolitos secundarios capaces de causar en el ser humano y los animales sindromes
Ilamados micotoxicosis. Son moléculas pequefias, de menos de 700 KDa, cuya sintesis
estd relacionada a la fase estacionaria, siendo a menudo relacionado con la
diferenciacion y la esporulacién (Soriano, 2007; Moss, 1991; Goldblat, 1972). Los
Aspergillus producen aflatoxinas B;, B,, Gi, G, y acido ciclopiazénico; los Fusarium,
fumonisina Bj, nivalenol, deoxinivalenol, zearelanona, toxina T-2; Penicillium
ocratoxina A y patulina. Todas estas sustancias, afectan la salud humana y animal.
Diversos organos son afectados, entre ellos el higado y el rifion, ademas el sistema
respiratorio e inmunolégico. Pueden causar mutaciones, abortos y cancer (Murray et al.,
2006; Miller, 1994). A nivel mundial, se ha reportado contaminacidn de alimentos por
hongos micotoxigénicos. Una de las mas famosas en Inglaterra, en el afio 1969, por
aflatoxinas de A. flavus, que ocasiono la muerte de mas de 100.000 pavitos (Sangent et
al., 1961). En el afio 1976, presentd en la India, una epidemia de hepatitis y murieron
mas de 100 personas por consumo de maiz con elevado nivel de aflatoxinas (Soriano,
2007). En México, se ha reportado principalmente contaminacién de alimentos por
aflatoxinas, en Tamaulipas, en 1989 més de 100ug/kg (L6pez et al., 1995); en el 2006,

Gallardo et al., realizaron un estudio sobre la micobiota de maiz recién cosechado y
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produccion de fumonisinas By por Fusarium verticilloides, en Sonora y encontraron
principalmente los hongos Aspergillus sp., Penicillium sp., y Fusarium sp., siendo este
el patdbgeno con mayor incidencia, ademas, una producciéon minima 500 p/g de
fumonisinas de las cepas aisladas. En el 2007, Hernandez et al., estudiaron la incidencia
de hongos potencialmente toxigénicos en el norte de Tamaulipas, en maiz a campo y
almacenado encontrando 76.9% de Fusarium a nivel de campo, y un 50.3% de
Aspergillus a nivel de almacenamiento. Cabe destacar que los estudios sobre
contaminacion por micotoxinas en Meéxico se han centrado solamente en algunos estados
donde se han presentado contaminaciones ocasionales por estos hongos a nivel de
campo, almacenamiento o alimentos procesados (Garcia et al., 2003; Espinoza et al.,

2003; Robisnson et al., 2003).

Debido a la importancia que representa la contaminacion por estos hongos, el
presente trabajo se realizd con el objetivo de incrementar el conocimiento sobre la

presencia de los mismos en maiz colectado de 14 estados de la republica mexicana.

Materiales y métodos

Se estudiaron muestras compuestas de maiz blanco y maiz amarillo colectadas al
azar, de campos de los estados de: Sonora, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Zacatecas, Jalisco, Nayarit, Michoacan, Hidalgo, Guanajuato, Veracruz, Chiapas,
Quintana Roo y Oaxaca. Los granos no dafiados fueron seleccionados y procesados. Las
semillas seleccionadas fueron desinfestadas con cloro al 2%, durante un minuto y

enjuagadas tres veces en agua destilada esterilizada y secadas con papel estéril. Se
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sembraron cien semillas de cada estado, en malta sal agar (MSA) al 6% de NaCl, en
placas de Petri de 9 cm de didmetro, 10 semillas por placa y se incubaron a 25°C +2 por

7 dias. Se evalu6 la micobiota.

Resultados

En los granos de maiz se detectd la presencia de 62+2.68 (11.72 %) cepas de
Aspergillus flavus, 3+0.58 (0.57 %) de Aspergillus parasiticus, 405+34.16 (76.99 %)
de Fusarium, 51+3.97 (9.69 %) de Penicillium, 3+0.58 (0.53 %) (Tabla 1) (Figura 1).
Los estados con mayor incidencia de hongos potencialmente toxigénicos, fueron
Guanajuato y Quintana Roo, donde Fusarium se presentd en el 100 % de las semillas en
las muestras analizadas. Penicillium se presentd en 11 estados, siendo Chiapas, el
presentd mayor incidencia de este patdgeno. La menor proporcion de hongos
potencialmente toxigénicos se presento en Sonora.

Cuadro 1: Incidencia de hongos potencialmente toxigénicos en granos de maiz de 14
estados de la republica mexicana.

Origen A flavus A .parasiticus Fusarium Penicillium
Coahuila * 0 31 4
Nuevo Lebén 1 0 53 0
Michoacan 6 0 6 2
Zacatecas 3 0 9 3
Jalisco 7 0 13 4
Oaxaca 6 0 25 5
Nayarit 2 0 45 0
Hidalgo 10 0 4 2
Guanajuato 3 0 100 5
Sonora 3 0 2 1
Chiapas 5 0 3 13
Veracruz 4 0 12 11
Quintana Roo 0 1 100 0
Tamaulipas 5 2 2 1
Total 62 3 405 51

Ds 2.68 0.58 34.16 3.97

*Cada cifra indica el nimero de cepas de hongos potencialmente toxigénicos aisladas de 100 semillas por estado.
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Figura 1: Fotografias al microscopio Optico de (a), cabezuelas monoseriadas de
Aspergillus parasiticus; (b), cabezuela biseriada de Aspergillus flavus; (c), conidias de
Fusarium; (d) conidioforo de Penicillium.
Discusion

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Hernandez et al. (2007), que
obtuvieron micobiotas similares en granos de maiz colectados de campo en el norte de
Tamaulipas, con un 76.9 % de Fusarium, 11.6 % de Penicillium y 3.1 % de Aspergillus.
En los granos de maiz procesados, dentro del grupo Flavi la especie predominante fue A.
flavus con un 95.38 %. También son similares a los resultados obtenidos por Bucio et al.
(2003), que encontraron 30.7 % de Fusarium en maices recién cosechados de 14
municipios; ademas, una incidencia de 50.3 % de Fusarium en parcelas inundadas
sugiriendo que las condiciones de alta humedad favorecen el ataque de este hongo. Sin
embargo, a pesar de que esta suposicion es aplicable para el estado de Quintana Roo,
donde la precipitacion media anual es de 1100 mm reafirma la hipdtesis de estos
autores, no se observo igual comportamiento en los estados de Chiapas, Veracruz y
Oaxaca que tienen medias de precipitacion altas entre: 1000 y 5000 mm por afio. Es
importante sefialar, que a pesar de la alta incidencia de Fusarium, las toxinas producidas

por este hongo son menos toxicas que las producidas por Aspergillus flavus y
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Aspergillus parasiticus, siendo la aflatoxina Bi, la sustancia bioldgica con mayor
potencial cancerigeno determinado hasta el momento (Juan et al. 2007). En cuanto a la
incidencia de estos hongos, la mayor cantidad de cepas, 10 en total, de Aspergillus flavus
se present6 en el estado de Hidalgo y la menor cantidad en Nuevo Ledn, con una sola
cepa. Aspergillus parasiticus solo fue detectado en los estados de Quintana Roo y
Tamaulipas. Aspergillus flavus se presentd en 13 de los 14 estados analizados. Esto
condice con lo afirmado por Zummo et al.(1990), que indican que Aspergillus flavus
posee un mayor potencial de contaminacion de los granos de maiz en campo que
Aspergillus parasiticus. En base a los resultados se puede afirmar que los hongos
potencialmente toxigénicos de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium se
encuentran ampliamente distribuidos en México. La alta incidencia de hongos con
potencial toxigénico, no necesariamente esta relacionada con la produccion de
micotoxinas. El efecto potencial de estas ultimas es acumulativo en los sistemas
biolégicos expuestos 0 consumidores de grano contaminado, por lo cual es importante
realizar muestreos periddicos a nivel de campo y almacenamiento para reducir el riesgo
del consumo de maiz contaminado, especialmente en estratos menos favorecidos
econdmicamente donde el consumo de maiz es basico (Hernandez et al. 2007). Los
hongos potencialmente toxigénicos, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Fusarium y Penicillium, estan ampliamente distribuidos en los 14 estados analizados.
Fusarium se presentd en 76.99 % de las muestras analizadas, Aspergillus flavus en
11.72 %; Aspergillus parasiticus, en 0.57 % y Penicillium en 0.53 %. Por lo tanto, es
necesario analizar muestras de grano a nivel de campo y almacén, para la deteccién de

estos patdgenos en todos los estados de la Republica.
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RESUMEN

Aspergillus flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare, pueden contaminar el grano de maiz
con aflatoxinas, las cuales, en concentraciones muy bajas, inferiores a partes por billon tienen
efectos oncogénicos y teratogénicos en el hombre y en los animales. Para realizar un estudio
de la presencia de estos hongos y de sus toxinas en México, se obtuvieron muestras
compuestas de maices de 14 estados de la republica. Se realizo la caracterizacion morfoldgica
de los Aspergillus aislados de las muestras por medio de técnicas microscépicas, y siguiendo
claves taxondmicas para su identificacion. Para la identificacion quimica de las toxinas, se
utilizo la técnica de cromatografia en capa fina (TLC). La caracterizacion toxicoldgica de las
cepas se desarrollo por medio de la evaluacion de su potencial toxigénico en medio de cultivo
in vitro; con el uso de columnas de anticuerpos monoclonales para la purificacion de las
aflatoxinas totales. Las poblaciones flangicas analizadas resultaron ser potencialmente
aflatoxigénicas en su totalidad. La cepa con mayor produccién de aflatoxinas fue la AF01,
proveniente de Coahuila y la de menor produccion la cepa AF56, de Chiapas. EI 100% de las
cepas aisladas produjeron aflatoxinas in vitro: un 96.92% presentd6 AFB y un 3.07% AFB y

AFG. Las concentraciones de aflatoxinas variaron de entre 22 y 2250 ppb. El estado con
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mayor produccion de aflatoxinas en media fue Veracruz y el de menor produccion de
aflatoxinas en media, Zacatecas.

Palabras clave: Aspergillus, aflatoxinas, maiz, México.

ABSTRACT

Aspergillus flavus Link and Aspergillus parasiticus Speare, can contaminate the grain
with aflatoxins in corn, which in very low concentrations are oncogenic and teratogenic
effects in humans and animals. To make a study of the presence of these fungi and their
toxins, are composed of maize samples from 14 Mexican states. A characterization of
the morphology of Aspergillus isolated samples by microscopy, following taxonomic
key for identification. For the identification of chemical toxins, the technique of thin
layer chromatography (TLC). Toxicological characterization of the strains developed by
the evaluation of their potential toxigenicity in culture medium in vitro, using
monoclonal antibody columns for purification of total aflatoxins. Fungal populations
were analyzed potentially aflatoxigénicas in its entirety. The strain with increased
production of aflatoxins was the AF01, from Coahuila, and the lowest strain AF56 in
Chiapas. 100% of the isolates produced aflatoxins in vitro: a 96.92% had a 3.07% and
AFB AFB and AFG. Concentrations of aflatoxins ranged from 22 to 2250 ppb. The state
with increased production of aflatoxins in Veracruz average and the lowest production

of aflatoxins in half, Zacatecas.

Keywords: Aspergillus, aflatoxin, maize, Mexico.

Introduccién
La contaminacién de los alimentos, tiene como consecuencia su deterioro al
originar una serie de cambios fisicos y quimicos, acompafiados de olores y sabores

desagradables para el consumidor. Pero es de mayor importancia, la capacidad de ciertos
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hongos de producir metabolitos toxicos para el hombre y los animales (Pascual, 2005);
causando enfermedades y sindromes clinicos, micotoxicosis (Murray et al., 2006).
Actualmente se conocen unos 200 hongos productores de toxinas que ejercen su poder
con cantidades extremadamente bajas, inclusive en partes por billdn (microgramos por
kilogramo) (Pascual, 2005). Dentro de las substancias de origen natural, las aflatoxinas
estan consideradas como las sustancias con el potencial mas elevado de inducir cancer,
luego de las sustancias radioactivas. El principal 6rgano afectado por las aflatoxinas es
el higado, aunque también inducen tumores en el rifion, colon y pulmon. Los alimentos
mas susceptibles a la contaminacion fungica y la posterior produccion de aflatoxinas son
los granos, entre ellos el maiz; el cacahuate, la copra y la harinolina — harina de la
semilla de algodon que queda después de la extraccion del aceite- ; materia prima que es
utilizada para la elaboracion de alimentos para los animales. Tanto leche de vaca como
la materna humana pueden contaminarse con la aflatoxina M si las madres consumen
alimentos contaminados con aflatoxinas B (Moreno & Gil, 1991; Moreno, 1988). La
copra y las nueces de Brasil, estan también en riesgo de ser contaminadas por las
micotoxinas de estos hongo (Moreno & Gil, 1991; Moreno, 1988). Las caracteristicas
morfoldgicas de los hongos productores de aflatoxinas, A. flavus, A. parasiticus y A.
nomius, ayudan a identificarlos a nivel de especie; sin embargo, diferenciarlos entre si,
es complejo debido a las similitudes presentes entre las tres especies. (Rodriguez et al.,
2007; Moreno, 2004; Abarca, 2000; Kurtzman et al., 1987). Aspergillus parasiticus
presenta fialides uniseriadas, mientras que A. flavus presenta fialides uni y biseriadas,
ademas se considera la ornamentacion de la conidia como punto principal en la

separacion de ambas especies. Aspergillus flavus tiene cabezuelas esféricas a elipticas,
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mientras que Aspergillus parasiticus presenta cabezuelas méas esféricas y equinuladas.
La separacion de A. nomius se basa en que éste produce pequefios esclerocios en forma
de bala, mientras que los de A. flavus son mas globosos. No esta claro si las cepas de A.
nomius frescas produzcan estos esclerocios. Una diferencia fundamental entre las tres
especies se da en el tipo de produccion de metabolitos secundarios (Rodriguez et al.,
2007; Moreno, 2004). Aspergillus flavus produce Ginicamente aflatoxinas By, B, y Acido
Ciclopiazonico o ambos o ninguna; A. parasiticus y A. nomius, aflatoxinas B, B,, G1 y
G,; (Rodriguez et al., 2007; Cabarfies et al., 2007; Moreno, 2004; Ito et al., 2001;
Peterson et al., 2001; Pitt y Hocking, 1997; Horn & Greene, 1995; Vaamonde, et al.,
1995). Sin embargo, algunos autores, detectaron produccion de aflatoxinas de tipo G
por cepas identificadas como pertenecientes a la especie A. flavus (Vaamonde et al.,
2003; Cotty, 1989; Klich & Pitt, 1988; Saito et al., 1986). En semillas de maiz las
colonias de A. flavus y A. parasiticus son por lo general de color verde claro, verde
amarillento claro, verde intenso, café olivaceo o café. En medio de cultivo, el color de la
colonia varia de verde amarillento a verde olivaceo, micelio blanco, esclerocios marron
obscuro a negros, reverso incoloro, marrén claro o naranja, textura de la colonia lanosa o
flocosa. Las colonias de A. parasiticus son verde mas intenso (Abarca, 2000; Warham
et al., 1996). Para diferenciar A. flavus de A. parasiticus, se cultivan en los medios de
Czapek, Czapek con Extracto de Levadura 6 Czapek con Sacarosa. EI medio de agar
coco (CAM), se utiliza para discriminar cepas productoras de aflatoxinas de cepas no
productoras de aflatoxinas ya que al crecer las mismas y exponerlas a luz ultravioleta
emiten fluorescencia. EI medio para Aspergillus Flavus Parasiticus (AFPA), se utiliza

para diferenciar a los hongos A. flavus y A. parasiticus de otras especies de Aspergillus.
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(Rodriguez et al., 2007; Cabaries et al., 2007; Sepulveda & Piontelli, 2005; McClenny,
2005; Medina et al., 2002). Otra caracteristica importante dentro de la especie A. flavus,
es la capacidad de producir esclerocios y de acuerdo al tamafio y numero de éstos, se han
establecido dos tipos de cepas. Las cepas S, productoras de un alto nimero de pequefios
esclerocios < 400 um de diametro, generalmente producen grandes cantidades de
aflatoxinas y son consideradas atipicas y las cepas L que producen esclerocios grandes >
400 um de diametro, en bajo nimero, en promedio menor concentracion de aflatoxinas.
En Tailandia, Australia, Benin y Argentina se han aislado cepas S productoras de
aflatoxinas tipo B o productoras de ambos tipos de aflatoxinas (B y G) mientras en
Estados Unidos han sido reportadas cepas S productoras de aflatoxinas B (Pildain et al.,
2005; Vaamonde et al., 2003; Cotty y Cardwell, 1999; Horn y Dorner, 1999; Bayman y
Cotty, 1993; Cotty, 1989; Blaney et al., 1989; Saito et al., 1986; Hesseltine et al.,
1970). EI conocimiento de las diferencias regionales en cuanto a las caracteristicas
morfoldgicas y toxigenicidad de las poblaciones de A. flavus y A. parasiticus puede
ayudar a entender la dindmica poblacional y brindar importante informacion que podria
ser utilizada en la implementacion de medidas de control efectivas para reducir la

contaminacién de aflatoxinas en el campo.

El presente trabajo contribuye al conocimiento de la biodiversidad poblacional de
A. flavus en México y su relacidn con diversos sistemas agroecoldgicos, presentando una
caracterizacién toxigénica y morfoldgica de los aislamientos de este patdgeno a partir de

semillas de maiz procedentes de diferentes regiones agroecoldgicas de México.
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Materiales y métodos
Aislamiento de cepas: Se estudiaron muestras de maiz blanco y maiz amarillo
colectadas al azar, de campos de los estados de: Sonora, Coahuila, Nuevo Leon,
Tamaulipas, Zacatecas, Jalisco, Nayarit, Michoacan, Hidalgo, Guanajuato, Veracruz,
Chiapas, Quintana Roo y Oaxaca. Los granos que no presentaban dafios fueron

seleccionados y procesados.

Métodos de cultivo y siembra de los granos y medios de cultivo utilizados: Las
semillas seleccionadas fueron desinfestadas con cloro al 2%, durante un minuto y
enjuagadas tres veces en agua destilada esterilizada y secadas. Cien semillas
provenientes de muestras compuestas de los diferentes estados fueron sembradas en
malta sal agar (MSA) al 6% de NaCl, en placas de Petri de 9 cm de didmetro, 10
semillas por placa e incubadas a 25°C +2 por 7 dias. Se evalué la micobiota, y las
colonias que presentaron caracteristicas de color similares a A. flavus y A. parasiticus
fueron seleccionadas y purificados en papa dextrosa agar (PDA) (Hernandez et al.,

2007; Sepulveda & Piontelli, 2005).

Preparacion de cultivos monosporicos: De cada aislado se tomo6 con sacabocados un
explante de 0.5 cm de didmetro y se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 ml con 1 ml de
agua destilada esterilizada. Se pas6 por vortex 30 segundos y de dicha dilucion, se
tomaron 10ul de muestra que fueron sembrados y distribuidos con asa de vidrio estéril
en cajas Petri con PDA e incubadas por 24 horas en estufa a 27 £2 °C para la

realizacion de cultivos monosparicos. Posteriormente se tomd con aguja estéril un punto
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de crecimiento a las 24 horas y se sembré PDA para su crecimiento a 25 +2 °C

(Sepulveda & Piontelli, 2005).

Determinacion de las especies de Aspergillus en medios especiales: De los cultivos
monospadricos se tomaron explantes de 0.5 cm de didametro que fueron sembrados por
duplicado: dos colonias equidistantes en cajas Petri de 9 cm de didmetro con agar
Czapek con extracto de levadura (ACY) y (AFPA) para la confirmacion de la presencia
de A. flavus y A. parasiticus (Rodriguez et al., 2007; Sepulveda & Piontelli, 2005).
Dichas cajas fueron incubadas durante 7 dias a 27 +2 °C. al cabo de los cuales se
analizaron las colonias midiéndose su radio, observandose el color de las mismas y el
aspecto de la colonia. La presencia o ausencia de esclerocios, nimero, tamafio y forma,
se analizo a los 10 dias de crecimiento. Con microscopia éptica se observaron métulas,
fialides y conidias. Para la identificacion de las mismas se utilizaron las claves de
Rapper & Fennel (1965). El conteo total de los esclerocios se realizd por raspado en las
cajas Petri. Fueron seleccionados 10 esclerocios al azar y medidos en microscopio con

objetivo reglado.

Presencia de aflatoxinas: se sembraron explantes en agar coco extracto de
levadura(ACY) para la determinacion de cepas toxigénicas por medio de la
fluorescencia, incubadas por 5 dias a 27 +2 °C (Rodriguez et al., 2007; Sepulveda &

Piontelli, 2005; Medina et al., 2002).
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Produccion de aflatoxinas: para determinar si las cepas aisladas eran o no productoras
de las aflatoxinas tipo B y G (AFB y AFG, respectivamente); se utilizo el método rapido
de «screening» de Filtenborg y Frisvad (1980) y Filtenborg et al., (1983), que consiste
en aplicar directamente sobre la placa cromatogréafica un cilindro de Agar de 0.5 cm de
didmetro cortado con un sacabocados de una colonia en agar Czapek extracto de
levadura (ACY) de 7 dias mantenida a 25 °C. La deteccion de las micotoxinas fue
realizada usando placas de cromatografia de silica gel G60 (20 x 20 cm, 0.25 mm
espesor, Merck5721, Alemania). El solvente de corrida para la deteccion de aflatoxinas

fue cloroformo-acetona (90:10) (Pildain et al., 2005; Fernandez Pinto et al., 2001).

Cuantificacion de aflatoxinas: La cuantificacion total de aflatoxinas en las cepas
toxigénicas determinadas por la prueba de Filtenborg y Frisvad (1980) y Filtenborg y
otros (1983); se realizé por medio del método Aflatest de Vicam, modificandolo, para
lo cual se pes6 el contenido del medio de cultivo de una caja Petri. Se ajustron a ese
peso los valores de metanol (80%) y el cloruro de sodio, requeridos para la extraccion
de las aflatoxinas en el método original. Posteriormente se licudé por 10 segundos, se
filtro, con papel Whatman no.1. Se Tomaron 10 ml del filtrado y se diluyeron en 40 ml
de agua destilada. Se tom6 1 ml de la dilucion y se hizo un segundo filtrado por papel
fibra de vidrio pasandolo por la columna de anticuerpos monoclonales previamente
acondicionada. La misma se lavd 3 veces con agua destilada y posteriormente se retomé
el eluato con 1ml de metanol grado HPLC en una cubeta de vidrio. Se afiadié 1.0 ml de
solucién reveladora de bromo, se agitd por 1 min. y se leyé en un fluorémetro marca

Vicam serie 4 (NOM-188-SSA1-2002; Vicam, 1999).
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Anélisis estadistico: Se utiliz6 la prueba de Duncan para las comparaciones de medias.

Los datos fueron analizados por medio del paquete estadistico SAS V8, para Windows.

Resultados y discusion

Presencia y distribucion de hongos en granos de maiz: En los granos de maiz se
detect6 la presencia de 62+2.68 (11.72%) cepas de Aspergillus flavus, 3+0.58 (0.57%)
de Aspergillus parasiticus, 405+£34.16 (76.99%) de Fusarium, 51+3.97 (9.69%) de
Penicillium, 3£0.58 (0.53%) de Rhizopus y 2+0.53 (0.38%) de A. niger para un total de
526 +157.52 colonias. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Hernandez et
al., (2007), que obtuvieron micobiotas similares en granos de maiz colectados de campo
en el norte de Tamaulipas, con un 76.9% de Fusarium, 11.6% de Penicillium y 3.1% de
Aspergillus. En los granos de maiz procesados, dentro del grupo flavi la especie
predominante fue A. flavus con un 95.38%, coincidiendo con lo obtenido por Moreno
(2004), donde se obtuvo A. flavus en el 100% de las 18 muestras de maiz de granos
almacenados, obtenidos de Tamaulipas, Campeche, Guadalajara, Sinaloa, Chiapas y
proveidos por CONASUPO. Existieron diferencias altamente significativas, al comparar
las regiones muestreadas con relacion a las especies. A. flavus sélo se presento en 2
estados de la republica, Quintana Roo y Tamaulipas, mientras que A. parasiticus se

presento en todos los estados analizados.

Aspectos morfofisiolégicos de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus: El
crecimiento promedio de las cepas aisladas en CYA fue de 217 = 0.18 mm para A.

flavus y de 219 + 0.23 mm para A. parasiticus. Las colonias de A. flavus presentaron
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color verde amarillo brillante més claro que las de A. parasiticus, que tomaron color
verde olivaceo. En el AFPA, el 100% de los aislamientos presentd color naranja en el
reverso de la colonia indicando la presencia de estos hongos; 42, (64.61%), de las cepas

presentaron métulas y fialides (figura 1).

De las 65 cepas aisladas de los estados estudiados, 54 cepas produjeron
esclerocios; en 33 cepas, los esclerocios fueron del tipo L, con un promedio de 451 +
35.53u de diametro, en 21 cepas los esclerocios fueron del tipo S, con un didmetro
promedio de 294 + 71.64 y 11 cepas, no produjeron esclerocios a los 10 dias de
crecimiento. La cantidad de esclerocios varié entre 1 + 0.7len las cepas AFO01
(Coahuila), AF10 (Michoacan) y AF49 (Chiapas) a 166+17.68 esclerocios por caja,
AF28(Oaxaca), para el caso de las cepas L. En el caso de las cepas S, la produccion
vario de 2 £ 2.83 a 19980+ 90.21 esclerocios por caja para las cepas AF36 (Hidalgo) y
AF56 (Veracruz), respectivamente. La mayor cantidad de esclerocios se produjo en las

cepas aisladas de los estados de Veracruz y Chiapas (figura 2).

Fig. 1: Cabezuelas conidiales mono (izquierda) y biseriadas (derecha) de Aspergillus
flavus.
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Fig. 3. Esclerocio S (1), esclerocio L (2), cepa altamente productora de esclerocios (3) y
cepa no productora de esclerocios (4).

Los datos son similares a los obtenidos por Moreno (2004), donde de 18
muestras de maiz de granos almacenados analizadas, el 87.5% de las mismas produjo
esclerocios del tipo L, con un diametro promedio de 675.2, el 5.5%, esclerocios tipo S,
con un didmetro de 313u y el 11.11% de las cepas no produjo esclerocios. También
coinciden con lo obtenido, Pildain et al., (2005), donde en cepas de A. flavus aisladas de

cacahuate se obtuvieron de 188 aislados, el 46.8% de los mismos formé esclerocios tipo
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L, 25% del tipo S y 28.19% no formé esclerocios y con Nesci & Etcheverry (2002), que
obtuvieron un 100% de cepas productoras de esclerocios del tipo L. Oaxaca, Nuevo
Ledn, Nayarit y Jalisco fueron los 4 estados que presentaron cepas con esclerocios mas
grandes (L) y Tamaulipas y Michoacén, los dos estados con los esclerocios mas

pequefios (S).

Presencia de aflatoxinas en cepas de A. flavus y A. parasiticus en medio de cultivo
ACY: el 100% de las cepas aisladas presento fluorescencia bajo luz UV en ACY a los 5
dias de crecimiento. Los datos son coincidentes en cuanto a la presencia de fluorescencia
a los 5 dias de crecimiento, con los obtenidos por Sepulveda y Piontelli (2005), donde el
44% de las cepas de A. flavus analizadas presentaron halo azul fluorescente a los 5 dias
de crecimiento y con Medina et al., (2002), donde el 84% de las muestras analizadas

resultaron positivas al analisis en ACY.

Presencia de aflatoxinas por TLC y aflatoxinas totales por inmunoafinidad: En el
100% de las pruebas de TLC realizadas con las cepas aisladas se encontraron manchas
fluorescentes azules, indicando la presencia de aflatoxinas B y el 4.61 % de las mismas,
se presentaron también manchas fluorescentes verdes correspondientes a aflatoxinas G.

Las cepas AF58 (Quintana Roo) productora de esclerocios S, AF59 y AF64
(Tamaulipas), no productoras de esclerocios, de A. parasiticus resultaron positivas a
AFG. El 100% de los aislamientos del tipo L, produjo AFB, el 4.76% de los
aislamientos S, produjo AFB y AFG al igual que el 18.18% de las cepas no productoras

de esclerocios.
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La produccion media de aflatoxinas en medio ACY de los estados estudiados fue de
1308.65+479.73 ppb, siendo el estado de Veracruz el que obtuvo la produccion media
mas alta con 1718+294.09 ppb y Zacatecas, la menor, con 810+675 ppb. La cepa mas
toxigénica en ACY fue AFO01, Coahuila con 2250+212.13 ppb y la menos toxigénica
AF52 Chiapas con 22+8.49 ppb. Entre el resto de los estados no se observaron

diferencias significativas en cuanto a la produccion de aflatoxinas (figura 3).
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Fig. 4. Comparacion de medias de Aflatoxinas totales de cepas de Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus aislados de los estados estudiados

Las zonas analizadas presentan condiciones macro y micro-climaticas diferentes.
La historia del suelo, tipo de cultivos, niveles de insectos, precipitaciones, practicas
culturales también son diferentes y todos estos factores influyen sobre las comunidades
de A. flavus y A. parasiticus tal como ha sido sefialado por Orum et al., (1997). Otro
factor correlacionado con la divergencia entre comunidades de A. flavus y A. parasiticus
en diferentes areas es la latitud (Cotty, 1997); las regiones agroecoldgicas analizadas se

encuentran a diferentes latitudes y dan otra posible causa de variabilidad (Pildain et al.,
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2005). Los resultados de este estudio aportan nuevos datos sobre las comunidades de A.
flavus y A. parasiticus en maiz en México, asociando caracteres morfologicos y
toxigénicos de las cepas aisladas con las posibles diferencias agroecoldgicas de las
diferentes areas geograficas de las cuales provienen los aislamientos (Pildain et al.,
2005). Se han considerado caracteristicas de las cepas que estdn estrechamente
relacionadas con la contaminacion potencial del maiz con las toxinas producidas por esta
especie fungica asociada, tales como la capacidad toxigénica, el perfil de metabolitos
secundarios toxicos y la produccion de estructuras de resistencia sefialadas como

importante fuente de indculo primario.

Conclusiones

Se determino la presencia de Aspergillus flavus en los 14 estados de la Republica
analizados y Aspergillus parasiticus en 2. Del total estudiado 54 cepas produjeron
esclerocios a los 10 dias de crecimiento. EI 100% de las cepas aisladas resulto
toxigénica, un 96.92% presentd AFB y un 3.07% AFB y AFG. Las concentraciones de
aflatoxinas variaron de 22 a 2250 ppb. El estado con una mayor produccion de
alfatoxinas en media fue Veracruz y el de menor produccion de aflatoxinas en media,

Zacatecas.
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RESUMEN

Las aflatoxinas son metabolitos toxicos producidos Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus y Aspergillus nomius que contaminan los alimentos y constituyen un serio
riesgo para la salud humana y animal. El control del problema radica en la prevencién
del desarrollo de los mismos en sustratos susceptibles. Se ha sugerido que la severidad
de la contaminacion de un determinado cultivo en una regidén puede estar en parte
determinada por el potencial toxigénico de las cepas presentes. Otra caracteristica
importante dentro de estas especies, relacionada con la capacidad de supervivencia y
dispersion en el medio ambiente, es la capacidad de producir esclerocios. Se han
tipificado dos tipos de cepas. Las S productoras de alto nimero de esclerocios pequefios
y generalmente grandes cantidades de aflatoxinas Las L productoras de esclerocios
grandes en bajo namero, y en promedio menor concentracion de aflatoxinas. Con el
objetivo de analizar la relacién entre la produccion de aflatoxinas y esclerocios se
tomaron muestras compuestas de maices de 14 estados de la republica Mexicana. Se
analizaron la forma, tamafio y nimero de los esclerocios producidos por las 65 cepas
aisladas, ademas tipo de aflatoxina producida B o G por TLC vy aflatoxinas totales por

anticuerpos monoclonales. Se determiné la presencia de Aspergillus flavus en los 14
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aisladas, ademaés tipo de aflatoxina producida B o G por TLC vy aflatoxinas totales por
anticuerpos monoclonales. Se determind la presencia de Aspergillus flavus en los 14
estados de la RepUblica analizados y Aspergillus parasiticus en 2. Del total estudiado 54
cepas produjeron esclerocios a los 10 dias de crecimiento. EI 100% de las cepas
aisladas resultd toxigénica, un 96.92% present6 AFB y un 3.07% AFB y AFG. La
namero de esclerocios producidos y la cantidad aflatoxinas esta positivamente.

Palabras clave: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, esclerocios, aflatoxinas.

ABSTRACT

Aflatoxins are toxic metabolites produced by Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
and Aspergillus nomius that contaminate food and are a serious risk to human and
animal health. The control of the problem lies in preventing the development of these in
susceptible. subtrates. It has been suggested that the severity of the pollution of a
particular crop in one region may be partly determined by the toxigenic potential of
strains present. Another important characteristic of these species, related to the ability of
survival and dispersal in the environment is the ability to produce sclerotia. Have
defined two types of strains. S producing the large number of small sclerotia and usually
large amounts of aflatoxina. L the big low, and lower average concentration of
aflatoxins. In order to analyze the relationship between the production of aflatoxins and
sclerotia samples consisting of maize, 14 Mexican states. We analyzed the shape, size
and number of sclerotia produced by 65 isolates also produced aflatoxin types B or G
TLC and total aflatoxins by monoclonal antibodies. We determined the presence of
Aspergillus flavus in 14 Mexican states analyzed in 2 and Aspergillus parasiticus. Of the
total studied 54 strains produced sclerotia to 10 days of growth. 100% of the isolates
were toxigenic, a 96.92% had a 3.07% AFB and AFB and AFG. The number of sclerotia

produced and the amount is positive aflatoxins.

Key words: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, sclerotia, aflatoxins.
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Introduccion
Las aflatoxinas son producidas por los hongos Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus y Aspergillus nomius (Kurtzman et al.), su presencia en los alimentos
constituye un serio peligro para la salud humana y animal. Su estabilidad frente a
diversos agentes, tanto fisicos como quimicos, hace que sea dificil eliminarlas de los
alimentos una vez producidas. Por lo tanto, el control del problema radica en la
prevencion del desarrollo de los hongos toxigénicos en los substratos susceptibles
(Pildain et al., 2005). Las aflatoxinas son consideradas las sustancias con el potencial
méas elevado de inducir cancer en animales y humanos luego de las sustancias
radioactivas. La capacidad de produccion de las aflatoxinas estd condicionada por
factores como: el tipo de hongo, las caracteristicas del sustrato y las condiciones
externas (humedad, temperatura y luz) (Moreno, 2004). Se ha sugerido que la severidad
de la contaminacion de un determinado cultivo en una regidon puede estar en parte
determinada por el potencial toxigénico de las cepas presentes (Horn & Dorner, 1999).
Otra caracteristica importante dentro de estas especies, esta relacionada con la capacidad
de supervivencia y dispersion del hongo en el medio ambiente, y es la capacidad de
producir esclerocios. Dentro de la variacion fenotipica encontrada para los aislamientos
de esta especie, se han tipificado dos tipos de cepas. Las cepas S producen en alto
numero de esclerocios pequefios, menores a 400 um de didmetro y generalmente
producen grandes cantidades de aflatoxinas (Cotty, 1989; Pildain et al., 2005). Estos
aislamientos han sido referidos como atipicos, son denominados A. flavus var.
Parvisclerotigenus  (Saito et al.1986; Saito y Tsuruta, 1993). Las cepas L producen

esclerocios grandes mayores a 400um de didmetro en bajo nimero, y en promedio
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menor concentracion de aflatoxinas (Saito et al., 1986; Cotty, 1989; Bayman y Cotty,
1993; Pildain et al., 2005). En Tailandia, Australia, Benin y Argentina se han aislado
cepas S productoras de aflatoxinas tipo B o productoras de ambos tipos de aflatoxinas (B
y G) (Hesseltine et al, 1970; Saito et al., 1986; Blaney et al., 1989; Cotty & Cardwell,
1999; Vaamonde et al., 2003), mientras que en Estados Unidos solamente han sido
reportadas cepas S productoras de aflatoxinas B (Cotty y Cardwell, 1999; Horn y
Dorner, 1999). En México, se han aislado cepas S y L, productoras de aflatoxinas B, en
A. flavus y B y G en A. parasiticus (Moreno, 2004). Estudios moleculares realizados
con cepas de A. flavus de diversa procedencia geogréafica (Geiser et al., 1998; Tran-Dinh
et al., 1999; Geiser et al., 2001) indican que las cepas S productoras de aflatoxinas de
tipo B 'y G y ACP forman un subgrupo que por sus caracteristicas geneticas,
morfologicas y bioquimicas deberia posiblemente ser reconocido como una nueva
especie. La separacion de A. nomius se basa en que éste produce pequefios esclerocios
en forma de bala, mientras que los de A. flavus son méas globosos. No esta claro si las
cepas de A. nomius frescas produzcan estos esclerocios. Una diferencia fundamental
entre las tres especies se da en el tipo de produccion de metabolitos secundarios
(Rodriguez et al., 2007; Moreno, 2004). Aspergillus flavus produce uUnicamente
aflatoxinas B, B, y Acido Ciclopiazénico o ambos o ninguna; A. parasiticus y A.
nomius, aflatoxinas Bi, B, G1 y Gy; (Rodriguez et al., 2007; Cabafies et al., 2007;
Moreno, 2004; Ito et al., 2001; Peterson et al., 2001; Pitt & Hocking, 1997; Horn &
Greene, 1995; Vaamonde, et al., 1995). Sin embargo, algunos autores, detectaron
produccién de aflatoxinas de tipo G por cepas identificadas como pertenecientes a la

especie A. flavus (Vaamonde et al., 2003; Cotty, 1989; Klich & Pitt, 1988; Saito et al.,
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1986). El conocimiento de las diferencias regionales en cuanto a las caracteristicas
morfoldgicas y toxigenicidad de las poblaciones de A. flavus y A. parasiticus puede
ayudar a entender la dindmica poblacional y brindar importante informacion que podria
ser utilizada en la implementacion de medidas de control efectivas para reducir la

contaminacion de aflatoxinas en el campo.

Materiales y métodos

Obtencidn de cepas de A. flavus y A. parasiticus de maiz: Cien semillas provenientes
de muestras compuestas de 14 estados de la republica, fueron desinfestadas con cloro al
2%, durante un minuto y enjuagadas tres veces en agua destilada esterilizada y secadas.
Sembradas en malta sal agar (MSA) al 6% de NaCl, en placas de Petri de 9 cm de
diametro, 10 semillas por placa e incubadas a 25°C +2 por 7 dias. Los A. flavus y A.
parasiticus fueron identificados por medio de las claves de Raper y Fennel, 1965

(Hernandez et al., 2007; Sepalveda & Piontelli, 2005).

Preparacion de cultivos monosporicos: De cada aislado se tomo6 con sacabocados un
explante de 0.5 cm de didmetro y se colocd en un tubo eppendorf de 1.5 ml con 1 ml de
agua destilada esterilizada. Se pasd por vortex 30 segundos y de dicha dilucion, se
tomaron 10ul de muestra que fueron sembrados y distribuidos con asa de vidrio estéril
en cajas Petri con PDA e incubadas por 24 horas en estufa a 27 £2 °C para la
realizacion de cultivos monospdricos. Posteriormente se tomd con aguja estéril un punto
de crecimiento a las 24 horas y se sembr6 PDA para su crecimiento a 25 +2 °C

(Sepulveda & Piontelli, 2005).
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Obtencion del nro. y tamafio de los esclerocios: La presencia o ausencia de
esclerocios, nimero, tamafio y forma, se analiz6 a los 10 dias de crecimiento en Czapek.
El conteo total de los esclerocios se realizd por raspado en las cajas Petri. Fueron

seleccionados 10 esclerocios al azar y medidos en microscopio con objetivo reglado.

Produccion de aflatoxinas: para determinar si las cepas aisladas produjeron aflatoxinas
tipo B 0 G (AFB y AFG, respectivamente); se utilizé el método rapido de «screening»
de Filtenborg y Frisvad (1980) y Filtenborg et al., (1983), que consiste en aplicar
directamente sobre la placa cromatografica un cilindro de Agar de 0.5 cm de didmetro
cortado con un sacabocados de una colonia en agar Czapek extracto de levadura (ACY)
de 7 dias mantenida a 25 °C. La deteccion de las micotoxinas fue realizada usando
placas de cromatografia de silica gel G60 (20 x 20 cm, 0.25 mm espesor, Merck5721,
Alemania). El solvente de corrida para la deteccion de aflatoxinas fue cloroformo-

acetona (90:10) (Pildain et al., 2005; Fernandez Pinto et al., 2001).

Cuantificacién de aflatoxinas: La cuantificacion total de aflatoxinas en las cepas
toxigénicas determinadas por la prueba de Filtenborg & Frisvad (1980) y Filtenborg et
al., (1983); se realizd por medio del método Aflatest de Vicam, modificandolo, para lo
cual se peso el contenido del medio de cultivo de una caja Petri. Se ajustron a ese peso
los valores de metanol (80%) y el cloruro de sodio, requeridos para la extraccion de las
aflatoxinas en el método original. Posteriormente se licué por 10 segundos, se filtrg, con
papel Whatman no.1. Se Tomaron 10 ml del filtrado y se diluyeron en 40 ml de agua

destilada. Se tom6 1 ml de la dilucidn y se hizo un segundo filtrado por papel fibra de
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vidrio paséndolo por la columna de anticuerpos monoclonales previamente
acondicionada. La misma se lavd 3 veces con agua destilada y posteriormente se retomo
el eluato con 1ml de metanol grado HPLC en una cubeta de vidrio. Se afiadi6 1.0 ml de
solucion reveladora de bromo, se agité por 1 min. y se leyé en un fluorémetro marca

Vicam serie 4 (Vicam, 1999).

Analisis estadistico: se realizd por medio del paquete bioestadistico Graphpad Prisma
5.0, utilizando para las correlaciones el coeficiente de Spearman, con un intervalo de

confianza de 99% y a= 0.05.

Resultados y discusion

Aspectos morfofisiologicos de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus: 54 cepas
produjeron esclerocios; 33 del tipo L, con un promedio de 451 + 35.53u de diametro y
21 del tipo S, con un didmetro promedio de 294 + 71.64 y 11 cepas, no produjeron
esclerocios a los 10 dias de crecimiento. La cantidad de esclerocios varié entre 1 +
0.71en las cepas AF01 (Coahuila), AF10 (Michoacan) y AF49 (Chiapas) a 166+17.68
esclerocios por caja, AF28 (Oaxaca), para el caso de las cepas L. En el caso de las cepas
S, la produccion varié de 2 + 2.83 a 19980+ 90.21 esclerocios por caja para las cepas
AF36 (Hidalgo) y AF56 (Veracruz), respectivamente. La mayor cantidad de esclerocios
se produjo en las cepas aisladas de los estados de Veracruz y Chiapas (figuras 1y 2). Se
observé predominancia de cepas L, lo que coincide con Ortiz et al., (2008) que
obtuvieron en A. flavus un 68% fueron cepas L, 15,4% de cepas Sy 16,5% de cepas no

productoras de esclerocios, en suelos con cultivos de cacahuate; también con Pildain et
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al., (2005), donde el 72% produjo esclerocios; el 25% fue tipo S; el 46% del tipo L y el
29% no produjo esclerocios; y con Barros et al., 2003, que encontraron 59% de cepas L;

22% cepas S 'y 19% cepas no productoras de esclerocios (Figura 3).
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Fig. 1: Comparacion de medias de tamafio de los esclerocios producidos en las cepas de
Aspergillus aisladas de cada estado estudiado.
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Fig. 2. Esclerocio S (1), esclerocio L (2), cepa altamente productora de esclerocios del
estado de Chiapas (3) y cepa no productora de esclerocios (4).
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Fig. 3: Cantidad de cepas productoras de esclerocios L, S y no productoras de
esclerocios sobre un total de 65 aislamientos.

También los datos son similares a los obtenidos por Moreno (2004), donde de 18
muestras de maiz de granos almacenados analizadas, el 87.5% de las mismas produjo
esclerocios del tipo L, con un diametro promedio de 675.2p, el 5.5%, esclerocios tipo S,
con un didmetro de 313p y el 11.11% de las cepas no produjo esclerocios y con lo
obtenido por Pildain et al., (2005), donde en cepas de A. flavus aisladas de cacahuate se
obtuvieron de 188 aislados, el 46.8% de los mismos formo esclerocios tipo L, 25% del
tipo Sy 28.19% no formd esclerocios. También con Nesci & Etcheverry (2002), que
obtuvieron un 100% de cepas productoras de esclerocios del tipo L. Oaxaca, Nuevo
Ledn, Nayarit y Jalisco fueron los 4 estados que presentaron cepas con esclerocios mas
grandes (L) y Tamaulipas y Michoacan, los dos estados con los esclerocios mas
pequefios (S), no obstante cabe destacar que en los estados citados también se
presentaron cepas de ambos tipos y también cepas no productoras de esclerocios, y

dentro de una misma caja se presentaron esclerocios (L) y (S).
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Presencia de aflatoxinas por TLC y aflatoxinas totales por inmunoafinidad: En el
100% de las pruebas de TLC realizadas con las cepas aisladas se encontraron manchas
fluorescentes azules, indicando la presencia de aflatoxinas B y el 4.61 % de las mismas,
se presentaron también manchas fluorescentes verdes correspondientes a aflatoxinas G.
Las cepas AF58 (Quintana Roo) productora de esclerocios S, AF59 y AF64
(Tamaulipas), no productoras de esclerocios, de A. parasiticus resultaron positivas a
AFG. El 100% de los aislamientos del tipo L, produjo AFB, el 4.76% de los
aislamientos S, produjo AFB y AFG al igual que el 18.18% de las cepas no productoras
de esclerocios. En Tailandia, Australia, Benin y Argentina se han aislado cepas S
productoras de aflatoxinas tipo B o productoras de ambos tipos de aflatoxinas (B y G)
(Hesseltine et al., 1970; Saito et al., 1986; Blaney et al., 1989; Cotty y Cardwell, 1999;
Vaamonde et al., 2003),mientras que en Estados Unidos solamente han sido reportadas
cepas S productoras de aflatoxinas B (Cotty & Cardwell, 1999; Horn & Dorner, 1999).
En México, se han aislado cepas S y L, productoras de aflatoxinas B, en A. flavusy B y
G en A. parasiticus (Moreno, 2004). No se pudo correlacionar la cantidad de aflatoxinas
producidas con el crecimiento promedio de las colonias ni con el tamafio de los
esclerocios producidos por las cepas, donde el coeficiente de Spearman resulté no
significativo, esto no coincide con trabajos anteriores realizados por Barros et al., (2005)
y Pildain et al,. (2005) que indican que los esclerocios S producen aflatoxinas en mayor
proporcion que los L, en cacahuate en la Argentina. Sin embargo, se observaron
diferencias significativas en cuando a la produccion de aflatoxinas y numero de
esclerocios producidos. Sanchiz et al., (1984), concluyeron tras el anlisis de 137 cepas

de A. flavus que Las cepas toxigénicas presentan una incidencia de esclerocios y
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actividad proteolitica mayor que las no toxigénicas, pero en términos generales, las
actividades medias de ambos grupos son semejantes, sin apenas diferencias
significativas. La asociacion positiva entre la produccion de esclerocios y aflatoxinas
fue observada por Wicklow & Shotwell (1983) quienes postularon que probablemente
las aflatoxinas tiene una funcion correlacionada con los esclerocios y que la biosintesis
de las mismas y la morfogénesis de los esclerocios estan interrelacionadas. Las zonas
analizadas presentan condiciones macro y micro-climaticas diferentes. La historia del
suelo, tipo de cultivos, niveles de insectos, precipitaciones, practicas culturales también
son diferentes y todos estos factores influyen sobre las comunidades de A. flavus y A.
parasiticus tal como ha sido sefialado por Orum et al., (1997). Otro factor
correlacionado con la divergencia entre comunidades de A. flavus y A. parasiticus en
diferentes areas es la latitud (Cotty, 1997); los estados analizados se encuentran a
diferentes latitudes y dan otra posible causa de variabilidad (Pildain et al., 2005). Los
resultados de este estudio aportan nuevos datos sobre las comunidades de A. flavus y A.
parasiticus en maiz en México, asociando el nimero y tamafio de los esclerocios
producidos y la concentracion de aflatoxinas de las cepas aisladas con las posibles
diferencias agroecoldgicas de las diferentes areas geograficas de las cuales provienen los
aislamientos (Pildain et al., 2005). Se han considerado caracteristicas de las cepas que
estan estrechamente relacionadas con la contaminacion potencial del maiz con las
toxinas producidas por esta especie flngica asociada, tales como la capacidad
toxigénica, el perfil de metabolitos secundarios téxicos y la produccion de estructuras de

resistencia sefialadas como importante fuente de indculo primario.
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Conclusiones
Se determind la presencia de Aspergillus flavus en los 14 estados de la RepUblica

analizados y Aspergillus parasiticus en 2.

Del total estudiado 54 cepas produjeron esclerocios a los 10 dias de crecimiento.
El 100% de las cepas aisladas resulté toxigénica, un 96.92% presenté AFB y un 3.07%
AFB y AFG. La produccion de esclerocios y aflatoxinas esta positivamente

correlacionada en lo que respecta al nimero de esclerocios, no asi al tipo.

La importancia de determinar cepas productoras de esclerocios tipo S, L 0 no
productoras se debe a que estas estructuras de resistencia presentan germinacion
esporogenica con lo cual un eventual control de la infeccion precosecha en el cultivo de
maiz, donde las aflatoxinas son un problema requerird practicas agronémicas disefiadas

a reducir la importancia de los esclerocios como fuente de indculo primario.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los hongos potencialmente toxigénicos, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus, Fusarium y Penicillium, estan ampliamente distribuidos en los 14
estados analizados. Fusarium se presentd en 76.99 % de las muestras analizadas,
Aspergillus flavus en 11.72 %; Aspergillus parasiticus, en 0.57 % y Penicillium
en 0.53 %. Por lo tanto, es necesario analizar muestras de grano a nivel de
campo y almacén, para la deteccion de estos patdgenos en todos los estados de la

Republica.

Se determino la presencia de Aspergillus flavus en los 14 estados de la Republica
analizados y Aspergillus parasiticus en 2. Del total estudiado 54 cepas
produjeron esclerocios a los 10 dias de crecimiento. EIl 100% de las cepas
aisladas resulto toxigénica, un 96.92% presentd AFB y un 3.07% AFB y AFG.
Las concentraciones de aflatoxinas variaron de 22 a 2250 ppb. El estado con una
mayor produccion de alfatoxinas en media fue Veracruz y el de menor

produccidn de aflatoxinas en media, Zacatecas.

La produccion de esclerocios y aflatoxinas esta positivamente correlacionada en
lo que respecta al nimero de esclerocios, no asi al tipo. La importancia de
determinar cepas productoras de esclerocios tipo S, L 0 no productoras se debe a

que estas estructuras de resistencia presentan germinacién esporogénica con lo
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cual un eventual control de la infeccion precosecha en el cultivo de maiz, donde
las aflatoxinas son un problema requerird précticas agronémicas disefiadas a

reducir la importancia de los esclerocios como fuente de indculo primario.
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Tabla 1. Produccién de aflatoxinas totales y comportamiento de las cepas aisladas en
medio diferenciales.

Cepa Aflatoxinas totales Media Desv. AFPA ACY
AF01 2400 1* 1**
2100 2250 212.132034 1 1
AF02 1220 1 1
1240 1230 14.1421356 1 1
AF03 1800 1 1
1700 1750 70.7106781 1 1
AF04 1280 1 1
1220 1250 42.4264069 1 1
AF05 660 1 1
820 740 113.137085 1 1
AF06 1300 1 1
1300 1300 0 1 1
AF07 1160 1 1
1100 1130 42.4264069 1 1
AF08 1220 1 1
1080 1150 98.9949494 1 1
AF09 980 1 1
440 710 381.837662 1 1
AF10 2000 1 1
2000 2000 0 1 1
AF11 1160 1 1
1300 1230 98.9949494 1 1
AF12 2000 1 1
2400 2200 282.842712 1 1
AF13 1080 1 1
1040 1060 28.2842712 1 1
AF14 1220 1 1
1180 1200 28.2842712 1 1
AF15 1560 1 1
1500 1530 42.4264069 1 1
AF16 200 1 1
180 190 14.1421356 1 1
AF17 720 1 1
700 710 14.1421356 1 1
AF18 1060 1 1
1090 1075 21.2132034 1 1




Tabla 1. Cont.

Cepa Aflatoxinas totales Media Desv. AFPA ACY

AF19 1120 1170 70.7106781 1 1

1220 1 1

AF20 1080 1260 254558441 1 1

1440 1 1

AF21 2200 1920 395.979797 1 1

1640 1 1

AF22 1280 1350 98.9949494 1 1

1420 1 1

AF23 1120 1050 98.9949494 1 1

980 1 1

AF24 1040 1020 28.2842712 1 1

1000 1 1

AF25 1240 1230 14.1421356 1 1

1220 1 1

AF26 1160 1150 14.1421356 1 1

1140 1 1

AF27 1840 2020 254.558441 1 1

2200 1 1

AF28 1860 1870 14.1421356 1 1

1880 1 1

AF29 1700 1820 169.705627 1 1

1940 1 1

AF30 1140 1170 42.4264069 1 1

1200 1 1

AF31 1000 1060 84.8528137 1 1

1120 1 1

AF32 1400 1280 169.705627 1 1

1160 1 1

AF33 1100 1150 70.7106781 1 1

1200 1 1

AF34 2200 2100 141.421356 1 1

2000 1 1

AF35 1100 1070 42.4264069 1 1

1040 1 1

AF36 1040 990 70.7106781 1 1

940 1 1

AF37 1500 1420 113.137085 1 1

1 1

1340
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Tabla 1. Cont.

Cepa Aflatoxinas totales Media Desv. AFPA ACY

AF38 1160 1200 56.5685425 1 1

1240 1 1

AF39 1120 1140 28.2842712 1 1

1160 1 1

AF40 1180 1210 42.4264069 1 1

1240 1 1

AF41 1080 1090 14.1421356 1 1

1100 1 1

AF42 1160 1140 28.2842712 1 1

1120 1 1

AF43 1220 1160 84.8528137 1 1

1100 1 1

AF44 1220 1260 56.5685425 1 1

1300 1 1

AF45 960 830 183.847763 1 1

700 1 1

AF46 1700 1660 56.5685425 1 1

1620 1 1

AF47 1300 1280 28.2842712 1 1

1260 1 1

AF48 1060 1090 42.4264069 1 1

1120 1 1

AF49 1120 1110 14.1421356 1 1

1100 1 1

AF50 2400 2300 141.421356 1 1

2200 1 1

AF51 1800 1880 113.137085 1 1

1960 1 1

AF52 16 22 8.48528137 1 1

28 1 1

AF53 1440 1480 56.5685425 1 1

1520 1 1

AF54 2000 1930 98.9949494 1 1

1860 1 1

AF55 1740 1760 28.2842712 1 1

1780 1 1

AF56 1340 1290 70.7106781 1 1

1 1

1240
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Tabla 1. Cont.
Cepa Aflatoxinas totales Media Desv. AFPA ACY
AF57 1900 1 1
1880 1890 14.1421356 1 1
AF58 1020 1 1
1160 1090 98.9949494 1 1
AF59 1400 1 1
1460 1430 42.4264069 1 1
AF60 1060 1 1
1020 1040 28.2842712 1 1
AF61 1240 1 1
1300 1270 42.4264069 1 1
AF62 980 1 1
840 910 98.9949494 1 1
AF63 1880 1 1
2040 1960 113.137085 1 1
AF64 54 1 1
116 85 43.8406204 1 1
AF65 1700 1 1
1800 1750 70.7106781 1 1
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* El valor de 1, en AFPA indica coloracion naranja en el medio diferencial, resultado de la
presencia de los hongos A. flavus y A. parasiticus.

** |ndica la fluorescencia bajo luz UV del ACY, debido a la presencia de aflatoxinas.

Tabla 2. Resultados de TLC para cepas de A. flavus y A. parasiticus analizadas.

AFB AFB AFG AFG
Cepa Repeticion 1  Repeticion 2 Repeticion 1  Repeticién 2
AF01 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF02 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF03 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF04 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF05 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF06 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF07 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF08 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF09 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF10 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF11 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF12 Positivo Positivo Negativo Negativo




Tabla 2. Cont.

AFB AFB AFG AFG
Cepa Repeticion 1  Repeticion 2 Repeticion 1 Repeticién 2
AF13 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF14 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF15 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF16 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF17 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF18 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF19 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF20 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF21 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF22 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF23 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF24 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF25 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF26 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF27 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF28 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF29 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF30 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF31 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF32 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF33 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF34 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF35 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF36 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF37 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF28 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF29 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF30 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF31 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF32 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF33 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF34 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF35 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF36 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF37 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF38 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF39 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF40 Positivo Positivo Negativo Negativo

111



Tabla 2. Cont.

AFB AFB AFG AFG
Cepa Repeticion 1  Repeticion 2 Repeticion 1 Repeticién 2
AF41 Positivo Positivo Negativo Negativo
AFA42 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF43 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF44 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF45 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF46 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF47 Positivo Positivo Negativo Negativo
AFA48 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF49 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF50 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF51 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF52 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF53 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF54 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF55 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF56 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF57 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF58 Positivo Positivo Positivo Positivo
AF59 Positivo Positivo Positivo Positivo
AF60 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF61 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF62 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF63 Positivo Positivo Negativo Negativo
AF64 Positivo Positivo Positivo Positivo
AF65 Positivo Positivo Negativo Negativo
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Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas y toxicoldgicas de las cepas de A. flavus y A. parasiticus aisladas.

Cepa Genero Sp. Estado Crec. de la Color de la Micelio Forma de Numerode  Tamafiode Tipo Monoser. Biser. AF
colonia colonia esclerocios esclerocios esclerocios
AF01  Aspergillus flavus Coahuila  Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos y 140.71 4104289.91 L + - B
brillante subglobosos
AF02  Aspergillus flavus Coahuila  Radial y flocosa ~ Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos y 40£7.78 411+10.61 L + - B
brillante subglobosos
AF03  Aspergillus flavus Coahuila  Radial y flocosa ~ Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos y 83+10.61 378+ 47.38 S + + B
brillante subglobosos
AF04  Aspergillus flavus Coahuila  Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos y 22+12.73 424+31.82 L + + B
brillante subglobosos
AF05 Aspergillus flavus Coahuila  Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos y 20+10.61 41142.12 L + + B
brillante subglobosos
AF06  Aspergillus flavus Coahuila  Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos y 11+3.54 450+48.79 L + + B
brillante subglobosos
AF07  Asperigilus flavus Coahuila  Radial y flocosa  Verde amarillo Profundo y escaso Globosos y 18+17.68 439+4.24 L + + B
brillante verticalmente
elongados
AF08  Asperigilus flavus Nuevo Radial y flocosa ~ Verde amarillo Profundo y escaso Globosos y 11+12.02 462+66.47 L + + B
Leon brillante verticalmente
elongados
AF09  Aspergillus flavus Michoacan Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Sin esclerocios 0 0 0 + -
AF10 Aspergillus flavus Michoacan Radial y flocosa ~ Verde amarillo Profundo y escaso Globosos y 1+0.71 400+283 L + +
brillante verticalmente
elongados
AF11 Aspergillus flavus Michoacan Radial y flocosa ~ Verde amarillo Aéreo y escaso Sin esclerocios 0 0 0 + + B
AF12  Aspergillus flavus Michoacan Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Profundo y escaso Sin esclerocios 0 0 0 + - B
brillante
AF13  Aspergillus flavus Michoacan Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Alargados 12+1.41 176+2.12 S + + B
brillante
AF14  Aspergillus flavus Michoacan Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Profundo y escaso Sin esclerocios 0 0 0 + + B
AF15  Aspergillus flavus Zacatecas Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Alargados y 63+12.73 501+17.68 L + + B

brillante

semiesféricos




Tabla 3. Cont.

Cepa Genero Sp. Estado Crec. de la Color de la Micelio Forma de Numerode  Tamafiode Tipo Monoser. Biser. AF
colonia colonia esclerocios esclerocios esclerocios
AF16  Aspergillus flavus Zacatecas Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos y 51+43.84 428+5.66 L + - B
brillante semialargados
AF17  Aspergillus flavus Zacatecas Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos y 1092+203.65 248+29.7 S + - B
brillante subglobosos
AF18  Asperigilus flavus Jalisco Radial y zonada  Verde amarillo  Aéreo y abundante Globosos 2+0.71 462+16.97 L + - B
brillante
AF19 Asperigilus flavus Jalisco Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Profundo y escaso Globosos y 200+2.12 349+2.83 S + + B
brillante subglobosos
AF20 Asperigilus flavus Jalisco Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Profundo y escaso Globosos y 197+1.41 341+1.41 S - + B
brillante subglobosos
AF21  Aspergillus flavus Jalisco Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Aéreo y abundante Globosos y 143+32.53 481+27.58 L + - B
brillante subglobosos
AF22  Aspergillus flavus Jalisco Radial y flocosa ~ Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos y 29+9.19 456+21.73 L + - B
brillante subglobosos
AF23  Aspergillus flavus Jalisco Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos y 62+16.97 435+16.26 L + - B
brillante subglobosos
AF24  Asperigilus flavus Jalisco Radial y flocosa ~ Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos y 8+5.66 424+30.76 L + + B
brillante elongados
verticalmente
AF25  Aspergillus flavus Oaxaca Radial y flocosa ~ Verde amarillo Profundo y escaso Globosos 20+2.83 534+1.77 L + - B
brillante
AF26  Asperigilus flavus Oaxaca Radial y flocosa ~ Verde amarillo Profundo y escaso Globosos y 15+1.41 463+35.71 L - + B
brillante elongados
verticalmente
AF27  Aspergillus flavus Oaxaca Radial y flocosa ~ Verde amarillo Escaso y Globosos y 30+3.54 453+8.49 L + + B
superficial subglobosos
AF28  Aspergillus flavus Oaxaca Radial y flocosa ~ Verde amarillo Escaso y Globosos y 166+17.68 536+919 L - 1 B
brillante superficial subglobosos
AF29  Aspergillus flavus Oaxaca Radial y flocosa ~ Verde amarillo Superficial y Globosos y 161+28 426+3.54 L + + B
brillante abundante subglobosos




Tabla 3. Cont.

Cepa Genero Sp. Estado Crec. de la Color de la Micelio Forma de NUmerode  Tamafiode Tipo Monoser. Biser. AF
colonia colonia esclerocios esclerocios esclerocios

AF30 Aspergillus flavus Oaxaca Radial y flocosa ~ Verde amarillo Superficial y Globosos y 119+26.16 385+9.19 S + + B
brillante escaso alargados

AF31 Aspergillus flavus Nayarit Radial y flocosa ~ Verde amarillo Superficial y Globosos y sub 19+4.24 478+11.31 L + - B
brillante abundante globosos

AF32 Asperigilus flavus Nayarit Radial y flocosa ~ Verde amarillo Superficial y Sin esclerocios 0 0 0 - + B
brillante abundante

AF33  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Abundante y Globosos 1349.90 426+13.67 L - + B
brillante profundo

AF34  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Escaso y Globosos y 163+123.74 423+28.28 L + + B
brillante superficial subglobosos

AF35  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Escaso y Globosos y 3+3.54 378+199.97 L - + B
brillante superficial subglobosos

AF36  Asperigilus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Superficial y Globosos y 2+2.83 368+192.30 S + - B
brillante €scaso subglobosos

AF37  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Profundo y escaso Globosos y 29+12.37 298+5.66 S + + B
brillante subglobosos

AF38  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Profundo y escaso Globosos y 3+0.00 425+35.36 L + - B
brillante verticalmente

elongados

AF39  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo  Aéreo y abundante Globosos y 5+4.95 465+5.36 L + + B
brillante subglobosos

AF40  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos y 4+5.66 430+46.29 L + + B
brillante subglobosos

AF41  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos y 6+5.66 446+29.70 L + + B
brillante subglobosos

AF42  Aspergillus flavus Hidalgo  Radial y flocosa  Verde amarillo Aéreo y escaso Sin esclerocios 0 0 0 + + B
brillante

AF43  Aspergillus flavus Guanajuato Radial y flocosa ~ Verde amarillo  Profundo y escaso Globosos 14+12.02 364+14.14 S + - B
brillante

AF44  Aspergillus flavus Guanajuato Radial y flocosa ~ Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos y 2+.12 500+242.67 L + + B

brillante

elongados




Tabla 3. Cont.

Cepa Genero Sp. Estado Crec. de la Color de la Micelio Forma de Numero de Tamafiode Tipo Monoser. Biser. AF
colonia colonia esclerocios esclerocios esclerocios

AF45  Aspergillus flavus Guanajuato Radial y Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos 3960+101.82 218+20.51 S + - B
flocosa brillante

AF46  Aspergillus flavus Sonora Radial y Verde amarillo Aéreo y escaso Oblongos y sub 34+8.49 495+12.73 L + - B
flocosa brillante globosos alargados

AF47  Aspergillus flavus Sonora Radial y Verde amarillo  Profundo y escaso Globosos y 1732+130.11 217+13.44 S + + B
flocosa brillante subglobosos

AF48  Aspergillus flavus Sonora Radial y Verde amarillo Globosos Profundo y escaso 5+4.50 215+21.31 S + - B
flocosa brillante

AF49  Asperigilus flavus Chiapas Radial y Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos 1+1.41 410+1.00 L + + B
flocosa brillante

AF50  Aspergillus flavus Chiapas Radial y Verde amarillo Abundante y Globosos y 43+6.36 331+17.68 S + + B
flocosa brillante superficial subglobosos

AF51  Asperigilus flavus Chiapas Radial y Verde amarillo  Profundo y escaso Globosos y 1823+149.20 312+24.04 S - + B
flocosa brillante subglobosos

AF52  Aspergillus flavus Chiapas Radial y Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos 86+10.61 266+.66 S + + B
flocosa brillante

AF53  Aspergillus flavus Chiapas Radial y Verde amarillo Aéreo y escaso Globosos 192794124592  211+24.75 S + + B
flocosa brillante

AF54  Aspergillus flavus Veracruz Radial y Verde amarillo Aéreo y escaso Subglobosos y 36+10.61 472+18.38 L + - B
flocosa brillante elongados

AF55  Aspergillus flavus Veracruz Radial y Verde amarillo Abundante y Globosos y 69+26.87 285+24.75 L + + B
flocosa brillante superficial subglobosos

AF56  Aspergillus flavus Veracruz Radial y Verde amarillo  Escaso y profundo Globosos 19980+190.21 17148.49 L + + B
flocosa brillante

AF57  Aspergillus flavus Veracruz Radial y Profundo y Verde amarillo Globosos 7027+£292.74 289+19.66 S + - B
flocosa €scaso brillante

AF58 Aspergillus parasiticus  Quintana Radial y Aéreo y escaso Verde Globosos 877+157.68 370£7.78 S + - BG

Roo flocosa

AF59  Aspergillus parasiticus Tamaulipas Radial y Aéreoy Verde 0 0 0 0 + - BG

flocosa abundante




Tabla 3. Cont.

Cepa Genero Sp. Estado Crec. de la Color de la Micelio Forma de Numerode  Tamafiode Tipo Monoser. Biser. AF
colonia colonia esclerocios esclerocios esclerocios
AF60 Aspergillus flavus Tamaulipas Radial y flocosa Aéreoy Verde amarillo 0 0 0 0 + + B
abundante
AF61 Aspergillus flavus Tamaulipas Radial y flocosa Aéreoy Verde amarillo 0 0 0 0 + + B
abundante brillante
AF62  Aspergillus flavus Tamaulipas Radial y flocosa ~ Aéreo y escaso Verde amarillo Globosos 21+2.83 486+2.83 L + + B
brillante
AF63  Aspergillus flavus Tamaulipas Radial y flocosa ~ Aéreo y escaso Verde amarillo Globosos 29+15.56 421421.21 L + + B
brillante
AF64  Asperigilus parasiticus Tamaulipas Radial y flocosa Aéreoy Verde 0 0 0 0 + 0 BG
abundante
AF65  Aspergillus flavus Tamaulipas Radial y flocosa Aéreoy Verde amarillo 0 0 0 0 0 0 B

abundante

brillante
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Figura 3. Cabezuelas monoseriadas de A. parasiticus.

Figura 4. Cabezuelas, izquierda monoseriada, centro y derecha, biseriadas de A. flavus.
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Figura 5. Coloracion naranja, indicativa de la presencia de A. flavus y A. parasiticus en AFPA y
fluorescencia en ACY, indicando presencia de aflatoxinas.

Figura 6. Caracteristicas de micelio de cepas de A. flavus aisladas a la izquierda, profundo y
escaso, al centro, superficial y escaso y a la derecha, superficial y abundante.





