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From: Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias <rev.mex cienc.pecu@gmail.com>
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*ESCRIBO DESDE ESTE CORREO POR UNICA OCASION, TENEMOS PROBLEMAS TECNICOS EN EL SERVIDOR DE INIFAP,
FAVOR DE CONFIRMAR DE RECIBIDO AL CORREO INSTITUCIONAL, GRACIAS™
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INTRODUCCION

En produccion de carne a nivel mundial México ocupa el octavo lugar por debajo
de USA, Brasil, Union Europea, China, India, Argentina y Australia (SIAP, 2018)
con una produccion de 1°495,818 de cabezas de ganado de los cuales 17121,
057 son rumiantes en México; Veracruz, Jalisco, Chiapas, San Luis Potosi y
Sinaloa son los estados que representan la mayor produccion de ganado bovino,
Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco y Zacatecas representan el 20% de la
produccién de cabezas de ganado a nivel nacional, con un valor econémico de
$237348, 656 (SIAP, 2017). La dieta base de este tipo de ganado esta constituida
por, concentrado (maiz rolado, sorgo), aditivos nutricionales rico en vitaminas,
minerales y forraje como es el caso del ensilaje; el propdsito principal del ensilaje
es maximizar la preservacion de nutrientes originales del cultivo forrajero y evitar
la disminucion en la calidad nutricional (Alonso et al., 2013). El ensilaje es de gran
importancia en los sistemas de produccion del ganado lechero en todo el mundo
y en la produccion del ganado de carne en Europa y América, debido a que
representa entre un 45 a 60% en su racion diaria de alimento (Keady et al., 2008;
Millen et al., 2009; Alpizar., 2015). Uno de los riesgos a lo largo del proceso de
elaboracién del ensilaje es la contaminacion por hongos, un incremento fungico
en el ensilaje conduce a la pérdida de nutrientes y de materia seca, disminuyendo
la palatabilidad y consumo de ensilaje, que genera como consecuencia las
pérdidas en el rendimiento en ganancia de peso y produccion de leche del animal
(Garon et al., 2006; Alonso et al., 2013), datos reportados por varios autores
indican que los hongos que se encuentran con mayor frecuencia en los ensilajes
de maiz son: Mucor spp. Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Alternaria spp., Cladosporium spp y Geotruchum spp. (Reyes- Veladzquez et al.,
2008; Keller et al., 2012; Alpizar., 2015); otros autores como Baliukoniene y
colaboradores (2012), al igual que Keller colaboradores (2012) reportan la
presencia de los generos de Aspergillus, Rhizopus, Penicillium en ensilaje de
trébol, ryegrass, sorgo, triticale, avena y mezcla de pastos en los paises de

Lituania y Brasil; varias especies de estos géneros de hongos pueden producir



micotoxinas como: Zearalenona, Aflatoxina, Fumonisina, Ocratoxina Yy

Tricotecenos (Gallo et al., 2016; Loi et al., 2017), cuando los animales se alimentan

con ensilajes contaminados con estas micotoxinas, estas son capaces de
ocasionar: disminucién en la ingesta de alimentos, problemas reproductivos,
problemas renales, hepéticos, baja produccion en carne Yy leche,

inmunosupresion y muerte (Ogunade et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/zearalenone
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218303254?via%3Dihub#bib94
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218303254?via%3Dihub#bib172

Justificacion

La contaminacion natural de los ensilajes por hongos como Aspergillus spp,
Fusarium spp y Penicillium spp, en la alimentacion del ganado bovino, tiene un
impacto econémico en las explotaciones pecuarias a nivel mundial, debido a que
estos hongos son catalogados como toxicogénicos, debido a su capacidad de
producir micotoxinas como Aflatoxina B1 y Zearalenona, ya que afectan la salud
animal, disminuyen las ganancias de peso, la eficiencia alimenticia, la fertilidad,
aumenta los problemas metabolicos debido a la demanda de forrajes e incluso
llegar a producir la muerte de los animales por una intoxicacion aguda debido al
consumo de micotoxinas, por tal motivo es valiosa, la identificacion de estos

agentes patoldgicos, para prevenir enfermedades y perdidas economicas.

Hipotesis
Existen hongos toxicogénicos como Fusarium verticillioides, Aspergillus flavus,
Penicillium digitatum que generan micotoxinas como Aflatoxina, Fumonisina,

Deoxinivalenol (DON), Zearalenona y Ocratoxina que pudieran desarrollarse en

el ensilaje utilizado para el consumo de los rumiantes.

Objetivo General

Identificar los hongos que se encuentran presentes en el ensilaje y determinar, la

presencia de genes precursores de micotoxinas, en los aislados obtenidos.

Objetivo Especifico

Identificar los hongos que se encuentran presentes en los ensilajes de maiz,
avena, triticale y alfalfa; determinar la presencia de genes precursores de

micotoxinas de los diferentes hongos obtenidos.



REVISION DE LITERATURA
Importancia de la ganaderia

La ganaderia trata de criar, medicar y reproducir animales domésticos de la mejor
calidad para el consumo humano. A nivel mundial en el afio 2018 la produccion
de carne bovina alcanz6 las 63 millones de toneladas, incrementandose en un
3% la produccion con respecto a 2014. Los principales paises productores de
carne bovina a nivel mundial son: Estados Unidos, Brasil, Union Europea, China,
India, Argentina, Australia y México los cuales generan el 78% de la produccion
global (SIAP, 2018); México es un pais ganadero del cual se destinan 109.8
millones de hectareas en la que se produce ganado de tipo bovino, porcino, ovino,
caprino y avicola, ocupando el 8° lugar en producciéon mundial de ganaderia
(SIAP, 2018).

Cuadro 1. Participacion en la produccion mundial de carne bovina, 2018.

Produccion mundial

Pais de carne (%)
E.UA 20
Brasil 15.7
Unidén Europea 12.5
China 11.6
India 6.8
Argentina 4.6
Australia 3.7
México 3.2
Otros 21.9

SIAP/FAS (2018)

A nivel mundial, México ocupa el octavo lugar debido a su produccién de
17904,000 toneladas carne (CIMA, 2018) y una productividad de 1°495,818 de
cabezas de ganado de los cuales 1°121, 057 son rumiante; Veracruz con 257,935
t, Jalisco 238,586 t y San Luis Potosi 121,493 t son los estados con mayor
produccién de carne bovina en México; Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco y

Zacatecas representan el 20% de la produccion de cabezas de ganado a nivel



nacional, con un valor econémico de $23°348, 656 (SIAP, 2017); el consumo
anual per capita de carne bovina en México es de 15.2 kg (SIAP, 2019). La
ganaderia bovina destinada a la produccion de carne es una de las actividades
mas difundidas en el medio rural y se realiza en todas las regiones
agroecoldgicas del pais.

Dieta diaria de ganado

La dieta del ganado debe de estar balanceada de acuerdo a la edad y el fin
zootécnico del mismo, lo que se busca en la ganaderia con estos nutrientes es
maximizar el consumo y minimizar las pérdidas de energia, para alcanzar el
maximo potencial de produccion en menor tiempo (Garon et al., 2006; Alpizar,
2015).

El ganado que tiene como fin zootécnico la produccion de carne requiere de
raciones con alta cantidad de nutrientes, para que logren desarrollarse de forma
rapida y eficiente, esto dependera de la digestibilidad de la dieta que reciban
(SIAP, 2019). La dieta debe de estar constituida por concentrados, ensilaje,
forraje, vitaminas y minerales (FAO, 2020) ya que en la dieta debe de tener
alimentos concentrados o balanceados que incluyan subproductos de
oleaginosas, granos de cereales, harina de pescado, melaza de cafia, maiz
rolado, los cuales le permiten satisfacer las necesidades nutricionales diarias del
animal para su crecimiento, desarrollo y etapa productiva en la que se encuentre
el ganado, es por eso que ocupan de un 50 a un 30% en la dieta diaria del ganado
(SIAP, 2019). Pero no se recomienda como unico aliento para nutrir al ganado
ya que da un aporte insuficiente de proteina, vitamina D, calcio y fosforo (Fassio
et al., 2018); por eso es necesario agregar vitaminas como Vit. A, E, K, B12,
tiamina y minerales como son Ca, P, Mg, Na, Zn, Co, Fe; ya que las vitaminas
las requiere el ganado en mayor cantidad durante su crecimiento (desarrollo de
huesos, musculos, epitelios); reproduccion (desarrollo normal de placenta,
embrién e incluso la calidad del semen); para la produccion de leche y/o carne.
Mientras que los minerales son esenciales para la formacion del esqueleto,

mantenimiento y formacion de huesos, para el crecimiento, la reproduccion, para



funciones basicas del organismo e incluso para la produccion de la leche; siendo
el 10% en la racion final diaria (Alpizar, 2015; Fassio et al., 2018).

Los forrajes, como es el caso del ensilaje, es la parte vegetal de las gramineas y
leguminosas las cuales son un buen alimento para el ganado bovino, debido a su
rico contenido de carbohidratos es la base de su alimentacion y ocupa de un 40
a un 60% en la alimentacion diaria del ganado (Alpizar, 2015; SIAP, 2019).

Ensilaje

El ensilaje es la conservacion de los forrajes por medio de fermentacion, con un
minimo de perdida de materia seca (MS) y de nutrientes, que proporciona un
alimento de calidad a un bajo costo en cualquier época del afio (Prospero-Bernal
et al., 2017).

Después de la cosecha del maiz, este debe colocarse en silos para su
almacenamiento y compactacion e iniciar la fermentacion que es basicamente
limitar el contacto del maiz con el oxigeno y asi conservar su valor nutricional;
esta fermentacion es lactica espontanea en condiciones de anaerobiosis, en
donde las bacterias epifiticas de acido lactico (BAC) fermentan los carbohidratos
hidrosolubles (CHS) del ensilaje, originando acido lactico y acido acético en
menor cantidad, al producirse estos acidos el pH del ensilado disminuye y la
temperatura incrementa tanto que inhabilitan la presencia de microorganismos
gue inducen la pudricion (FAO, 2020).

Para que un ensilaje se considere de buena calidad, debe cumplir con varias
caracteristicas, un pH que oscile entre 3.8 - 5 (acido), tamafio de particula de
entre dos o cuatro centimetros, temperatura de 30 - 35°C, con un porcentaje de
humedad que fluctué entre 54.6 - 68.34%, de color verde olivo, olor agradable,
con un sabor dulce, que sea apetitoso para el ganado y con buenas condiciones
de anaerobiosis para inhibir el desarrollo de microorganismos causantes del
deterioro de los alimentos (OudeElferink y Drienhuis, 2001; Garon et al., 2006;

Reyes-Velazquez et al., 2008).

Sabiendo que el ensilaje constituye un porcentaje importante en la dieta diaria

del ganado (Alpizar, 2015), las malas condiciones de almacenamiento pueden



ser un factor para el desarrollo de microorganismos indeseables, como son los
hongos y la produccion de micotoxinas, perjudicando la preservacion del cultivo,
el rendimiento animal o la salud de animales y humanos (Duniere et al., 2013;
Keller et al., 2013).

Factores de contaminacion

La contaminacion por hongos es un problema con el que nos podemos enfrentar
al producir alimentos almacenados como es el caso del ensilaje en la dieta de los
rumiantes, debido a que la contaminacion se da previa, durante o posterior a la
cosecha ya que los forrajes estan en contacto directo con esporas de los hongos
(Alonso et al., 2013). Otros factores como roedores, pajaros e insectos participan
en el proceso de contaminacion al causar lesiones fisicas en el tejido vegetal

promoviendo la penetracion de las esporas (Garon et al. 2006).

Los granos del ensilaje pueden contener altas concentraciones de hongos,
dependiendo de las condiciones climaticas, la etapa de crecimiento y cosecha
por lo cual el valor nutricional del material ensilado puede disminuir teniendo un
efecto negativo para el ganado (Reyes-Velazquez et al., 2008). Garon et al.
(2006) reportan que la reduccion o pérdida del valor nutricional del material
ensilado durante su almacenamiento ocurre debido al desarrollo de hongos, los
cuales se pueden presentar desde antes de la cosecha debido a diversos factores
como condiciones climatoldgicas, la seleccion de semilla y disponibilidad de
nutrientes, debido a que los forrajes estan en contacto directo con esporas de los
hongos. Un incremento fungico en el ensilaje conduce a la disminucion de la
absorcion de los nutrientes, ocasionando reduccion en las funciones metabdlicas

e inmunolégicas y alterando las funciones endocrinas (Alpizar, 2015).

Existen factores que favorecen el crecimiento y el desarrollo de los hongos en el
ensilaje como es el caso de los factores endégenos: pH, actividad del agua (Aw),
temperatura, la presencia de oxigeno y la composicion nutricional; y los factores

exégenos como es el sellado del silo, condiciones de almacenamiento, las



condiciones climatolégicas y la fauna nociva como roedores, péjaros e insectos
ademéas de animales domésticos como perros o mascotas (Auerbach 2003).

La actividad del agua (Aw) nos indica cual es la cantidad de agua disponible para
el desarrollo de los microorganismos una vez se ha alcanzado el equilibrio hidrico
en el sistema - alimento/medio ambiente, siendo unos de los factores importantes
para el desarrollo de los hongos y micotoxinas en el ensilaje (Alpizar, 2015)

La temperatura 6ptima para el desarrollo de los hongos se encuentra entre 25y
30°C con un limite maximo de entre 40 y 45°C. La mayor parte de los hongos no
crecen por debajo de 5°C, aunque existen hongos como Aspergillus flavus,
Aspergillus candidus y Aspergillus fumigatus que pueden crecer sin problemas
hasta los 55°C. Otros hongos como Penicillium expansum y Penicillium cyclopium
son capaces de crecer a 0°C (Soriano, 2007).

Los hogos toleran un amplio intervalo de pH (2.5 a 7.5) aunque prefieren el medio
acido que el alcalino e incluso los mismos hongos son capaces de alterar el pH
y que pueden aparecer durante el periodo de deterioro del alimento (Baliukoniene
et al., 2012; Alpizar, 2015) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Condiciones propicias de la produccién de micotoxinas por diferentes
hongos, 2015.

Especie Actividad de agua

Temperatura °C pH
(aw)
Rango Méximo Rango  Maxi Rango Méaximo
mo
Aspergillus spp. 12-40 27-33 2.2-8.0 5-6 0.77-0.88 0.82-0.99
Fusarium spp. 0.0-31 22-28 2.0-6.0 3-4 0.85-0.97 0.85-0.87
Penicillium spp. -3-40 15-30 2.1-10.0 5-7 0.80-0.95 0.80-0.86

Fuente: Alpizar, 2015.



Hongos toxicogénicos

Se estima que el 25 a 40 % de los cereales destinados para el consumo del
ganado, se encuentra contaminado por algun tipo de hongos, como es el caso
de los cereales, debido a las condiciones de humedad y de temperatura que el
alimento presente (Pittet, 1998; FAO, 2020).

En el ensilaje el crecimiento de los hongos se da por las condiciones de
anaerobiosis que se presentan cerca de la superficie, también por un sellado
deficiente donde el plastico ha sufrido perforaciones o en ensilados con una baja
densidad ya que su compactado no es el apropiado (Clarke, 1988; Reyes-
Veladzquez et al., 2008).

Estudios realizados en Francia por Garon et al. (2006), reportaron que los
principales géneros de hongos asociados con el ensilaje son: A. flavus, A.
fumigatus, F. verticillioides y F. proliferatum. Varios autores indican que los
hongos que se encuentran con mayor frecuencia en los ensilajes de maiz de
México, Centro Ameérica y Brasil son: Mucor spp. Penicillium spp., Aspergillus
spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Cladosporium spp. y Geotruchum spp.,
(cuadro 3) estos hongos tienen la capacidad de producir micotoxinas que causan
enfermedades y muerte tanto a humanos como a los animales (Reyes-Velazquez
et al., 2008; Keller et al., 2012; Alpizar, 2015). El género Fusarium spp. es capaz
de colonizar e infectar las plantas del maiz ocasionando infecciones
asintomaticas (Silva et al., 2004). Desjardins et al. (2000), indican que las
infecciones por hongos del genero Fusarium spp. ocurren sistematicamente en
todas las partes de la planta de maiz, dafiando los tejidos vegetales, ademas de
gue algunas especies de Fusarium producen metabolitos secundarios como son:

Fumonisinas (FUM), Tricotesenos y Desoxinivalenol (DON).
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Cuadro 3. Géneros y especies de hongos filamentosos mas frecuentes en

ensilajes, reportados por autores de diversas regiones del mundo.

Autor

Género y especies
reportados

Pais

Material de estudio

Baliukoniene et al.
2012

Aspergillus
Penicillium
Rhizopus

Lituania

Ensilaje de maiz, trébol,
ryegrass y mezcla de
pastos

Keller et al. 2012

Aspergillus spp
A. fumigatus

Brasil

Maiz, sorgo, granos
cerveceria pre
fermentacion

Eckard et al. 2011

Fusarium
sporotrichioides
Fusarium verticillioides
Fusarium graminearum
Fusarium avenaceum
Fusarium proliferatum
Fusarium equiseti

Suiza

Ensilaje de maiz

Van Asselt et al. 2012

Fusarium
crookwellense
Fusarium graminearum
Fusarium culmorum
Fusarium equiseti
Fusarium
sporotrichioides

Holanda

Ensilaje de maiz

O’Brien et al. 2008

Penicillium roqueforti
Schizophyllum comune
Penicillium paneum
Pichia fermentans
Geotrichum

Irlanda

Ensilaje de pastos

Storm et al. 2010

Penicillium roqueforti
Zygomycetes
Penicillium paneum
Aspergillus fumigatus

Dinamarca

Ensilaje de maiz

Roigé et al. 2009

Penicillium spp
Aspergillus spp
Scopulariopsis spp

Argentina

Maiz y trigo
fermentados

Gonzalez et al. 2008

Aspergillus spp:
A. flavus

A. fumigatus

A. nigger
Fusarium spp:
F. verticillioides
F. solani

F. equiseti

Argentina

Ensilaje de maiz

Reyes-Velazquez et al
2008

Mucor
Fusarium
Penicillium
Aspergillus

México

Ensilaje de maiz




11

Micotoxinas y sus efectos

Las micotoxinas son productos altamente toxicos generados del metabolismo
secundario de algunos hongos, principalmente pertenecientes a los generos
Aspergillus spp, Penicillium spp, Fusarium spp; la FAO (Organizacion para la
Agricultura y la Alimentacion) calcula que una cuarta parte de los cultivos,
alimentos basicos y piensos, estan contaminados con micotoxinas, causando una
pérdida de 1000 millones de toneladas de al afio, e incluso la acumulacién de
estas toxinas en los alimentos y piensos, representa una importante amenaza
para la salud humana y animal, causando enfermedades como es el caso de

cancer, problemas reproductivos, mutaciones, renales y muerte (FAO, 2020).

Aflatoxina B1 (AFB1)

Estructura quimica de la aflatoxina
(Fuente: Williams et al., 2004)

En 1962 se tiene el primer contacto con las micotoxinas, a causa de la muerte de
pavos en Londres donde descubrieron que las causantes de la enfermedad

fueron las aflatoxinas (Serrano-Colli y Cardona-Castro, 2015).

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por mohos del género Aspergillus,
crecen en cacahuetes, maiz, semillas de algodoén, frutos secos y cereales, es uno
de los metabolitos secundarios mas toxicos segun la Agencia internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC 2002) que la clasifico en el grupo 1 de

compuesto carcinogénico en humanos (Marin et al., 2013)., esta toxina se
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absorbe en el tracto gastrointestinal por difusiébn pasiva a nivel ruminal, se
metaboliza en el higado, por la actividad del citocromo p450 transformando AFB1
a AM1 (Alpizar, 2015), siendo secretada en leche, orina, semen y bilis, al igual
puede almacenarse en la carne y visceras como higado y rifilones (Coppock et
al., 2012), se ha demostrado que una exposicidén a largo plazo a esta toxina

provoca céancer de higado e inmunodepresion (Warburton y Williams, 2014).

Fumonisinas

Q@1
OH Ry 0 OH

TLY
0“ "OH

B | R
Fumonisina B1 OH OH
Fumonisina B2 ' OH | H
Fumonisina B3 H oH

Estructura quimica de fumonisinas
(Fuente: De la Torre-Hernandez et al., 2014)

Investigadores sudafricanos en 1988 aislaron Fusarium verticillioides de cultivos
de maiz donde identificaron y purificaron a las fumonisinas la cual fue
considerada como agente causal de leucoencefalomalacia equina; también el
mismo afio se ilustré la estructura quimica de la fumonisina y hasta la fecha se
han identificado mas de 60 estructuras quimicas relacionadas con la fumonisina
(De la Torre-Hernandez et al., 2014).

Fumonisina es una toxina producidas por al menos 11 especies diferentes del
hongo Fusarium, que incluyen las especies F. verticillioides y F. proliferatum
crecen maiz, avena, sorgo, al igual que en cebollas, ajo (Leslie et al., 2004; Yazar
y Omurtag, 2008; Proctor et al., 2008). La fumonisina se absorbe en el tracto

gastrointestinal en mamiferos y se metaboliza en el higado, excretandose en
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orina y heces es importante recalcar que la fumonisina no se secreta en leche ni
en carne (Smith, 2012) Se ha reportado que la ingesta de maiz contaminado con
fumonisina esta directamente asociado al cancer de es6fago en humanos, puede
causar leucoencefalomalacia en caballos, edema pulmonar en cerdos,
hemorragias, problemas genotéxicos, hepéticos y renales en rumiantes, ademas

de cancer neural en roedores (Marasas et al., 2004; Pizzo et al., 2016).
Acido fusarico

Anillo heterociclico piridina

HaC

Cadena lateral alquilo

0 Acido carboxilico

Estructura quimica del acido fusarico
(Fuente: Brown et al., 2012)

El &cido fusarico (FA) fue aislado en 1934 por Yabuta en plantas de arroz (Bernar
y Ruiz; 2016), FA es un metabolito secundario que actia en una amplia gama de
cultivos como son: pepino, platano, maiz, ajo y es producida por el género
Fusarium, de las especies F. oxysporum, F. fujikuroi, F. verticillioides y F.
heterosporum (Bernar y Ruiz, 2016). El acido fusérico es un agente hipotensor
en ratas, conejos, perros y gatos, reportando que la dosis LDso del acido fusarico
para ratones es de 100 mg/kg via intravenosa (Porter et al., 1995). El 4cido
fusarico en dosis agudas pueden elevar las concentraciones de triptéfano y
serotonina en el cerebro; también es un potente inhibidor de la dopamina-3-
hidroxilasa, que es una enzima clave en la regulacion de la sintesis de la
norepinefrina y en dosis agudas puede causar vomito y letargo en el cerdo
(Weidenborner, 2011).
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Fusarinas

CH.

Estructura quimica de Fusarina
(Fuente: Soriano, 2007)

Las fusarinas es un grupo de metabolitos secundarios producidos por Fusarium
verticillioides, Fusarium fujikuroi, Fusarium oxysporum y Fusarium graminearum
(Niehaus et al., 2013), se han reposrado siete anmalogos diferentes del los que
destacan: Fusarina A, Fusarina C y Fusarina D, que son clasificadas como
micotoxinas que contaminan a los cereales como: trigo, maiz, avena, cebada y
centeno (Maragos et al., 2008; Sondergaard et al., 2011). Estudios realizados por
Sondergaard et al., (2011), indican que la zearalenona y la fusarina C (FUSA)
estimulan una linea celular del cancer de mama y se unen a los receptores de

estrégenos llamandolas micoestrogénicas.
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Ocratoxina

COOH O OH o

o e

wail CH,

CI

Estructura quimica de Ocratoxina
(Fuente: Ravelo et al., 2011)

Es una toxina producida por los hongos A. ochraceus, A. niger y P. verrucosum
gue se encuentra ampliamente distribuido como contaminante natural de
cereales como trigo, maiz, cebada, avena; leguminosas como el frijol y café verde
y afecta principalmente a animales monogastricos (Serrano-Colli y Cardona-
Castro., 2015). Y esta catalogada por la IARC como posible carcinogénica. Esta
toxina se absorbe por el estobmago e intestino delgado de especies
monogastricos, en el ganado bovino hay una hidrélisis a nivel ruminal por las
enzimas de bacterias y protozoarios, por lo que la cantidad detectada en carne o
leche suele ser muy poca (Alpizar, 2015). Al escaparse del metabolismo ruminal,
lo poco que se absorbe se metaboliza en el tejido gastrointestinal, rifion e higado

y se excreta por orina y heces (Battacone et al., 2010).

Zearalenona

OH © CHa

HO

0

Estructura quimica de Zearalenona
(Fuente: Soriano, 2007)
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Es una micotoxina producida por el género Fusarium, principalmente por F.
graminearum y F. culmorum que son hongos que afectan principalmente maiz,
trigo, cebada, avena sorgo y soya, la IARC y la OMS clasifican a la zearalenona
en el grupo 3 como posible carcinogénico en humanos por sus efectos
estrogénicos (Yazar y Omurtag, 2008).

Se absorbe rapidamente cavidad bucal, sufre una serie de modificaciones en
rumen, dando origen a alfa zearalenol, y beta zearalenol, se metaboliza a nivel
hepético y se excreta por medio de la bilis (Hassan et al. 2010). Mostrom (2012)
menciona que la zearalenona, la alfa zearalenona y la beta zearalenona pueden
secretarse en la leche de vacas y ovejas que consuman altas dosis de la toxina

en el alimento.

Métodos de deteccion de micotoxinas

A causa de la contaminacion de los alimentos del ganado bovino con micotoxinas,
se han desarrollado métodos analiticos, como es la cromatografia en capa fina
(TLC), las cuales se ha establecido como método oficial de la Association of
Analytical Chemistry (AOAC) por su alta precision de identificacidon; otros
métodos que se han estado utilizando son: La cromatografia liquida de alta
precision (HPLC), cromatografia liquida / espectroscopia de masas (LC / MS), el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), la reaccién en cadena de

la polimerasa (PCR) e inmunoafinidad con fluorescencia (Sudini et al., 2015).

La cromatografia es un método analitico confiable y preciso que se usa
principalmente para la separacion de los componentes de una muestra, mediante

su distribucion en dos fases, una estacionaria y otra movil (Vargas et al., 2012).

Cromatografia liquida de Alta resolucion (HPLC) Es un tipo de cromatografia en
columna de alta sensibilidad y especificidad la cual se ha usado para la deteccién
de diferentes micotoxinas, y es la aprobada por la AOAC, para la cuantificaciéon

de AF en el alimento del ganado (Sudini et al., 2015; Vargas et al., 2012).
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Cromatografia de capa fina (TLC) es una técnica cualitativa, relativamente
econdmica pero desafortunadamente no es una técnica muy sensible, se usa
para identificar la presencia de AF en la dieta del ganado, pero
desafortunadamente no indica las concentraciones de las micotoxinas (Vargas et
al., 2012).

ELISA se han usado para el andlisis de micotoxinas, son ensayos competitivos
heterogéneos, un sistema es ELISA directo, se utiliza un conjugado enzima-
micotoxina y el otro sistema es ELISA indirecto, dado que se utiliza un conjugado
proteina-micotoxina y un anticuerpo secundario con el cual una enzima ha sido
conjugada, la sensibilidad de los kit de ELISA es especifica para cada micotoxina,
logrando una sensibilidad de 0.01 pg/kg como es el caso de Aflatoxina M a 300
Hg/kg en Deoxinivalenol, comparandolo la técnica de ELISA con un HPLC, la
técnica no tiene la misma veracidad que el analisis del HPLC con un 99% Yy el de
ELISA con un 90% de veracidad, otro punto es que lamentablemente el tiempo
de espera de resultados es alto, llegando a ser de 2 a 3 horas, otra desventaja
es el uso el kit ya que se recomienda usarlos en laboratorios de investigacion,
(FAO, 2020).

Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se caracteriza por ser
una técnica de alta sensibilidad, reproducibilidad y eficiencia, que genera
resultados confiables en poco tiempo y faciles de analizar. Por ello, se ha
convertido en el método de eleccion de muchos investigadores para los estudios

genéticos y de biologia molecular (Tamay de Dios et al., 2013).

El uso de esta técnica de PCR ha sido util en los analisis epidemiolégicos
(Sreenivasa et al.,, 2006), para la identificacion de la taxonomia fangica y
recientemente se han utilizado para la deteccidn de patégenos fungicos en tejidos
vegetales y la identificacion de genes precursores de micotoxinas en los hongos,
indicando la presencia o0 ausencia de estas toxinas gracias a la utilizacion de
iniciadores que corroboran la presencia la ausencia de los genes de las

micotoxinas (Cuadro 4); un punto importante en la utilizacién de la técnica de
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PCR es que solo se requieren pequeiias cantidades de muestra para confirmar

la presencia o ausencia del ADN del patdgeno (El-Yazeed et al., 2011).

Cuadro 4. Primer utilizados para la identificacién de micotoxinas del Fusarium.
PRIMER GEN SECUENCIA PESO (pb) REFERENCIA
FUM1F UM CCATC ACAGTG GGACACAGT - El-Yazeed et al.,
FUMIR CGTATCGTCAGCATGATGTA GC 2011
Fum1F1 CACATCTGTGGGCGATCC Stepien et al.,
SR FUM1 1126
Fum1R2 ATATGGCCCCAGCTGCATA 2011
P6F FUB1 CCATTGCCTAGTTAGCTGATAG
S 800
P6LFI (Ac. fusarico) AGCCATTGGAGAGAGTCAT
Brown et al., 2012
878 FUSA GCAACGGCTCTTGCTTGAAGCTGT 60

879 (Fusarinas) CAGTGAAGAAGGCTTCGTGAATAGC
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Resumen

Monascus purpureus es utilizado en la industria alimentaria como un pigmento natural,
principalmente por los paises asiaticos: sin embargo. este hongo produce una micotoxina llamada
citrinina, que causa enfermedades como hepatotoxicidad. teratogenicidad. tumores v mutaciones,
en mamiferos. Este hongo fue encontrado en Serbia en ensilaje de maiz y alfalfa. El objetivo de
este trabajo fue identificar la presencia del hongo Monascus purpureus en ensilaje de maiz, avena.
triticale v alfalfa, el muestreo se realizo en los periodos de noviembre-diciembre de 2017 v abril-
mayo de 2018, en los estados de Jalisco, Zacatecas, Aguascalientes v Guanajuato de la Republica
Mexicana, se realizaron aislamientos de los ensilajes en medio Papa Dextrosa Agar (PDA). fueron
identificados morfoldgicamente v molecularmente. Se obtuvieron 63 cepas diferentes, siete fueron
Monascus purpureus, una en alfalfa. dos en maiz, dos en avena y dos en triticale. Esta investigacion
reporta por primera vez. la presencia de hongos Monascus purpureus en los ensilajes de maiz,
avena, triticale y alfalfa.

Palabras clave: hongos. inocuidad. identificacion.
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En la década de 1960 la utilizacion del ensilaje en la industria ganadera incremento
considerablemente v se volvid el método de preservacidn de forraje que mas se utiliza para la
alimentacién del ganado (Cheli ef al., 2013), este representa entre 45-60% de las dietas en los
sistemas de produccidn de ganado lechero en todo el mundo, asi como en la produccidn del ganado
productor de carne en América v Europa (Adesogan. 2009: Millen et al., 2009; Tangni et al.. 2013:
Alpizar, 2015). ¢l ensilaje puede ser de diferentes cultivos o forrajes como alfalfa. avena, maiz.
mezela de mazoreas o pulpa de remolacha (Tangni ef al., 2013), ¢l objetivo de este es maximizar
la preservacion de nutrientes originales del cultivo forrajero. con una pérdida minima en su calidad
nutricional (Alonso ef al.. 2013). Uno de los problemas que presenta el ensilaje es la contaminacion
por bacterias v hongos, que provocan la pérdida de materia seca y nutrientes (Garon er al., 2006:
Alonso et al.. 2013). ocasionando que el ganado disminuya el consumo del mismo, afectando la
produccidn de leche, rendimiento en ganancia diaria de peso (GDP) v la salud de los animales
(Alpizar, 2015).

Carrillo (2003) indica que la contaminacidn por hongos en los alimentos puede ser antes. durante
v después de la cosecha, en el transporte ¥ almacenamiento, ya que los alimentos se encuentran
permanentemente en contacto directo con esporas de los hongos toxicogénicos. Reyes-Veldzquez
et al. (2008): Keller ef al. (2012); Alpizar (2015) reportan que la contaminacidn del ensilaje de
maiz en México, Argentina. Brasil. Lituania, Suiza, Holanda. Irlanda v Dinamarea es provocada
por hongos principalmente de los géneros: Mucor spp.. Penicillium spp.. Aspergillus spp..
Fusarium spp.. Alternaria spp., Cladosporium spp. v Geotruchum spp.

Mientras que otros estudios realizados en Lituania v Brasil, han reportado la presencia de hongos
de los generos: Aspergillus spp.. Rhizopus spp. v Penicillium spp.. en ensilajes de trébol. ryegrass,
sorgo. triticale, avena y mezela de pastos (Baliukoniene et al., 2012: Keller ef al., 2012). Algo muy
similar ha sido reportado en ensilajes de maiz y alfalfa. donde los hongos contaminantes fueron:
Penicillium spp.. Aspergillus fumigatus. Trichoderma viride. Geotrichum candidum. Paecilomyces
variotii, Monascus ruber y Monascus purpureus (Bocarov-Stanéié¢ ef al.. 2014).

Monascus purpureus es utilizado en la mdustria farmacéutica y alimentaria como un colorante
natural en la cultura oriental ¥ en paises asidticos. Este hongo crece a una temperatura de 25 a 37
*C. con un maximo de 45 °C, puede crecer en un amplio intervalo de pH, desde 2.5 a & (Pineda-
Insuasti ef al., 2016). Es capaz de producir citrinina, una micotoxina que afecta al rifidn, pero
también se han notificado otros drganos diana. como ¢l higado v la médula dsea. esta micotoxina
es nefrotoxica, embriocida, fetotdxica, teratogénica y genotoxica causando dafio a humanos y
animales (Flajs v Peraica. 2009; Bensassi ef al., 2011;: Wang eral.. 2017).

Los posibles mecanismos toxicoldgicos de la citrinina son ubicados en la mitocondria renal v
hepitica, causando atrofia en la interferencia del proceso del transporte de electrones, ademas de
la alteracién de la homeostasis del Ca®" y la generacion de estrés oxidativo (Chia-Ding ef al.. 2014).
La Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) clasificd a la citrinina en el
grupo 3 de los carcindgenos, debido a la evidencia limitada de su carcinogenicidad en animales v
no hay evidencia para humanos (Flajs y Peraica. 2009). Por otro lado. Bocarov-Stanéi¢ et al.
(2014). realizaron estudios en ensilaje de maiz v alfalfa en Serbia encontrando hongos del género
Monascus en sus muestras. El objetivo de esta investigacion fue identificar la presencia del hongo
Monascus purpureus en ensilaje de maiz. avena. triticale v alfalfa.
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En los periodos de noviembre-diciembre de 2017 v abril-mayo de 2018. se utilizd la técnica “W’
para la toma de las muestras (Bautista v Santos. 2004), se obtuvieron un total de 16 muestras de
ensilaje de maiz. avena. triticale v alfalfa. de cuatro localidades por cada entidad. Aguascalientes.
Zacatecas, Guanajuato y Jalisco. Con el uso de la téenica antes mencionada. se tomoé un kilogramo
de cinco puntos del ensilaje. los cuales se homogenizaron obteniendo un total de cinco kilogramos
¥ se extrajo una submuestra de 5 g. se les realizaron cortes de aproximadamente 5 mm. obteniendo
12 submuestras por mmuestra, se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 3%
durante un minuto, se enjuagaron en tres ocasiones con agua destilada estéril. se dejaron secar. se
mocularon en placas petri 20 mL con medio PDA acidificado (200 pL de acido lactico al 85% por
cada litro). se incubaron a 28 =2 °C por siete dias.

Posteriormente, se observo el crecimiento micelial de las muestras de silo inoculado: se realizo
la purificacion de cada hongo. en medio PDA acidificado e incubando a 27 °C. durante 8 dias en
que se desarrollan las estructuras reproductivas necesarias para la identificacion del hongo. Se
tomaron porciones de micelio con esporas, se realizaron las tinciones. se colocaron en un
portaobjetos donde ya se tenia una gota del colorante azul de algoddén v se colocaba en el
cubreobjetos. después se observaron al microscopio v se identificaron en base a las claves
taxonomicas de Bamett v Hunter (1998).

Mediante la téenica PCR-ITS, se realizo la identificacion molecular. a las cepas aisladas se les
extrajo el ADN mediante el método de Doyle v Doyle modificado (1990). El producto de la
extraccidn se corrid en un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis. Posteriormente se
desarrolld el método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) las regiones internas transeritas
ITS1 (5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5°- TCCTCCGCTTATTGATATGC-37).
utilizando Taa& GO Matermix (1.5 mM MeCly. 200 uM DNTP’s) siguiendo recomendaciones del
fabricante (MP®): 0.5 uL de ITS1 a 20 uM: 0.5 uL de ITS4 a 20 uM: 1 pL de DNA problema
ajustado a 100 ng y agua bidestilada estéril para aforar a 15 pL.

Las condiciones de la reaccion de PCR fueron: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 94 °C por
5 min, 30 ciclos de desnaturalizacidén a 95 °C por 10 segundos, 30 ciclos de alineamiento a 57
“C por 30 s, 30 ciclos de extension a 72 °C por 2 min v 1 ciclo de extensidén final a 72 °C por
5 min. La amplificacién se visualizé en un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis. El
producto de PCR se mandé secuenciar al laboratorio Macrogen en Maryland. Estados Unidos
de América.

A las muestras de ensilaje de alfalfa. maiz. avena y triticale se les realizdé una evaluacidn
macroscopica para identificar posibles anormalidades en su apariencia. observandose que los
ensilajes eran compactos y presentaban una consistencia dura que hacia dificil al corte. en la
evaluacion se observo tonos de color rojo intenso como se aprecia en las Figuras 1 y 2. las cuales
muestran tonalidades semejantes a las reportadas para Fusarium spp.

De las 16 muestras obtenidas de los ensilajes. se logrd aislar 63 cepas diferentes de hongos de las
cuales 11.1% (7/63) correspondieron al hongo Monascus purpureus. Se lograron obtener siete
cepas de hongos Monascus purpureus, dos en ensilaje de maiz, uno en alfalfa. dos en triticale v
dos en avena que representan 3.17. 1.58. 3.17 y 3.17% respectivamente.
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F igl;l'a 1. Muestra de ensilje de maiz donde se Figura 2. Muestra de ensilaje de maiz donde se
aprecia la tonalidad del hongo y observa el apelmazamiento del
apelmazamiento del ensilaje. ensilaje.

Asimismo. en los cultivos que se realizaron de cada una de las muestras, se pudo observar una
gama de colores que fueron desde el blanco. crema. anaranjado. rojo intenso hasta un color tinto
en el micelio como se observa en el anverso de las cajas de Petri (Figura 3). mientras que en el
reverso las coloraciones fueron de un color anaranjado a rojas como se observa en la Figura 4.

Figura 3. En el micelio se observan las diferentes Figura 4. Se observa el rojo intenso ue
tonalidades del hongo. caracteriza el hongo Monascus.

Microscopicamente se lograron observar ascocarpos de paredes delgadas y cadenas de conidios
redondos (Figura 5). paralelamente también se logrd observar ascosporas en el interior del
ascocarpo (Figura 6).

Pineda-Insuasti et al. (2016). indican que el hongo Monascus crece facilmente en residuos
agroindustriales como es el capacho u hoja de maiz y raquis de palma de aceite, aunado a las
condiciones de crecimiento: temperatura. pH. humedad y concentracién de nutrientes (nitrogeno.
zine. manganeso y hierro) provocan que el hongo se desarrolle y propague en campo. lo que
conlleva a uno de los principales problemas de contaminacién del ensilaje (Kim ef al.. 2002).
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Ascosporastas
o f
Figura 5. Vista microscopica del hongo Figura 6. Vista microscopica del hongo Monascus
Monascus spp., se observan las Spp-, se observa una mejor definicion de
estructuras ascosporas y los las estructuras ascosporas, ascocarpos
conidios caracteristicos de este y tamaio caracteristicas de este hongo
hongo (objetivo de 40x). (abjetivo de 100x).

Bodarov-Stanéi¢ et al. (2014), realizaron estudios en ensilaje de maiz y alfalfa en Serbia
encontrando hongos del género Monascus en sus muestras. Garon et al. (2006), reportan la
presencia de Monascus en ensilaje de maiz en Francia, ellos realizaron las tomas de muestras del
ensilaje de maiz en los meses de noviembre, diciembre y febrero, datos que coinciden con nuestras
tomas de muestras de los diferentes tipos de ensilaje y la presencia del hongo Monascus en los
ensilajes de maiz, alfalfa, triticale y avena.

Las secuencias obtenidas del andlisis molecular fueron comparadas con las secuencias reportadas
en la base de datos del banco de genes del National Center for Biotechnology Information NCBI)
de EE.UU (www.ncbi.nlm.nih.gov/), mediante ¢l uso del programa BLAST, donde se obtuvo como
resultado que 95.58% de las muestras aisladas mostraron similitud al hongo Monascus purpureus
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracterizacion molecular de los aislamientos de las secuencias reportadas en el banco
de genes con las secuencias intergénicas (ITS) de los genes rDNA, presente en los
ensilajes de alfalfa, maiz, avena y triticale.

Aislado Especie Numero de acceso IS (%)
1 Monascus purpureus KYg828906.1 05.58
2 Monascus purpureus MEKO087167.1 95.58
3 Monascus purpureus MEKO087147.1 95.58
4 Monascus purpureus GQ503882.1 95.58
5 Monascus purpureus MK621210.1 95.06
6 Monascus purpureus MEKO087172.1 95.06
7 Monascus purpureus MG576116.1 95.58

1= ensilaje de alfalfa; 2, 3= ensilaje de maiz; 4, 5= ensilaje de avena; 6, 7= ensilaje de triticale.
Conclusiones

Esta investigacion reporta la presencia del Monasecus purpureus en ensilajes de maiz, avena,
triticale y alfalfa de los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco v Zacatecas.
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RESUMEN

Antecedentes: Monascus ruber es un hongo utilizado en la industria alimentaria como un
pigmento natural principalmente por los paises asiaticos, sin embardo se ha descubierto
que Monascus ruber produce una micotoxina llamada citrinina, la cual ocasiona
hepatotoxicidad, teratogenicidad, tumores, mutaciones, esto es causante de enfermedades
y muerte tanto a los humanos como a los animales.

Obijetivo: Este estudio reportar por primera vez en México la presencia de Monascus ruber
en ensilaje de maiz y alfalfa.

Métodos: Las cepas se obtuvieron a partir de los muestreos de ensilaje de maiz y alfalfa
realizados en los estados de Aguascalientes, Zacatecas, Guanajuato y Jalisco.

Resultados y conclusién: Las cepas fueron identificadas morfolégicamente vy
molecularmente como Monascus ruber, esta investigacion porta por primera ocasion, la
presencia de Monascus ruber en ensilaje de Maiz y alfalfa.

PALABRAS CLAVE: Ganado, ensilaje de maiz, ensilaje de alfalfa, Monascus ruber.

ABSTRACT

Background: Monascus ruber is a fungus used in the food industry as a natural pigment
mainly by Asian countries, however it has been discovered that Monascus ruber produces
a mycotoxin called citrinin, which causes hepatotoxicity, teratogenicity, tumors,

mutations, this is a cause of diseases and death to both humans and animals.

Objective: Therefore, this study is to report for the first time in Mexico the presence of

Monascus ruber in maize and alfalfa silage.



36

Methods: The strains were obtained from the corn and alfalfa silage samples taken in the

states of Aguascalientes, Zacatecas, Guanajuato and Jalisco.

Results and conclusions: The strains were identified morphologically and molecularly as
Monascus ruber, this research carries for the first time, the presence of Monascus ruber

in corn and alfalfa silage.

KEY WORDS: Cattle, corn silage, alfalfa silage, Monascus ruber.

El ensilaje constituye entre un 40 a 60% en la racion de consumo diario en la dieta del
ganado productor de carne y leche, el ensilaje es forraje verde preservado por
fermentacion lactica espontanea en condiciones anaerdbicas (Alpizar., 2015), el propdsito
principal del ensilaje es aprovechar al maximo los nutrientes del cultivo forrajero con una
minima perdida de la calidad nutricional (Alonso et al., 2013). La contaminacion por
hongos es uno de los riesgos que se pueden presentar en alimento almacenados como es
el caso del ensilaje (Garon et al., 2006; Alonso et al., 2013); Un incremento fungico en el
ensilaje conduce a la pérdida de nutrientes y de materia seca, disminuyendo la
palatabilidad y consumo de ensilaje, que genera como consecuencia las pérdidas en el
rendimiento en ganancia de peso y produccién de leche del animal (Alpizar, 2015). La
contaminacidn del alimento se da desde antes, durante y después de la cosecha, durante el
transporte y almacenamiento, ya que los forrajes estan en contacto directo con esporas de
hongos toxicogénicos (Carrillo, 2003). Datos reportados por otros autores indican que los
hongos que se encuentran con mayor frecuencia en los ensilajes de maiz son: Mucor spp.
Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Alternaria, Cladosporium spp y
Geotruchum spp (Reyes et al., 2008, Keller et al., 2012 y Alpizar, 2015).; Algunos autores

reportan la presencia de los generos de Aspergillus, Rhizopus, Penicillium en ensilaje de
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trébol, ryegrass, sorgo, triticale, avena y mezcla de pastos en los paises de Lituania y Brasil
(Baliukoniene et al., 2012; Keller et al., 2012); En un estudio realizado en Servia por
Bocarov-Stanci¢ y colaboradores (2014) en ensilaje de maiz y alfalfa, mencionan la
existencia de Aspergillus fumigatus, Monascus purpureus, Trichoderma viride,

Penicillium, Geotrichum candidum, Paecilomyces variotii y Monascus ruber.

Monascus ruber es utilizado en la cultura china como un colorante natural utilizado
tradicionalmente en los productos alimenticios y las industrias farmacéuticas, pero en el
Wang et al. (2017), hacen referencia de Monascus ruber es capaz de producir una
micotoxina llamada Citrinina donde su 6rgano diana es el rifion, causando nefrotoxicidad,
hepatotoxicidad, teratogenicidad, puede causar mutaciones, tumores y muerte tanto en
humanos como en animales, en este mismo estudio hacen referencia de la dosis LD50 en
ratones es de 110 mg/kg y que la toxicidad de citrinina estd al mismo nivel que la
aflatoxina B1. Esta investigacion tuvo como objetivo reportar por primera vez en México

la presencia de Monascus ruber en ensilaje de maiz y alfalfa.

Las cepas se obtuvieron a partir de los muestreos de ensilaje de maiz y alfalfa realizados
en los estados de Aguascalientes, Zacatecas, Guanajuato y Jalisco, las cepas fueron

identificadas morfologicamente y molecularmente.

En los periodos de Noviembre-Diciembre del 2017 y Abril-Mayo del 2018, se realizo el
muestreo de cuatro localidades de cada uno de los estados Aguascalientes, Zacatecas,
Guanajuato y de Jalisco donde produjeran ensilaje de maiz y alfalfa, utilizando la tecnica
“W” (Bautista et al., 2004) para la toma de las muestras de las cuales se tomaron sub
mestras de cinco puntos del ensilaje, de cada uno de los puntos se tomo en promedio un

kilogramo, los cinco kilogramos se homogenisaron para obtener una sola muestra y de
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esta muestra, extraer un kilogramos compuesto. Los aislados se realizaron de cada una de
las muestras del ensilaje de maiz y alfalfa, las cuales se desinfectaron con hipoclorito sodio
al 3% durante 1 minuto, se enjuagaron en tres ocasiones con agua destilada estéril, se
sembr6 en placas de Petri con medio PDA acidificado (200 uL de acido lactico al 85 %),
se incubaron a 27 °C + 2 por 7 dias, pasado este tiempo se tomaron explantes del borde de
los distintos tipos y coloraciones de micelio de los diferentes hongos generados, se
inocularon en cajas de Petri con medio PDA acidificado por 12 a 24 horas, a 27°C durante
el tiempo en que tardo en desarrollar las estructuras reproductivas necesarias para la
identificacion del hongo. En los cultivos puros, se realizaron tinciones miceliales con azul
de lactofenol, tomando porciones de micelio con esporas; las cuales se observaron al
microscopio con el aumento 10x y 40x y fueron identificados con base en las claves de
Barnett y Hunter (1998). Se uso la técnica PCR-1TS de Doyle y Doyle (1990) para realizar
la extraccion de ADN, lo obtenido de la extraccion se observé en un gel de agarosa al 1%
por medio de electroforesis, el siguiente paso fue el método de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), las regiones internas transcritas ITS1 e ITS4 entre los genes
ribosomales (rDNA) 18S - 5.8S y 5.8S - 28S usando el par de iniciadores de secuencia
ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), utilizando Taq&GO Matermix (1.5 mM MgCly,
200 uM DNTP’s) haciendo caso a las recomendaciones del fabricante (MP®); 0.5 pL de
ITS1a20 uM; 0.5 pL de ITS4 a 20 uM; 1 pL de DNA problema ajustado a 100 ng y agua
bidestilada estéril para aforar a 15 pL. El programa de la reaccion de PCR fue: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5min, 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 10
segundos, 30 ciclos de alineamiento a 57 °C por 30 segundos, 30 ciclos de extension a 72

°C por 2 min. y 1 ciclo de extension final a 72 °C por 5 min. La amplificacion se visualizo



39

en un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis. Los resultados de la PCR se mandaron

secuenciar a Macrogen Maryland EUA.

En una muestra de ensilaje de alfalfa y en cuatro muestras de ensilaje de maiz se encontrd
apelmazamiento, los cuales al momento de hacer los cortes para el aislamiento se observo
una tonalidad de rojo obscuro intenso (Fig. a y b), la cual era muy parecida a los tonos del
hongo Fusarium, se realizé el aislamiento como se describe en la metodologia y se
realizaron montas para observarlo al microscopio y se observaron las estructuras que se
muestran las Fig. ¢, d, e y f; Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias
reportadas en la base de datos del banco de genes del NCBI (National Center for

Biotechnology Information) de EUA (www.ncbi.nlm.nih.gov/), mediante el uso del

programa BLAST; dando como resultado de un 95 % a un 97 % de similaridad con

Monascus ruber (tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion molecular de los aislamientos de las secuencias reportadas en

el banco de genes con las secuencias intergénicas (ITS) de los genes rDNA.

N. DE
AISLADO ESPECIE IS
ACESSO
1 Monascus ruber AY629430.1 97%
2 Monascus ruber AF451858.1 96%
3 Monascus ruber MH856005.1 96%
4 Monascus ruber JN942658.1 96%
5 Monascus ruber AY629427.1 95%

Los aislados 1, 2,3 y 5 son de ensilaje de Maiz y el aislado 4 es de ensilaje de Alfalfa


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Debido a que este hongo es utilizado como colorante y se hallaron reportes de paises
asiaticos, donde el hongo Monascus es utilizado desde hace mil afios en China (Wang et
al., 2017), este resultado también coincide con Garon et al., 2006 realizado en ensilaje de
maiz en Francia; otros paises que lo reportan es Japon, Estados Unidos, Serbia y Malaysia
también en ensilaje de maiz (Wang et al., 2017). Cabe senalar que Bocarov, et al., 2014
realizo estudios en Serbia en ensilaje de maiz y alfalfa donde encontré la presencia de
Monascus en sus muestras. Con base a la busqueda que se realiz6 y con respecto a los
reporte sefialados, este es el primer reporte de Monascus ruber en ensilaje de maiz y de

alfalfa, que se hace en la Republica Mexicana.

n - " Ascospora 5-6 pm
B - - Cl Ascomata C f
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Determinacion de hongos toxicogénicos en ensilaje de maiz

Determination of toxicogenic fungi in corn silage

Resumen

Entre la dieta base de los rumiantes en México se encuentra el ensilaje de maiz, que
constituye de 35 a 50% de la dieta diaria, uno de los riesgos en el proceso de elaboracion
del ensilaje es la contaminacion por hongos fitopatégenos, los géneros reportados en el
ensilaje de maiz son: Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Altenaria spp.,
Scopulariopsis spp. y Mucor spp.; estos hongos tienen la capacidad de producir
micotoxinas que causan enfermedades y muerte tanto a los humanos como a los animales,
se muestrearon los estados de Aguascalientes, Zacatecas, Guanajuato y Jalisco, en
ensilaje de maiz en los periodos de noviembre-diciembre del 2017 y abril-mayo del 2018,
se utilizo la tecnica “W” en cada uno de los ensilajes, el analisis de las muestras se relizo
en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo Coahuila, Mexico, en este
estudio se aislaron e identificaron morfoldgicamente las especies Fusarium moniliforme,
Aspergillus fumigatus, F. chlamydosporum, F. oxysporum, A. flavus, Geotrichum
galactomyces, que contaminan el ensilaje de maiz en los estados de Aguascalientes,
Guanajuato, Zacatecas y Jalisco, cuya identificacion se confirmd con la técnica de
Reaccidn en cadena de la polimerasa PCR.

Palabras clave: Ganado de carne, ensilaje, maiz, hongos toxicogénicos.

Abstract
Among the base diet of ruminants in Mexico is corn silage, which constitutes 35 to 50%

of the daily diet, one of the risks in the process of making silage is contamination by
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phytopathogenic fungi, the genera reported in corn silage are: Aspergillus spp., Fusarium
spp., Penicillium spp., Altenaria spp., Scopulariopsis spp. and Mucor spp .; These fungi
have the ability to produce mycotoxins that cause disease and death in both humans and
animals, the states of Aguascalientes, Zacatecas, Guanajuato and Jalisco were sampled in
corn silage in the periods of November-December 2017 and April -May 2018, the "W"
technique was used in each of the silages, the analysis of the samples was carried out at
the Autonomous Agrarian University Antonio Narro, Saltillo Coahuila, Mexico, in this
study the Fusarium species were isolated and morphologically identified moniliforme,
Aspergillus fumigatus, F. chlamydosporum, F. oxysporum, A. flavus, Geotrichum
galactomyces, which contaminate corn silage in the states of Aguascalientes, Guanajuato,
Zacatecas and Jalisco, whose identification was confirmed with the chain reaction

technique of PCR polymerase.

Keywords: Beef cattle, silage, corn, toxicogenic fungi.

Introduccién

En produccion de carne a nivel mundial México ocupa el octavo lugar por debajo de USA,
Brasil, Union Europea, China, India, Argentina y Australia (USDA, 2017) con una
produccién de 1°495,818 de cabezas de ganado de los cuales 1°121, 057 son rumiantes;
Veracruz, Jalisco, Chiapas, San Luis Potosi y Sinaloa son los estados que representan la
mayor produccion de ganado bovino en México, Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco y
Zacatecas representan el 20% de la produccion de cabezas de ganado a nivel nacional, con
un valor economico de $23°348, 656 (SIAP, 2017). La dieta base de este tipo de ganado
estd constituida por, concentrado (maiz rolado, sorgo), aditivos nutricionales, rico en

vitaminas, minerales y forraje como es el caso del ensilaje; el ensilaje es forraje verde
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preservado por fermentacion lactica espontanea en condiciones anaerdbicas (Kung, 2001),
el propdsito principal del ensilaje es maximizar la preservacion de nutrientes originales
del cultivo forrajero con pérdidas minimas en la calidad nutricional (Alonso et al., 2013),
el ensilaje es de gran importancia en los sistemas de produccién del ganado lechero en
todo el mundo y en la produccién del ganado de carne en Europa 'y América, debido a que
representa entre un 35 a 50% en su racion diaria de alimento (Keady et al., 2008; Millen
et al., 2009; Alpizar., 2015). Para que un ensilaje se considere de buena calidad, debe
cumplir con varias caracteristicas, un pH que oscile entre 3.8 - 5 (&cido) tamafio de
particula de entre dos o cuatro centimetros, temperatura de 30 - 35°C, humedad que
fluctue entre 54.6 - 68.34%, de color verde olivo, olor agradable, buen sabor y con buenas
condiciones de anaerobiosis (OudeElferink y Drienhuis, 2001; Garon et al., 2006; Reyes-
Velazquez et al., 2008). Sin embargo, las malas condiciones de almacenamiento del
ensilaje, causadas por un secado insuficiente, calentamiento excesivo, filtracion de agua
de lluvia e infestacion de insectos, podrian conducir a un crecimiento indeseable de
hongos (Garon et al., 2006). La contaminacion por hongos es un problema con el que nos
podemos enfrentar con los alimentos almacenados, como es el caso del ensilaje (Alonso
et al., 2013). Un incremento fungico en el ensilaje conduce a la pérdida de nutrientes y de
materia seca, disminuyendo la palatabilidad y consumo de ensilaje, que genera como
consecuencia las pérdidas en el rendimiento en ganancia de peso y produccién de leche
del animal (O'Brien et al., 2008). Datos reportados por varios autores indican que los
hongos que se encuentran con mayor frecuencia en los ensilajes de maiz son: Mucor spp.
Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Cladosporium spp. y
Geotruchum spp., estos hongos tienen la capacidad de producir micotoxinas que causan

enfermedades y muerte tanto a humanos como a los animales (Reyes-Veldzquez et
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al.,2008; Keller et al., 2012; Alpizar, 2015). El objetivo de este estudio fue identificar los
hongos que se encuentran presentes en los ensilajes de maiz, de los estados de

Aguascalientes, Guanajuato, Zacatecas y Jalisco.

Materiales y Métodos

Muestreo. El muestreo se realiz6 en cuatro localidades de cada uno de los estados de
Aguascalientes, Zacatecas, Guanajuato y Jalisco, donde se produciera ensilaje de maiz,
utilizando la tecnica “W” (Bautista et al., 2004) se tomo submuestras en cinco punto
diferentes del ensilaje de un peso promedio de un kilogramo, estos se homogenizaron y se
extrajo una sola muesta de los cinco puntos, estos pasos se repitieneron en cada una de
las localidades de los estados antes mencionados, los muestreos se realizaron en los

periodos de noviembre-diciembre del 2017 y abril-mayo del 2018.

Aislamiento del hongo del ensilaje. El aislado se realizé tomando 3 gramos de cada una
de las muestras del ensilaje de maiz, las cuales se desinfectaron con hipoclorito sodio al
3% durante 1 minuto, se enjuagaron en tres ocasiones con agua destilada estéril, se dejo
secar sobre papel estéril por un lapso de 15 minutos cerca del mechero, se sembrd en
placas de petri con medio PDA adicionado con acido lactico (200 uL de acido lactico al
85 %) y se incubaron a 27 °C + 2 por 7 dias, posteriormente se observo el crecimiento
micelial de los diferentes hongos, de cada uno de los hongos que crecieron se tomaron
explantes de cada uno de estos, se reesembraron nuevamente en cajas petri con medio
PDA acidificado por un lapso de 12 a 24 horas a 27°C, se purificaron los hongos por punta
de hifa y se incubo a 27°C durante 7 dias, en funcion de los tipos y coloraciones de micelio
desarrollados fue el nimero de explantes que se realizaron, esto con la finalidad de obtener

un cultivo puro.
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Identificacion morfolégica. Con los cultivos puros, se realizaron tinciones miceliales
tomando porciones de micelio con esporas; las cuales se observaron al microscopio y
fueron identificados con base en las claves de Barnett y Hunter (1998) y en el caso del
género Fusarium, se realizo la identificacion a especie empleando las claves de Leslie y

Summerell (2006).

Identificacion molecular. Se utiliz6 en método Doyle y Doyle (1990) para realizar la
extraccion de ADN, los resultados de la extraccion se observaron en un gel de agarosa al
1% en una camara de electroforesis, enseguida se realizo la PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa) en busqueda de las regiones internas transcritas ITS1 e ITS4 entre los genes
ribosomales (rDNA) 18S - 5.8S y 5.8S - 28S utilizando los primers de secuencia ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGQG)/ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC), utilizando
Tag&GO Matermix (1.5 mM MgClz, 200 pM DNTP’s) siguiendo recomendaciones del
fabricante (MP®); 0.5 pL de ITS1 a 20 uM; 0.5 pL de ITS4 a 20 uM; 1 pL de DNA
problema ajustado a 100 ng y agua bidestilada estéril para aforar a 15 pL. Se utilizo el
programa de PCR para las ITS: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5min, 30
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 10 segundos, 30 ciclos de alineamiento a 57 °C
por 30 segundos, 30 ciclos de extension a 72 °C por 2 min. y 1 ciclo de extension final a
72 °C por 5 min. La amplificacion se observo en gel de agarosa al 1% por medio de
electroforesis. El resultado de la PCR se mandd secuenciar a un laboratorio de Estados
Unidos. Las secuenciaciones resultantes se cotejaron con las secuencias reportadas en la
base de datos del banco de genes del NCBI (National Center for Biotechnology

Information).
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Resultados

Se obtuvieron 35 cepas aisladas en total del nimero de muestreo realizados, se
identificaron morfoldgicamente seis especies de hongos (Cuadro 1) los cuales: un 6% fue
Fusarium moniliforme, que presento las siguientes caracteristicas: macroconidios con
forma de hoz en linea curva con las superficies dorsal y ventral casi paralelas, presentaron
paredes delgadas con una célula basal y una célula apical que a menudo fue alargada, las
microconidias fueron principalmente unicelulares y con forma ovoide con una base
truncada, naciendo de una cadenas largas y cabezas falsas; un 17% fue F. oxysporum que
produjo micelio aéreo algodonoso de color blanco a violeta claro, microconidias
abundantes unicelulares y bicelulares de forma ovoide a elipsoide, formadas en falsas
cabezas, monofialides cortas y macroconidias pequefias en forma de canoa con una corta
célula apical y ligeramente curvada y célula basal trunca, con 3 a 5 septos; con 17% fue
F. chlamydosporum las colonias son blancas, el micelio abundante de color blanco a lila,
los macroconidios de paredes gruesas y moderadamente curvados con una curvatura
dorsiventral desigual, células apicales cortas, curvas y puntiagudas, generalmente con
muescas, pero en ocasiones con células basales en forma de pie, de 3 a 5 septos, los
microconidios fueron abundantes, 0-septos las clamidosporas se formaron rapidamente en
cadenas de hasta tres células; con un 31% fue Aspergillus fumigatus macroscépicamente
las colonias se observan en el agar de color verde-azulado a verde-grisaceo, micelio
blanco; textura aterciopelada, plana o con surcos radiales, las -caracteristicas
microscopicas: cabezas conideales uniseriadas, vesicula piriforme o en forma de cuchara;
las fialides ocupando la mitad o dos tercios de la vesicula, los conidios globosos a ovoides;

con un 17% fue A. flavus las colonias de color verde olivaceo a verde amarillento, micelio
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blanco, textura de la colonia variable, generalmente lanosa, las caracteristicas
microscaépicas: cabezas conideales uniseriadas, principalmente radiales, vesicula esférica;
métulas ocupando practicamente toda la superficie de la vesicula, los conidios globosos o
elipsoidales, lisos; con un 11% Geotrichum galactomyces forma colonias blancas,
producen hifas alargadas con ascosporas elipsoidales. Asi mismo se corroboré la
identidad de las mismas mediante la técnica ITS - PCR en donde los productos
amplificados fueron de 600-700 pb aproximadamente, se observd que se presentaron
ligeras diferencias en el peso molecular de las bandas, esto dependié de la especie
analizada. Al comparar la secuencia con las del banco de genes del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), mostro alto porcentaje de similitud del 98-100% en
el caso de Fusarium, 97-100% en Aspergillus y de 97% en el caso de Geotrichum (Cuadro
1).

Discusion

Los hongos identificados en los cuatro estados de la republica son Fusarium moniliforme,
Aspergillus fumigatus, F. chlamydosporum, F. oxysporum, A. flavus, Geotrichum
galactomyces, estos datos coinciden con O’kiely (2006), donde reporta que el hongo con
mayor presencia en el cultivo de maiz es Aspergillus spp con un 57.5%, mientras que
Fusarium spp. se detectd con una prevalencia de solamente el 0.26%. Por otra parte,
Beatriz et al. (2009) reportan haber encontrado la presencia de los hongos Penicillium spp.
Fusarium spp. y Aspergillus spp en granos de maiz, los cuales tuvieron una prevalencia
del 70.0%, 47.0% y 34.0% respectivamente; Reyes-Velazquez et al., (2008) indica que

los hongos con mayor incidencias en los ensilajes de maiz del estado de Jalisco, México

es Mucor, Fusarium, Penicillium y Aspergillus; otros autores como Alonso et al ., (2009)
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y Gonzalez Pereyra et al., (2011) reportan que en Argentina los hongos que tienen mayor
presencia en el ensilaje de Maiz son : Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A.
terreus, Penicillium sp, Fusarium sp, Penicillium roqueforti, P. paneum, P. griseofulvum,

P. crustosum, Fusarium solani, F. equiseti, F. verticilloides.

Conclusién

Se logro aislar e identificar las especies Fusarium moniliforme, Aspergillus fumigatus, F.
chlamydosporum, F. oxysporum, A. flavus, Geotrichum galactomyces en el estado de
Aguascalientes; en el estado de Guanajuato solo se encontré A. fumigatus y A. flavus; en
Zacatecas las especies A. fumigatus y G. galactomyces y en el estado de Jalisco las
especies A. fumigatus y G. galactomyces, cuya identificacion fue corroborada con la
técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa PCR.
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Cuadro 1. Resultados de la caracterizacién morfoldgica y molecular de los aislados por

las secuencias intergénicas (ITS) reportadas en el banco de genes, de diferentes hongos

aislados de ensilaje de maiz.

No. de No. De Indice de
Localidad Estado Municipio Hongo nucleétidos refia;encna de similaridad
cceso
*NCBI*
1 Aguascalientes Tepezala 1 Fusarium
moniliforme 896 KC341968 100%
Aspergillus
fumigatus 979 MF276893 100%
2 Aguascalientes Tepezala 2 F. chlamydosporum
929 MG250449 99%
3 Aguascalientes JesUs Maria F. oxysporum 887 KY305290 98%
A. flavus 976 KX426971 99%
4 Aguascalientes Rincén de Geotrichum
Romos galactomyces 536 KX928828 97%
F. oxysporum 885 MG020684 99%
5 Aguascalientes San Francisco  F. moniliforme 896 KC341968 99%
de losRomos  F. oxysporum 887 MG274298 98%
6 Guanajuato Silao A. fumigatus 691 KF297598 97%
7 Guanajuato Romita A. fumigatus 637 KT899783 97%
8 Guanajuato La Aldea A. flavus 976 KX426971 99%
9 Zacatecas Ojocaliente A. fumigatus 578 MG321622 97%
10 Zacatecas Luis Moya G. galactomyces 536 JQ668720 97%
11 Zacatecas Loreto A. fumigatus 979 MF491723 99%
12 Jalisco Betulia A. fumigatus 639 KY828918 97%
13 Jalisco Ejido de A. fumigatus 979 MG991665 100%
Matamoros G. galactomyces 635 AJ279451 97%

!Base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology Information
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RESUMEN:

El hongo fitopatdgeno del genero Fusarium spp afecta los cultivos, causando pérdidas
econdmicas, poco rendimiento y la baja calidad del grano, estos hongos son capaces de
producir micotoxinas llamadas Fumonisina, Tricotecenos, Zearalenona, Moniliformina,
que contamina el alimento que consume el ganado como es el caso del ensilaje de maiz y
que a su vez producen trastornos a la salud del ganado. El objetivo del estudio fue
identificar los genes precursores de micotoxinas de Fusarium spp. en ensilaje de maiz de
los estados de Jalisco, Zacatecas, Aguascalientes y Guanajuato. Se realizaron cuatro
muestreos de cada estado, haciendo un total de 16, se realizaron cultivos en medio PDA,
se identificaron morfologica y molecularmente (ITS), obteniendo 63 cepas, donde 14
cepas fueron del genero Fusarium, donde dos fueron de F. verticillioides, seis de F.
Chlamydosporum vy seis de F. oxysporum, 12 de estos fueron aislados en el estado de
Aguascalientes y 2 en el estado de Guanajuato. Los resultados obtenidos mediante la
técnica de PCR confirmo la presencia de los genes precursores de las micotoxinas;
Fumonisina (FUM1), Acido Fusarico (FUB1) y Fusarina (FUSA), en cepas de hongos
Fusarium verticillioides y Fusarium oxysporum. El consumo de ensilaje de maiz, en el
sistema de produccion bovino, compete de un 40 a 50 % en su ingesta diaria, por lo tanto
la presencia de estas micotoxinas es un factor de riesgo a la salud y produccion del ganado

que lo consume.

Palabras Clave: ensilaje de maiz, fusarium, fumonisinas, fusarinas y acido fusarico
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ABSTRACT

The phytopathogenic fungus of the genus Fusarium spp affects crops, causing economic
losses, poor yield and low quality of the grain, these fungi are capable of producing
mycotoxins called Fumonisin, Trichothecenes, Zearalenone, Moniliformina, which
contaminates the food consumed by livestock such as the case of corn silage and that in
turn produce disorders to the health of cattle. The objective of the study was to identify
the mycotoxin precursor genes of Fusarium spp. in corn silage from the states of Jalisco,
Zacatecas, Aguascalientes and Guanajuato. Four samples of each state were made, making
a total of 16, cultures were carried out in PDA medium, morphologically and molecularly
(STI) were identified, obtaining 63 strains, where 14 strains were from the Fusarium
genus, where two were from F. verticillioides, six of F. Chlamydosporum and six of F.
oxysporum, 12 of these were isolated in the state of Aguascalientes and 2 in the state of
Guanajuato. The results obtained by the PCR technique confirmed the presence of
mycotoxin precursor genes; Fumonisin (FUML1), Fusaric Acid (FUB1) and Fusarina
(FUSA), in fungus strains Fusarium verticillioides and Fusarium oxysporum. The
consumption of maize silage, in the bovine production system, corresponds to 40 to 50%
in its daily intake, therefore the presence of these mycotoxins is a risk factor to the health

and production of the cattle that consume it.

KEY WORDS: corn silage, fusarium, fumonisins, fusarins and fusaric acid
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INTRODUCCION:

Las especies de hongos de los géneros Aspergillus , Fusarium , Alternaria y Penicillium se

encuentran presentes en los concentrados, henos, forraje verdes y los ensilajes (Kabak et
al., 2006; Ogunade et al., 2018), varias especies de estos géneros de hongos, pueden
producir micotoxinas como: Zearalenona, Aflatoxina, Fumonisina, Ocratoxina y

Tricotecenos (Gallo et al., 2016; Loi et al., 2017), cuando los animales se alimentan con

ensilajes contaminados con estas micotoxinas, estas son capaces de ocasionar:
disminucién en la ingesta de alimentos, problemas reproductivos, baja produccion de
leche, inmunosupresion y muerte (Ogunade et al., 2018). Particularmente el ensilaje
de maiz, es un componente importante de las dietas utilizadas en la alimentacion de las
vacas lecheras en todo el mundo y uno de los principales patdgenos que lo afectan es el
hongo Fusarium spp. (El Yazeed et al., 2011). Los Fusarium spp. son capaces de
colonizar e infectar las plantas del maiz ocasionando infecciones asintomaticas (Silva et
al., 2004). Desjardins et al., (2000), indican que las infecciones por hongos del genero
Fusarium spp. ocurren sistematicamente en todas las partes de la planta de maiz, dafiando
los tejidos vegetales, ademas de que algunas especies de Fusarium producen metabolitos
secundarios como las Fumonisinas (FUM), Tricotesenos, T-2, Acido Fusarico (FUB1),
Desoxinivalenol (DON) y Fusarinas (FUSA).

Las Fumonisinas son micotoxinas producidas por al menos 11 especies diferentes del
hongo Fusarium, que incluyen los patdgenos del maiz como lo son el Fusarium
verticillioides y Fusarium proliferatum (Leslie et al., 2004; Yazar y Omurtag 2008;
Proctor et al., 2008). La Fumonisina en el alimento se ha reportado que puede causar
leucoencefalomalacia en caballos, edema pulmonar en cerdos, hemorragias, problemas
genotoxicos, hepaticos y renales en rumiantes y cancer neural en roedores (Marasas et al.,
2004; Pizzo et al., 2016). La micotoxina Fumonisina es motivo de interés tanto para la
salud de los animales como para el humano, debido a que la ingesta de maiz contaminado

con Fumonisina esta directamente asociado al cancer de es6fago (Hendricks, 1999).

El &cido fusarico es un metabolito secundario que actlia en una amplia gama de cultivos
y en varias especies animales, es producida por el género Fusarium, de las especies F.

oxysporum, F. fujikuroi, F. verticillioides y F. heterosporum (Bernar y Ruiz, 2016). El


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/aspergillus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/fusarium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alternaria
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/penicillium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/zearalenone
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218303254?via%3Dihub#bib94
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218303254?via%3Dihub#bib172
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/silage
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Acido fusarico es un agente hipotensor en ratas, conejos, perros y gatos, reportando que
la dosis LDsg del &cido fusarico para ratones es de 100 mg/kg via intravenosa (Porter et
al., 1995). El &cido fusarico en dosis agudas pueden elevar las concentraciones de
triptéfano y serotonina en el cerebro; también es un potente inhibidor de la dopamina--
hidroxilasa, que es una enzima clave en la regulacion de la sintesis de la neurotransmisora
norepinefrina y en dosis agudas puede causar vomito y letargo en el cerdo (Weidenborner,
2011).

Las Fusarinas son un grupo de metabolitos secundarios producidos por el Fusarium
verticillioides, Fusarium fujikuroi, Fusarium oxysporum y Fusarium graminearum
(Niehaus et al., 2013), contienen al menos siete analogos diferentes los mas importantes
son: Fusarina A, Fusarina C y Fusarina D, que son clasificadas como micotoxinas que
contaminan a los cereales como: trigo, maiz, avena, cebada y centeno (Maragos et al.,
2008; Sondergaard et al., 2011). Estudios realizados por Sondergaard et al., (2011),
indican que la Fusarina C (FUSA) estimula una linea celular del cancer de mama y se une
a los receptores de estrdgenos llamandolas micoestrogenicas y similares a los de la

zearalenona.

El uso de la técnica de PCR han sido util para la identificacion de hongos y mas
recientemente se ha utilizado para la deteccion de patogenos fungicos en tejidos vegetales,
otro aspecto importante de usar las técnicas de PCR es de que solo se requieren una
pequefias cantidades de la muestra para obtener el ADN y asi confirmar la presencia o
ausencia de un patogeno en el huésped (El Yazeed et al., 2011). El objetivo del estudio
fue identificar los genes precursores de micotoxinas de Fusarium spp. en ensilaje de maiz

de los estados de Jalisco, Zacatecas, Aguascalientes y Guanajuato.
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MATERIALES Y METODOS:

Muestreo

Se realiz6 un total de 16 muestreos en cuatro localidades diferentes, en cada uno de los
estados de Aguascalientes, Zacatecas, Guanajuato y Jalisco, donde se produjera ensilaje
de maiz, en los periodos de Noviembre-Diciembre del 2017 y Abril-Mayo del 2018,

utilizando la tecnica “W” para la toma de las muestras (Bautista et al., 2004).
Aislamiento de hongos de ensilaje

Para realizar el aislado del hongo Fusarium spp. de cada una de las muestras de ensilaje
de maiz, se tomaron porciones de 5 g, posteriormente se les realizd cortes de
aproximadamente 5 mm, obteniendo de cada muestra 12 submuestras, fueron
desinfectadas con una solucion de hipoclorito sodio al 3% durante un minuto, se
enjuagaron en tres ocasiones con agua destilada esteril, se dejaron secar, se inocularon en
placas petri con medio PDA acidificado (200 pL de acido lactico al 85 %) y se incubaron
a 28 °C + 2 por 7 dias. Posteriormente, se observo el crecimiento micelial y se realizé la

purificacion de los hongos.

Identificacion morfologica

De cada uno de los cultivos de hongos purificados, se tomaron pequefias porciones de los
micelios con esporas y se colocaron en un porta objetos, donde ya se tenia una gota del
colorante azul de algoddn y se cubrian con el cubre objetos, se observaron al microscopio
y se realiz0 la identificacion de la especie Fusarium empleando las claves de Leslie y
Summerell (2006).

Identificacion molecular (ITS):

Utilizando el método de Doyle y Doyle (1990) se realizo la extraccion de ADN. Al tener
el resultado de la extraccion el producto se corrié en un gel de agarosa al 1% mediante
electroforesis. Posteriormente se desarrollé el método de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) buscando las regiones internas transcritas ITS1 e ITS4 entre los genes
ribosomales (rDNA) 18S - 5.8S y 5.8S - 28S utilizando el par de iniciadores de secuencia
ITS1 (5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5°-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), utilizando Tag&GO Mastermix (1.5 mM MgCl,,
200 pM DNTP’s) siguiendo recomendaciones del fabricante (MP®); 0.5 puL de ITS1 a 20
HUM; 0.5 uL de ITS4 a 20 uM; 1 pL de DNA problema ajustado a 100 ng y agua bidestilada
estéril para aforar a 15 pL.. El programa al que se corri6 la reaccion de PCR fueron: 1 ciclo
de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
10 segundos, 30 ciclos de alineamiento a 57 °C por 30 segundos, 30 ciclos de extension a
72 °C por 2 min. y 1 ciclo de extension final a 72 °C por 5 min. La amplificacion se
visualizd en un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis. El producto de la PCR se
mand6 al laboratorio Macrogen de Estados Unidos a secuenciar. Las secuencias
resultantes se cotejaron con las secuencias de la base de datos del banco de genes del
NCBI (National Center for Biotechnology Information), mediante el uso del programa
BLAST.

Identificacion molecular de genes precursores de micotoxinas Fumonisina (FUM1):

La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando el par de primer de secuencia (FUM1F, 5'-
CCATC ACAGTG GGACACAGT -3, FUMIR, 5' CGTATCGTCAGCATGATGTAGC
-3, utilizando Tag&GO Mastermix (1.5 mM MgClz, 200 uM DNTP’s) siguiendo
recomendaciones del fabricante (MP®); 0.5 puL de FUM1 F a 20 uM; 0.5 puL de FUM1 R
a 20 uM; 1 L de DNA problema ajustado a 100 ng y agua bidestilada estéril para aforar
a 15 puL. La PCR se realizO usando un termociclador modelo MaxyGen
(Axygwn/EE.UU.). Las condiciones de la reaccion de PCR de los iniciadores
(FUM1F/FUM1R) fueron: 94 ° C durante 5 min y luego se sometieron a 35 ciclos de 1
mina 94 ° C; 1 minuto a 58 °C y 1 minuto a 72 °C. La extensidn final a 72 ° C durante 10

min. La amplificacion se visualizé en un gel de agarosa al 0.9% (El-Yazeed et al., 2011).
Identificacion molecular Fumonisina (FUM1):

La reaccién de PCR se llevd a cabo utilizando el par de iniciadores de secuencia (Fum1F1,
5- CACATCTGTGGGCGATCC-3 "', FumlR2, 5'- ATATGGCCCCAGCTGCATA -39,
utilizando Tag&GO Mastermix (1.5 mM MgCl,, 200 puM DNTP’s) siguiendo
recomendaciones del fabricante (MP®); 0.5 uL de Fum1F1 a 20 uM; 0.5 pL de FumiR2
a 20 uM; 1 pL de DNA ajustado a 100 ng y agua bidestilada estéril se aford a 15 pL. La
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PCR se realiz6 usando un termociclador modelo MaxyGen (Axygwn/EE.UU.). Las
condiciones de la reaccion de PCR de los primer (Fum1F1 /Fum1R2) fueron: 95 ° C
durante 15 min y luego se sometieron a 35 ciclosde 1 mina 94 ° C; 1 minuto a58°Cy 1
minuto a 72 °C. La extension final se ajust6 a 72 ° C durante 10 min. Enseguida la

amplificacion se visualiz6 en un gel de agarosa al 0.9% (Stepien et al., 2011).
Identificacion molecular Acido Fusarico (FUB1):

La reaccion de PCR se llevé a cabo utilizando el par de iniciadores de secuencia (P6F, 5'-
CCATTGCCTAGTTAGCTGATAG-3', P6LFI, 5'- AGCCATTGGAGAGAGTCAT -3),
utilizando Tag&GO Mastermix (1.5 mM MgCl;, 200 pM DNTP’s) siguiendo
recomendaciones del fabricante (MP®); 0.5 pL de P6F a 20 uM; 0.5 pL de P6LFI a 20
HUM; 1 pL de DNA ajustado a 100 ng y agua bidestilada estéril se afor6 a 15 uL.. La PCR
se realizd usando un termociclador modelo MaxyGen (Axygwn/EE.UU.). Las
condiciones de la reaccion de PCR (P6F /P6LFI) fueron: 95 ° C durante 2 min y luego se
sometieron a 35 ciclos de 30 seg a 95 ° C; 30 seg a 58 °C y 30 seg a 72 °C. La extension
final se ajusté a 72 °C durante 10 min. Al terminar la PCR, para la visualizacion de las

amplificaciones se pasaron a un gel de agarosa al 0.9% (Brown et al., 2012).
Identificacion molecular Fusarinas (FUSA):

La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando el par de iniciadores de secuencia (878, 5'-
GCAACGGCTCTTGCTTGAAGCTGT-3, 879, 5'-
CAGTGAAGAAGGCTTCGTGAATAGC -3, utilizando Taq&GO Mastermix (1.5 mM
MgCl,, 200 uM DNTP’s) siguiendo recomendaciones del fabricante (MP®); 0.5 L de
878 a 20 uM; 0.5 pL de 879 a 20 uM; 1 uL de DNA problema ajustado a 100 ng y agua
bidestilada estéril para aforar a 15 pL. La PCR se realizé usando un termociclador modelo
MaxyGen (Axygwn/EE.UU.). Las condiciones de la reaccién de PCR (878 /879) fueron:
95 ° C durante 2 min y luego se sometieron a 30 ciclos de 30 seg a 95 ° C; 30 seg a 57 °C
y 30 seg a 72 °C. La extension final se ajustd a 72 ° C durante 10 min. Se observé la

amplificacidn en un gel de agarosa al 0.9% (Brown et al., 2012).
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RESULTADOS Y DISCUSION:

Identificacion morfoldgica.

De los 16 muestreos realizados en total a ensilajes de maiz, se identificaron 35 cepas de
las siguientes especies: Aspergillus fumigatus, A. flavus, Geotrichum galactomyces, las
cuales no tienen un antecedente para la produccién de fumonisinas, acido fusarico y
fusarinas; solo 14 de ellas fueron del genero Fusarium de los cuales dos fueron de F.
verticillioides, seis de F. chlamydosporum vy seis de F. oxysporum, 12 cepas fueron de
Aguascalientes y 2 cepas de Guanajuato, en los estados de Zacatecas y Jalisco no se logrd
la identificaciébn de esta especie; F. verticillioides, presentdé cadenas largas de
microconidios, monofialides y macroconidios abundantes, de tamafio corto relativamente
delgados con paredes delgadas ligeramente curvados, célula apical curvada y célula basal
en forma de pie. Las colonias de F. chlamydosporum se caracterizaron por su crecimiento
micelial blanco y abundantes microconidias y sus macroconidias de punta curvada. Las
cepas de Fusarium oxysporum produjeron micelios aéreos algodonosos de color blanco a
violeta claro, microconidias abundantes unicelulares y bicelulares de forma ovoide a
elipsoide, formadas en falsas cabezas, monofialides cortas y macroconidias pequefas en
forma de canoa con una corta célula apical y ligeramente curvada y célula basal trunca,

con 3 a 5 septos.
Identificacion molecular.

De las 35 cepas aisladas se identificaron: Aspergillus fumigatus, A. flavus, Geotrichum
galactomyces, las cuales no tienen un antecedente para la produccion de fumonisinas,
acido fusarico y fusarinas; solo 14 de esas cepas fueron Fusarium las cuales ya se habian
identificado morfolégicamente y se les realizaron PCR, estos fueron de las especies F.
verticillioides y F. oxysporum con los primers FUM1F /FUMLR obteniendo un producto
de la amplificacion de entre los 183 pb (Figura 1) se realiz6 un segundo PCR con los
primers Fum1F1 /Fum1R2 como corroboracién del primer estudio molecular, donde se
obtuvo un producto de amplificacion de 1126 pb (Figura 2), también se usaron los primers
para la identificacion de Acido Fusarico y Fusarinas. En Ac. Fusarico (FUB1) P6F/P6LFI
consiguiendo un producto de amplificacion de 800pb como se observa en la figura 3 'y en

Fusarinas (FUSA) 878/879 obteniendo un producto de amplificacion de 780pb como se
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ve en la figura 4, los resultados obtenidos de las amplificaciones de los pb coinciden con

los autores mencionados en el cuadro 1.

Cuadro 1. Primers empleados para la deteccion de genes precursores de

micotoxinas de especies de Fusarium.

PESO
PRIMER GEN SECUENCIA (ob) REFERENCIA
p
FUM1F FUML CCATC ACAGTG GGACACAGT 183 El-Yazeed et al.,
FUM1R CGTATCGTCAGCATGATGTAGC 2011
Fum1Fi CACATCTGTGGGCGATCC Stepien et al.,
FUM1 1126
Fumi1R2 ATATGGCCCCAGCTGCATA 2011
P6F FUB1 CCATTGCCTAGTTAGCTGATAG 800
P6LFI (Ac. fusarico) AGCCATTGGAGAGAGTCAT Brown et al.,
878 FUSA GCAACGGCTCTTGCTTGAAGCTGT 280 2012
879 (Fusarinas) CAGTGAAGAAGGCTTCGTGAATAGC

En el Cuadro 2, se aprecia la totalidad de las muestras que amplificaron utilizando los
primers FUM1F /FUM1R y FUM1F1/FUM1R2 donde solo una de las dos de F.
verticillioides y tres de seis de F. oxysporum amplificaron, a diferencia de El-Yazeed et
al., 2011, donde en su estudio amplificaron todas las muestras de F. verticillioides al
FUML1 y no se presentd amplificacion en la cepa de F. oxysporum; Stepien et al., (2011)
desarrollaron los primers FUM1F1/FUM1R2 para determinar la presencia del gen FUM1
en siente especies de Fusarium (F. anthophilum, F. fujikuroi, F. nygamai, F. oxysporum,
F. proliferatum, F. subglutinans y F. verticillioides) teniendo como resultado la presencia
del gen en 26 de los 30 aislados analizados. También en el cuadro 2 se observa que las
muestras amplificarén ante los iniciadores P6F/P6LFI y 878/879 donde solo una de las
dos de F. verticillioides amplificd y tres de seis de F. oxysporum, para indicar la presencia
de fusarinas y acido fusarico (FUB1) se utilizaron los primers P6F/P6LFI para la
deteccidn de ac. fusarico (FUB1) y 878/879 para fusarinas (FUSA) para confirmar la para
presencia del gen policétido sintasa (PKS), el cual es iniciador de la presencia de estas dos

toxinas.
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Cuadro 2. Cepas que amplificaron a alguno de los genes involucrados en la sintesis

de micotoxinas

FUMONISINAS Ac. FUSARICO FUSARINA
S
ESPECIE FUM1F/ FUM1F1/ P6F/ 878/
FUMIR FUMI1R2 P6LFI 879
F. 1 1 1 1
verticillioides
F. oxysporum 3 3 3 3
Total 4/8 4/8 4/8

183pb

Figura. 1. Identificacion Molecular (FUM1) FUM1F /FUM1R. En el gel de agarosa al 0.9%,
se observa el carril de la izquierda el marcador de peso molecular (Ma), en los carriles 1-2 los
aislados de F. verticillioides, en los carriles del 3-8 los aislados de F. oxysporumy en los carriles

9-10 son controles positivos, los aislados amplificaron a 183pb
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Figura. 2. Identificacién Molecular (FUM1) Fum1F1 /Fum1R2. En el gel de agarosa al 0.9%,
se observan el carril de la izquierda el marcador de peso molecular (Ma), en los carriles 1-2
aislados de F. verticillioides, en los carriles del 3-8 aislados de F. oxysporum y en el carril 9 el

control positivo, los aislados amplificaron a 1126 pb

Figura.3. Identificacién molecular (FUB1) P6F/P6LFI. En el gel de agarosa al 0.9% se observa
en el carril de la izquierda el marcador de peso molecular (Ma), en los carriles 1-2 aislados de F.
verticillioides, en los carriles del 3-8 aislados de F. oxysporum y en el carril 9 el control positivo,

los aislados amplificaron a 800pb
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Figura. 4. ldentificacion molecular (FUB1) P6F /P6LFI. En el gel de agarosa al 0.9% se

observa en el carril de la izquierda el marcador de peso molecular (Ma), en los carriles 1-2 aislados
de F. verticillioides, en los carriles del 3-8 aislados de F. oxysporum y en el carril 9 el control

positivo, los aislados amplificaron a 780pb

CONCLUSION:

Este estudio se confirmar la presencia de los genes precursores de micotoxinas;
fumonisina con el gen (FUML1), &cido fusarico (FUBL) y fusarinas (FUSA), en cepas de
Fusarium verticillioides y Fusarium oxysporum en ensilaje de maiz de los estados de

Aguascalientes y Guanajuato.
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CONCLUSION GENERAL

En este estudio se lograron dos primeros reportes en México; el primero de
Monascus ruber en ensilaje de maiz y de alfalfa en los estados de Aguascalientes
y Jalisco, el segundo reporte fue Monascus purpureus en ensilajes de maiz,
avena, triticale y alfalfa en los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco y

Zacatecas.

Se aislaron e identificaron en ensilaje de maiz las especies de Fusarium
moniliforme, Aspergillus fumigatus, F. chlamydosporum, F. oxysporum, A. flavus,
Geotrichum galactomyces en el estado de Aguascalientes; A. fumigatus y A.
flavus en Guanajuato; A. fumigatus y G. galactomyces en Zacatecas y A.

fumigatus y G. galactomyces en Jalisco.

En este mismo estudio se permite confirmar la presencia de micotoxinas de los
hongos del generos Fusarium como son: Fumonisinas (FUM1), Acido Fusarico
(FUB1) y Fusarinas (FUSA), en cepas de Fusarium verticillioides y Fusarium
oxysporum en el ensilaje de maiz de al menos dos de los cuatro estados que se

muestrearon, los cuales fueron Aguascalientes y Guanajuato.



