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RESUMEN

Fusarium moniliforme es un hongo de distribucién mundial y de
frecuente presentacién en cereales como el maiz, aunque se considera un
hongo de campo puede desarrollarse bajo condiciones inadecuadas de
almacenamiento. Se caracteriza por la produccién de diversos metabdlitos,
entre los que se encuentran la fumonisinas, micotoxinas responsables de la
leucoencefalomalacia equina y del edema pulmonar porcino, ademas existe
estrecha relacién con el cancer esofagico humano en Sudafrica y China. El
grado de infeccidn del hongo y la produccién de micotoxinas en el maiz
depende de la heterocigocidad del hongo, de la variedad del maiz y de las
condiciones ambientales, por lo que los niveles de contaminacién pueden
variar dependiendo de la localizacion del drea geografica, por lo que el
propédsito del presente estudio fue evaluar la capacidad productiva de
fumonisinas por las cepas aisladas en Huejotitan, mpio. de Jocotepec,
Jalisco, zona considerada de alta produccién agricola. Para el desarrollo de
la investigacion previamente se aislé e indentificd a la especie de F.
moniliforme a partir de maiz. Para el anélisis de las cepas aisladas, se
procedié a la recuperacion del micelio para la inoculacién en maiz estéril y
posterior incubacién a 25 °C en la oscuridad durante 30 dias, al término
del cual se cuantifico la produccién de fumonisinas mediante el sistema de
Cromatografia de Afinidad Inmunolégica con deteccion Fluorométrica y se
realiz6 confirmacion mediante Cromatografia de capa fina. Los resultados
reportaron capacidad productiva en el 93.8% de las cepas de F.
moniliforme aisladas, con rango de produccién de 700 a 2,280 ppm, siendo
el 80% de las cepas de alta capacidad productiva de fumonisinas (> de
1000 ppm). Se concluye que el maiz cosechado en dicha zona presenta
algo grado de contaminacion por F. moniliforme, siendo las cepas aisladas
potencialmente productivas de fumonisinas, lo que representa un riesgo
toxico para el consumo de maiz en humanos y animales.



INTRODUCCION.

El hongo Fusarium moniliforme es de presentacion mundial en una
gran variedad de plantas y es considerada la especie de mayor prevalencia en
el maiz. La contaminaciéon de los productos agricolas por el hongo es
ocasionada principalmente por un grupo de micotoxinas denominadas
fumonisinas, estos componentes son carcindgenos hepéticos y han
demostrado ser responsables de la leucoencefalomalacia equina y el edema .
pulmonar porcino. (37)

Las fumonisinas fueron caracterizadas en 1988 por Bezuidenhout y
colaboradores como diésteres de acido tricarboxilico y amino-alcoholes de
22 carbones (peso molecular = 721 ). De las 7 fumonisinas caracterizadas
quimicamente (FB1, FB2, FB3, FB4, FA1, FA2 y FC1), la FB1 es considerada la
mds tdxica . (4)

El mecanismo de accién de las fumonisinas no es claro sin embargo,
estudios recientes indican que existe interferencia con la biosintesis de
esfingolipidos al inhibir a la enzima esfingonina N-aciltransferasa causando
acumulacién de esfingosina y esfingonina a nivel intracelular. (24)

Las fumonisinas B1, B2 y el hidrolizado de FB1 han demostrado ser los
primeros inhidores especificos de presentacidon natural de la biosintesis de
novo de esfingolipidos.  En hepatocitos de rata a consecuencia de la
inhibicién de la esfingonina N-aciltranferasa se disminuyd la biosintesis de
ceramida y por lo tanto, la biosintesis de novo de esfingosina, ademés de la
rdpida acumulacién de esfingonina (precursor inmediato en la via biosintética
de la dihidroceramida), ocasionando alteracién en la relacién esfingosina :
esfingonina y deplesion del complejo esfingolipido. (29)

En cultivo de neuronas cerebrales, la FB1 inhibié la biosintesis de novo
de esfingomielina mas que la de glicolipidos. El hecho de que la acumulacién
de la esfingonina es mayor que la de esfingosina sugiere que la via de novo es
el blanco primario de inhibicién. Si bien existe la hipétesis de que la
alteraciéon en el metabolismo de esfingolipidos es el evento molecular
primario en la presentacién y progresion del dafio celular y de la asociacién
con las enfermedades causadas por las fumonisinas, el mecanismo



responsable exacto, no sera facilmente revelado debido a que el papel de los
esfingolipidos en la regulaciéon celular es bastante complejo y no se
comprende en su totalidad. (24,29)

A pesar que la FB1 no es genotoxica, se considera como un agente
carcinogénico completo en ratas. Los estudios revelan que las fumonisinas
inhiben la proliferacién de hepatocitos en el higado de ratas, por lo que se ha
hipotetizado que la hepatotoxicidad y los efectos de proliferaciéon en los
hepatocitos son determinantes criticos para la iniciacién y promocién de
cancer. (15,25,39)

Efectos en animales.

La FBi1 ha demostrado ser responsable de la mayoria de las afecciones
toxicoldgicas, entre éstas el edema pulmonar porcino, hepatotoxicidad en
diversas especies, cdncer en higado y la leucoencefalomalacia equina,
sindrome que se ha caracterizado por la presencia de necrosis licuefactiva en
la materia blanca del cerebro. Algunos investigadores sugieren que altas
dosis de fumonisina inducen hepatotoxidad aguda con lesiones leves en el
cerebro, mientras que dosis menores causan lesiones severas en el cerebro y
hepatotoxicidad leve. Se han establecido niveles de tolerancia o permisibles
para fumonisinas, recomendéndose no incorporar en el alimento niveles de 5,
10, 50 y 50 ppm para equinos, cerdos, aves y bovinos respectivamente. (30)

Investigaciones realizadas en México reportan principalmente estudios
anatomopatolégicos de los brotes que se han presentado en los estados de
Meéxico y Oaxaca, encontrandose lesiones en SNC similares a los reportado
previamente, el cuadro clinico observado en caballos se caracterizé por
anorexia, adipsia, ceguera, paralisis glosofaringea, incoordinacién marcada,
postracién y muerte entre 24 a 48 hrs. Las concentraciones de fumonisinas
que se encontraron en los andlisis realizados en Oaxaca fueron de 1-10 pg de
FB1/g de muestra, considerandose los niveles presentes responsables de la
muerte de los-animales. (23,27,38)

En otros estudios, la FB1 purificada demostré producir edema
pulmonar cuando se administré por via intravenosa 175 ppm durante 14 dias,
mientras que el consumo de dietas contaminadas por fumonisinas en forma
natural ocasioné hepatotoxicidad (dosis < 23 ppm). En 1989-1990 se report6



un brote de PPE en diversas regiones de Estados Unidos, encontrdndose
contaminacién en el alimento predominantemente con F. moniliforme.

Se ha encontrado inmunosupresién en pollos alimentados con dietas
contaminadas por F. moniliforme, ademés de existir la confirmacién del
efecto toxico de la FB1 en aves de engorda y embriones de pollo cuando los
niveles fueron relativamente altos (75-644 ppm). (17,40)

La siguiente tabla muestra los niveles de fumonisinas asociados con
enfermedades de animales y en productos de maiz.

Enfermedad/Producto Niveles de Fumonisinas

pg/g

ELEM < 1-126

PPE < 1-330

Maiz dafiado 553

Mazorca 138

Tallo 54

Maiz molido 125

Maiz entero sin dafio 1-4

Fuente : Bulierman LI.B. 1994. 5

Fumonisinas en Alimentos.

Se han realizado en algunos paises estudios que han permitido detectar
niveles de fumonisinas en alimentos, tal es el caso de Estados Unidos (1988 -
1991) donde se reportaron rangos de 0a37.9 pg/gde FBi1, 0-12.3 pg/g de
FB2,y de 0-4.0 pg/g de FB3 durante la cosecha de maiz. (18)

Los productos derivados del maiz que han sido analizados incluyen a
la harina de maiz , cereal, salvados, tortillas, totopos, palomitas y pan de
maiz, encontrandose una concentracion de fumonisinas menor de 1.0 pg/g en
el 70.8% de las muestras y en 5.7% con 2.5 pg/g. (33)



Aunque se han realizado algunos estudios del efecto  del
procesamiento al que se someten los granos y sus productos sobre la
estabilidad de las fumonisinas, existe poca informacion disponible. Los
estudios sobre la estabilidad de las fumonisinas son complicados debidoa la
escasez de métodos analiticos apropiados. Se ha determinado que los niveles
de fumonisinas pueden reducirse en un 50% o mas cuando se someten a
calentamiento (190°C) durante 60 minutos, sin embargo, se ha encontrado
que el substrato permanece toxico, debido probablemente a que la toxina
permanece atada a la matriz del alimento y no llega a ser recuperada
mediante los métodos de extraccion quimica wusuales, por lo que es
importante distinguir entre la descomposicién quimica y la asociacion de
la toxina a la matriz del alimento en los estudios de estabilidad y

procesamientos. (2,14)

Estudios epidemioldgicos en Transkei, Sudafrica han correlacionado la
alta incidencia de cancer esofagico (CE)de humanos (50-200 casos por cada
100,000 habitantes) con niveles de fumonisinas de 10.2 pg/g en maiz sano y
140 pg/g en maiz mohoso. También existen reportes de alta incidencia de CE
en regiones de China, Irdn y Charleston, area sur de Carolina en Estados
Unidos. (11,41)

Aunque se han conducido estudios con animales de laboratorio en los
cuales se utilizd alimento contaminado con F. moniliforme o fumonisinas, no
se han encontrado lesiones precancerosas o cancerosas en esoéfago, no
existiendo hasta el momento un modelo animal que apoye la teoria de la
relacion del hongo con el CE. Ademads de la diversidad toxicolégica por
especies de las fumonisinas, como lo es la ELEM que se presenta en equinos,
‘el PPE en cerdos, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y cancer hepatico en ratas,
es importante considerar la influencia de otros factores, como las nitrosaminas
u otros agentes carcinogénicos, como responsables del incremento de la
incidencia del CE aunado a la potente actividad promotora de cancer por las

fumonisinas. (22)

Por otra parte, el estudio de la alimentacién de monos Vervet con
material cultivado con F. moniliforme, permitié mostrar que pueden estar
involucradas otras enfermedades humanas, tales como efecto aterogénico y
dafio hepatico. (22,34)



Presentacién de F. moniliforme en el Maiz.

La asociacién del hongo en la planta de maiz es endofitica y en el grano
es externa y sistémica, siendo ésta ultima responsable de la reduccién del
vigor y crecimiento de la planta. La extensién y naturaleza de la enfermedad
en el maiz depende de la via de infeccién. Cuando la enfermedad en la planta
de maiz es asintomatica, originada en la semilla, puede causar declinacion de
la planta o muerte antes de que el estado reproductivo se presente. (31)

La infeccién de la mazorca en una planta no infectada puede darse por
hifas endofiticas o mediante otras partes no vegetativas ; en estos casos los
insectos y el viento son importantes como acarreadores del hongo, lo que
ocurre usualmente por los orificios de los gusanos. El resultado visual de esta
infeccién es variable, algunas veces es asintomdtica y otras notoriamente
dafiado e infectado. Como resultzdo de la infeccion F. moniliforme llega al
grano localizidndose en su base coino escasas hifas, pero en los casos donde el
maiz es asociado a efectos téxicos en animales es usual encontrar una masa
abundante de hifas esporuladas, las cuales colonizan la seccidn interna del
grano incluyendo al embridn. (3,19) .

El hongo frecuentemente infecta la planta a partir del germen en un
periodo de dos semanas y ya sea, la infecciéon no muestra sintomas o bien
ocasiona la muerte de la planta. (36)

Produccion de fumonisinas en el Maiz.

Las fumonisinas han sido aisladas en maiz y en alimentos derivados en
Estados Unidos, Canada, China. Egipto, Nepal, Argentina, Brasil y Peru, lo
cual sugiere que la produccién de fumonisinas en maiz estd distribuida
mundialmente.(18,32,33)

En la actualidad se desconoce el periodo y el patrén de acumulacién de
la produccion de fumonisinas, una vez infectada la planta por el hongo. F.
moniliforme y F. proliferatum son patdgenos biotréficos, aunque esta relacion
no es obligatoria, ambos hongos son considerados de campo e implica que
producen sus toxinas bajo condiciones de campo, sin embargo puesto que su
relacion con el maiz y otras plantas no es obligatoria, es posible encontrarlos
en fragmentos de maiz .contaminado y en restos de plantas muertas,



sirviéndoles de substrato para la produccién de sus toxinas, especialmente
durante el almacenamiento. (35)

Los estudios de laboratorio han establecido que la temperatura 6ptima
de crecimiento de las cepas de F. moniliforme es entre 22.5 °C y 27.5°C, con
una maxima de 32 - 37°C y minima de 2.5 - 5°C. Estudios adicionales indican
que la humedad minima para el crecimiento vegetativo es a -180 bars
(potencial de agua), mientras que la germinacion de conidias ocurre a -140
bars, siendo el potencial osmdtico 6ptimo de -10 bars y no ocurre crecimiento
a-150 bars. (36)

Las investigaciones realizadas respecto al crecimiento del hongo bajo
condiciones de almacenamiento son limitadas y éstas no fueron disefiadas
para determinar la produccién de toxinas en el almacén. Se ha determinado
que el maiz infectado con un contenido de humedad de 18.4 a 23%, fue
Optima para el crecimiento de F. moniliforme, mientras que se inhibid su
crecimiento a 28% de humedad. El crecimiento del hongo en almacenamiento
fue complejo debido a que existié interaccion de la humedad con los niveles
de O2 y CO2. En dicho estudio se observé crecimiento en condiciones de
almacenamiento de 0% de O2 y 60% de COz a 26°C, sin embargo se redujo su
crecimiento en niveles similares de COz2 cuando la temperatura fue de 12°C, lo
que sugiere el crecimiento del hongo en condiciones anaerébicas. (20,21)

Ademas, se encontrd que el porcentaje de infeccion con F. moniliforme
se incremento significativamente (p< 0.05) en varios grados cuando el maiz se
cosechd con humedad de 12.4% y se almacendé durante 8 meses,
encontrandose una humedad al término del estudio de 13.7%. (35)

Los resultados indican que existe alto potencial para la produccién de
micotoxinas en un amplio rango de condiciones de almacenamiento,
concluyéndose que las fumonisinas pueden surgir en campo debido al
parasitismo del hongo e incrementarse bajo condiciones inapropiadas de
almacenamiento. (21,35,36)

La evaluacion de F. moniliforme y F. proliferatum para la produccion
de fumonisinas se basa en el cultivo en laboratorio sobre maiz estéril y el
andlisis de la cantidad producida de fumonisinas. La  producciéon en el
laboratorio incluye el ajuste del contenido de humedad de maiz entero o



parcialmente molido a 43% y esterilizado durante 30 minutos. El agua puede
ser adicionada antes de esterilizar o asépticamente después de la
esterilizacién ; en el primer caso debe dejarse de 1 a 4 horas con el maiz,
antes de ser esterilizado. La relacién de agua en el maiz es critica, ya que ¢l
exceso reduce el rendimiento de fumonisinas. (3,9)

. Otro aspecto importante es la aeracion que recibe el cultivo del hongo,
la cual es controlada mediante el uso de recipientes con tap6én ligeramente
ajustado. Para este propdsito se recomienda que para el cultivo en 50 g de
maiz se utilicen matraces Erlenmeyer de 300 ml de capacidad, para 100 g
matraces de 500 ml y para 500 g en matraces Fernbach de 2.8 1. En pruebas
tamiz se utilizan cultivos de 50 gr, mientras que para la produccién de
fumonisinas a gran escala en investigaciones toxicologicas se utilizan los
matraces Fernbach.. (3)

Para la preparacion del indéculo de conideas se recomienda el uso de
agua estéril o medios enriquecidos a partir del crecimiento del hongo durante
1-2 semanas en medio tradicional o mediante conideas liofilizadas. Una vez
realizada la inoculacién al maiz los cultivos son incubados en la obscuridad a
25°C de 21 a 30 dias, aunque periodos mayores pueden dar lugar a una mayor
produccidén. El tiempo depende del método usado y de la cantidad total de
maiz en el fermentador; durante los tres primeros dias los cultivos deben ser
agitados 1 o 2 veces por dia. (9,20)

Existen procedimientos de incubacién alternativos, en los cuales se
procede a incubar 2 semanas a 27°C seguido de 2 semanas a 15°C. Otro
procedimiento utilizado para evaluar la produccién de fumonisinas es a través
de cultivos liquidos, en los cuales se puede manejar cultivos estacionarios por
28 dias o bien mediante cultivos en agitacion durante 14 dias. (3)

El rendimiento de produccién de fumonisinas es variable, segin el
método que se utilice y depende de la cepa del hongo, los resultados indican
que la mayoria de las cepas de F. moniliforme y F. proliferatum aisladas en
diferentes d4reas geograficas y hospederos son altas productoras de
fumonisinas. (20)



El siguiente cuadro muestra la produccién de fumonisina Bi de
diferentes cepas de F. moniliforme * aisladas de fuentes diversas.

Alimento de Sorgo y Milo . Maiz mohoso Alimento de Queratitis
animales con maiz (Nigeria y Zimba (Nepal) animales con micéticay
contaminado : we) mafz de buena cancer
(USA) calidad (USA) (Canadédy USA)

M-2546 (2,589) M-5054 (2,448) M-5496 (nd) M-211(1927) M-722(1,914)
M-2552 (6421) M-5067 (733) M-5500(traza) M-2232 (3,091) M-773 (2,500)

M-2547 (144) M-5068 (539)  M-5507(traza) M-2270 (459)  M-1102 (nd)
M-2650 (traza) ~ M-5081 (traza) ~ M-5519 (60) M-2285 (2,716) M-1810(130)
M-3031(1,391)  M-5193 (traza) M-2768 (nd)
M-3034 (6,090)  M-5243 (104) M-5114 (2,900)
M-3041 (323) M-5234 (95) M-2978 (1,700)

* Nuamero de acceso de las cepas de F. moniliforme en el Centro de Investigaciones de Fusarium
con concentraciones de FB1 en ppm dentro del paréntesis. Fuente : Bacon Ch.W. 19%4. (3)

El comportamiento de las contaminaciones por F. moniliforme es
variable debido a que existe heterocigocidad dentro de los cultivares de maiz,
ademds de la variacion genética dentro de las especies del hongo, asi como
por las condiciones ambientales; por lo que para el control del hongo es
necesario el conocimiento detallado de la asociacion de F. moniliforme y el
cultivo de maiz. (6,12)

El manejo del cultivo antes y después de la cosecha influye en gran
medida en los niveles de contaminacién del téxico, sin embargo no existen
datos suficientes en nuestro pais sobre factores climaticos y de manejo
agricola que influyan en la presencia de las micotoxinas en el campo, lo cual
debe ser evaluado y validado para cada regidn agroecolégica. (26)

Dentro de los pocos estudios realizados en México con respecto a
Fusarium moniliforme y fumonisinas, cabe mencionar lo reportado por
Desjardins AE.en 1994, donde se encontrd predominio de cepas de la




poblacién A de F. moniliforme (Giberella fujikoroi, estado perfecto del
hongo) de localizacién y genética diversa como en los casos reportados en
Estados Unidos ; a pesar de que el tamafio de muestra fue pequefio en el
estudio realizado en 4 ejidos del estado de Nuevo Leén, las cepas aisladas
tuvieron alto potencial de produccién de fumonisinas, siendo el 97% de las
muestras productoras, con un rango de produccion de 10 a 9,000 ppm.
Encontrandose niveles mayores de 1,000 ppm en 31 de los 34 extractos. Los
resultados reportados en el noreste del pais sugieren que existe alto riesgo de
contaminacién en el maiz mexicano asi como en productos del maiz para
consumo humano y animal. (12)

Estudios previos realizados en el 4rea de Micotoxicologia del
Departamento de Salud Publica, de la Divisién de Ciencias Veterinarias
(C.U.C.B.A, Universidad de Guadalajara), permitieron el aislamiento de cepas
de F. moniliforme en el 80% de las muestras de maiz recolectadas en
Huejotitan , Mpio. de Jocotepec, Jalisco, con lo que se inici6 el estudio del
hongo y la produccién de fumonisinas en el maiz cosechado en la region de
Jalisco, siendo necesaria la evaluacion de las cepas respecto a su capacidad
productiva, objetivo central del presente estudio.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presentacién de Fusarium moniliforme en el maiz es considerada
casi universal, y como fitopatégeno es una de las principales causas de la
pudricién de la mazorca y de la germinaci6én prematura del maiz, el grado de
infeccion en la planta y en la ‘mazorca depende de la heterocigocidad del
hongo, del cultivar de maiz asi como de las condiciones ambientales.

Las especies de F. moniliforme y F. proliferatum son las principales
productoras de las fumonisinas, micotoxinas de reciente caracterizacion, las
cuales son responsables de la leucoencefalomalacia equina, del edema
pulmonar porcino, ademas consideradas potencialmente carcinogénicas en
ratas y con efectos aterogénicos y de dafio hepatico en primates no humanos.
En algunos paises han sido correlacionados altos niveles de fumonisinas con
la alta incidencia de cancer esofidgico humano.

Pocos estudios se han realizado en México respecto a la incidencia del
hongo en el maiz y sus productos, sin embargo los reportes de investigaciones
realizadas al noreste de la repiblica mexicana indican alto nivel de
contaminacién con cepas de F. moniliforme, de alto potencial productivo de
fumonisinas, las cuales pueden estar presentes en el maiz que se destina tanto
a consumo humano como animal o bien en productos del maiz que han sido
sometidos a procesamientos fisicos o quimicos, los cuales pueden dar por:
resultado modificacion a la estructura de la micotoxina, la cual permanece en
la mayoria de los casos atada a la matriz del alimento conservando el efecto
toxico de las fumonisinas. ‘

Debido a que el estado de Jalisco ocupa el primer lugar de producciéon
de maiz a nivel nacional, es importante evaluar el grado de contaminacién por
el hongo y las fumonisinas en las zonas consideras de alto potencial agricola
como es el municipio de Jocotepec , Jalisco.



JUSTIFICACION

Dentro de las principales medidas de control higiénico en el manejo de
los alimentos se incluyen los analisis rutinarios de algunas micotoxinas, como
lo son las Aflatoxinas (B1y G1), Zearalenonas y las toxinas producidas por F.
moniliforme (fumonisinas y fusarinas), por ser consideras los tres grupos
potencialmente  carcinogénicas por la Agencia Internacional de
Investigaciones en Cancer, sin embargo en la actualidad en México poco se
llevan a cabo, ademas de carecer de los niveles de recomendacion para la
mayoria de las micotoxinas en los granos y en sus productos que son
destinados a consumo humano.

El poder evaluar la capacidad de produccién de fumonisinas por cepas
nativas de F. moniliforme aisladas en una zona agricola del estado de Jalisco
permitird valorar el riesgo téxico del maiz que se cosecha y que puede
destinarse al consumo de la poblaciéon o bien a la alimentaciéon en las
explotaciones pecuarias.

Por otra parte, el presente estudio contribuird al desarrollo de
investigaciones posteriores, respecto a la presencia de fumonisinas en el maiz
y sus productos, especialmente aquellos sometidos a nixtamalizacién, y a la
valoracion del efecto toxico de los hidrolizados de FB1 en animales de

laboratorio.



HIPOTESIS

Si la presentacion de Fusarium moniliforme en el maiz es casi universal
y dada la alta incidencia de cepas productoras de fumonisinas, entonces es
posible encontrar alto porcentaje de cepas productoras de fumonisinas en el
maiz cosechado en Huejotitdn, municipio de Jocotepec Jalisco.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL :

Evaluar el potencial productivo de fumonisinas por cepas de Fusarium
moniliforme aisladas en una zona altamente agricola del estado de Jalisco.

OBJETIVOS PARTICULARES :
1. Determinar el porcentaje de las cepas de Fusarium moniliforme que

presenten la capacidad de produccién de fumonisinas.

2.Valorar la capacidad de produccién de fumonisinas por las cepas aisladas en
el maiz blanco cosechado en Huejotitén, municipio de Jocotepec, Jalisco.

BIRLAOTECA CENTRAL



BIBLIOTECA CENIRAL ¢
MATERIAL Y METODO

El presente estudio se realiz6 en el 4rea de micotoxicologia del Depto.
de Salud Publica, Divisién de Ciencias Veterinarias, del C.U.C.B.A. y con el
apoyo del Instituto de Madera Celulosa y Papel, C.U.C.E.L de la Universidad
de Guadalajara. ‘

PREPARACION DEL INOCULO:

Una vez identificadas las cepas de F. moniliforme se procedié a la
recuperacion de conideas en medio de cultivo agar extracto de malta y se dejo
incu®ar 10 dias a 25 °C, obteniendo el micelio aéreo mediante agua destilada

estéril.

El micelio recuperado se agregé a 40 ml de medio liquido pre-
enriquecido de agar extracto de malta e incubd en agitacién orbital (100 rpm)
durante 24 horas a 25 °C, posteriormente se prepar6 el inéculo (107 conideas)
previa cuantificacion de conideas y se agregé al fermentador.

En un matraz erlenmeyer de 300 ml de capacidad con tapén de gasa
(fermentador) se colocaron 40 g de maiz parcialmente molido y se agregd 1
ml de agua destilada, dejando 1-4 horas para después esterilizar en autoclave
a 15 Ib de presion durante 30 min. Una vez realizada la inoculacion de las
cepas de F. moniliforme se dejaron incubar en la obscuridad durante 30 dias a

25 °C.
CUANTIFICACION DE FUMONISINAS :
Extraccion y Limpieza:

1. 15 g de muestra se colocaron en una botella de boca ancha con 100 ml de
acetonitrilo: agua (50 :50) y se agitaron durante 30 min.

2. Se tomo una alicuota de 10-25 ml de extracto, se decantd y filtré (papel
filtro Whatman No. 4).

3. Se condiciond una columna C-18 con 5 ml de metanol, seguido por 5 ml de
cloruro de potasio al 1% acuoso; 2 ml del extracto filtrado se combind con
5 ml de cloruro de potasio al 1% y se aplicaron a la columna,
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posteriormente se lavd con 5 ml de cloruro de potasio al 1% seguido por 2
ml de acetonitrilo: cloruro de potasio al 1% (10 :90).

4. Las fumonisinas se eludieron con 4 ml de acetonitrilo :agua (70 :30) y la
columna se evapord y secé con aire caliente.

Deteccion mediante Cromatografia de capa fina:

1. El residuo de la muestra fue disuelto en 100 pl de acetonitrilo :agua
(50 :50) y 10 pl se aplicaron a la placa de cromatografia C-18, asi como 10
pl del estindar de FB1 (5,10,100 ppm) disuelto en acetonitrilo :agua
(50 :50).

2. La placa se desarrollé en metanol:cloruro de potasio al 1% (60 :40), se seco
al aire y aplic buffer de borato de sodio al 0.1 M (pH 8-9) seguido de
fluorescamina (0.4 mg/ml de acetonitrilo); 1 min después se aplicé
acetonitrilo:acido bdrico (60 :40) y secd a temperatura ambiente. Se
examiné bajo luz ultravioleta con longitud de onda de 254 y 366 nm y se
considerd la deteccion de forma cualitativa.

Cuantificacion mediante Fumonitest (Vicam):

Sistema de Cromatografia de Afinidad Inmunolégica con deteccion
Fluorométrica, el cual permite la cuantificacién confiable de fumonisinas
equivalente al procedimiento de Cromatografia liquida de alta resolucion,
actualmente utilizado en forma oficial por los organismos de supervisién de
granos en Estados Unidos.

TECNICA : (42)

1. Se colocaron 50 g de muestra con 5 g de cloruro de sodio en una jarra para
licuadora.

2. Se agregaron 100 ml de metanol al 80% y licuaron a alta velocidad durante
1 min.

3. Se filtrd y colectd el filtrado en un vaso limpio.

4. Se agregd 1 ml del extracto filtrado en un vaso limpio y diluyé con 49 ml
de solucién de lavado de micotoxinas (Vicam) y mezclé bien.

5.Se filtrd el extracto diluido a través de filtro microfibra.

6. Pasar 1 ml del extracto filtrado a través de la columna de Fumonitest (1ml

=0.01 g de muestra).
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7. Se lavé la columna con 5 ml de solucién buffer de lavado de micotoxinas,
repitiendo la operacidn; posteriormente se lav6 con 5 ml de agua destilada.
8. Se eludieron las fumonisinas con 1 ml de metanol grado HPLC y
colectaron en una cubeta especial de vidrio para fluorémetro.

9. Se agregaron 0.5 ml de reactivo A y 0.5 ml del reactivo B (reveladores) La
lectura de la concentracién de fumonisinas se realizé a los 300 seg y el
resultado se multiplicé por 100.

Analisis de Resultados.

Los niveles de fumonisinas que se cuantificaron mediante Fluorometria
y confirmaron mediante cromatografia de capa fina de cada cepa de F.
moniliforme (dos repeticiones por cepa) fue la variable descriptiva expresada
en cuadros de frecuencias, para lo cual se obtuvieron las clases de acuerdo al
rango maximo y minimo de fumonisinas en ppm.
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RESULTADOS

Los resultados de la produccién de Fumonisinas por las cepas
aisladas del maiz se presentan en el cuadro 1 y grafica 1, siendo el 93.8%
de las cepas (15/16) productoras de fumonisinas, con minimo de 700
ppm y maximo de 2280 ppm, encontrandose que el 80% de las cepas
tuvieron una produccién mayor de 1000 ppm, desarrollada en todos los
casos la confirmacién de la toxina mediante la cromatografia de capa
fina, para lo cual fue necesario la dilucién previa a su aplicacién a la
placa Ci8 y posterior comparacion con el estindar de fumonisina (100

ng/g).

Los resultados reportados por Castro S.X. en 1997, permitieron
establecer que el dafio visual de la mazorca no tiene influencia
significativa sobre el desarrollo de UFC/g de muestra ya que pudo
observarse que el mayor porcentaje de la muestras (70%) fue calificado
de 0-2% de dafio, sin que existiera diferencia estadistica entre este grupo
con los de mayor dafio visual. La presentacion de F. moniliforme en el
maiz fue en el 80% de las muestras analizadas sin ser determinante el
dafio del grano y el nimero de UFC,, lo cual es atribuible a la naturaleza
de infeccion del hongo, la cual puede ser asintomaética. (8)



Cuadro 1

CAPACIDAD PRODUCTIVA DE FUMONISINAS POR CEPAS DE
- Fusarium moniliforme AISLADAS DEL MAIZ.

Rango (ppm) Cepas Porcentaje Frecuencia
(positivas) Acumulada
700-1000 3/15 20 20
1001-1500 3/15 20 40
1501-2000 7/15 46.7 86.7
2001-2500 2/15 133 100

Grafica 1 PRODUCCION DE FUMONISINAS
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DISCUSION

La calificacion en el dafio visual de la mazorca no puede
considerarse un método de medicion de alta precisién y confiabilidad por
la subjetividad de la técnica, sin embargo, puede orientar sobre €l grado
de contaminacién en el maiz por microorganismos, entre ellos los
hongos, los cuales deterioran la calidad nutricional y sanitaria de los
granos, ocasionando grandes pérdidas econémicas a la agricultura al
reducir el rendimiento de la cosecha, por lo que detectar el nivel de
contaminacién de los granos contribuird a tomar medidas de control
durante la cosecha y el almacenamiento. (8,26)

Si bien no fue el propdsito del presente estudio, es importante
entender que para determinar el riesgo que pueda existir en el maiz por
F. moniliforme y sus toxinas, es necesario detectar su presencia en el
grano, establecer el desarrollo de UFC/g de muestra en medio selectivo
para especies de Fusarium y determinar si las cepas presentes poseen la
capacidad productora de fumonisinas, ya que existen diversas
poblaciones (A-F) dentro de la misma especie, de las cuales solo las
poblaciones A y F presentan capacidad productiva, la primera de mayor
frecuencia en el maiz y la segunda en el sorgo,(20) por lo que de estar
presentes en el grano representarian un riesgo toxico en los
consumidores. '

Para la valoracidn de la capacidad productiva de fumonisinas por
cepas de F. moniliforme, debe descartarse la existencia de otra especie en
el cultivo, por lo que la identificacién debe ser con la mayor precisién,
basada en las caracteristicas tipicas, que son la identificacion de
microconideas formadas en cadenas a partir de monofialides y la
ausencia de clamidosporas, ya que de las especies de Fusarium
productoras de fumonisinas (F. proliferatum, F. anthophilum, F.
nygamai, F. dlamini 'y F. napiforme), solo F. proliferatum, perteneciente
a la seccion Liseola, pudiera ser confundido por las caracteristicas
morfoldgicas similares, a excepciéon de las microconideas, que se
presentan en cadenas cortas sobre polifialides, ademéds de que esta
especie es de mayor frecuencia en el sorgo. (19,21)



20

Otro aspecto importante ‘a considerar, es la mutacién que se
presenta con frecuencia en las cepas de F. moniliforme, lo que influird
sobre la produccién de fumonisinas, la cual puede ser de tipo pionatal a
micelial; en la primera el micelio aéreo es suprimido y reemplazado por
capas de macroconideas, proporcionando al cultivo una apariencia
hiimeda y ‘amarillenta, mientras que en la forma micelial la esporodoquia
y el color de la colonia son suprimidos o eliminados. Ambas formas se
presentan con frecuencia por la mutacién que ocurre a la especie, lo que
es determinante para la produccion de toxinas y su virulencia. (13)

En el presente estudio, se observd posible mutacion de tipo
pionatal en una cepa aislada durante la resiembra, la cual se realizo a los
4 meses de aisladas del maiz, presentindose un cambio de coloracién en
el medio de cultivo de agar papa dextrosa, cepa que modificd su
morfologia en el microcultivo, siendo la tUnica cepa que no produjo
fumonisinas.

Los niveles de fumonisinas producidos por el 93.8% de las cepas
se consideran altos, ya que las investigaciones previas consideran de baja
produccién el rango de 1-10 ppm, intermedias de 11-100 y 101-1000
ppm y alta produccion niveles mayores de 1000 ppm. (3)

Estudios sobre la produccioén de fumonisinas por diversas especies
de Fusarium han encontrado que a excepcion de F. mygamai, la
produccidén se restringe a la seccion Liseola. Thiel y colaboradores
reportaron durante el andlisis de diferentes especies de Fusarium, la
produccién de FB1 y FB2 en todas las cepas de F. moniliforme y F.

proliferatum. (36)

La produccion de fumonisinas en cultivos en el laboratorio por
cepas de F. moniliforme es variable aun dentro de un mismo substrato, el
Centro de Investigaciones de Fusarium en Estados Unidos reporta
niveles de FB1 en alimentos a base de maiz contaminado entre 144 a
6,090 ppm, y en el de buena calidad de 459 a 3,091 ppm. (3)
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Con relacién al estudio de cepas de F. moniliforme aisladas del
maiz en zonas con alta incidencia de céncer esofigico humano, se
encontrd que la cepa MRC826, a partir de la cual se caracterizaron a las
fumonisinas, produjo 7,100 ppm de FB1 y 3,000 ppm de FB2. Los
cultivos de la cepa MRC 826 también han sido considerados de potente
actividad promotora de céncer, lo cual fue comparable con otras cepas de
alta produccién de fumonisinas (MRC4317 y MRC4321), mientras que
cepas de baja produccion no exhibieron actividad promotora de cancer.
0]

Debido a que las cepas de F. moniliforme aisladas en el maiz de
Huejotitan, mpio. de Jocotepec, Jalisco son consideradas de alta
produccién, deben realizarse nuevas investigacionzs, tanto de indole
toxicologico como epidemiologico en las regiores donde el maiz
presente mayor contaminaciéon por F. moniliforme y las cepas
pertenezcan a poblaciones de alto potencial productivo de fumonisinas.
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CONCLUSIONES

. Del total de cepas de F. moniliforme aisladas del maiz, el
93.8% (15/16) fueron productoras de fumonisinas.

. La produccién de fumonisinas por las cepas de F. moniliforme
se presentd en un rango de 700 — 2280 ppm.

. El 80% de las cepas de F. moniliforme se consideran de alto
potencial productivo de fumonisinas (> de 1000 ppm).

. Por los resultados del aislamiento e identificacion de F.
moniliforme, estudio preliminar, se concluye que existe alto
grado de contaminacién por F. moniliforme en el maiz en
Huejotitan, municipio de Jocotepec, Jalisco, sin que exista
relacién significativa entre el dafio visual de la mazorca, el
desarrollo de U.F.C. y la presencia del hongo, siendo este ultimo
de gran capacidad productiva de fumonisinas.
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