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vi
RESUMEN

El maiz se considera como el cultivo de mayor importancia en México y es la
base de la alimentacién de humanos y animales. Las especies de Fusarium
(Seccion Liseola) pueden causar diversas enfermedades en dicho cereal y
producir micotoxinas, tales como fumonisinas y fusaproliferina. En este estudio se
analizaron dos hibridos de maiz cosechados en una localidad del estado de
Jalisco durante la cosecha agricola 2003. Se determiné la incidencia con especies
de Fusarium y se evalué la capacidad de producir fumonisinas y fusaproliferina
por las especies aisladas. Fusarium verticillioides fue la especie aislada con
mayor frecuencia en ambos hibridos evaluados, seguida por F. proliferatum y F.
subglutinans. Las cepas de F. verticillicides (media= 1 3772 pg g') y F.
proliferatum (media= 2 978.4 ug g') produjeron altos niveles de fumonisinas
(FBs), mientras que las cepas de F. subglutinans produjeron los niveles menores
(media= 273.4 pg g'). Ademas, las cepas de F. proliferatum y F. subglutinans
produjeron fusaproliferina (FUS) en niveles que variaron entre 32 y 49.3 pg gy
37.5 y 52.5 pg g, respectivamente, mientras que sélo 4 de 11 cepas de F.
verticillioides produjeron FUS (media= 34.3 ug g™'). Los resultados de! presente
estudio indican que las cepas de F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans
aisladas del estado de Jalisco (México) son capaces de producir fumonisinas y
fusaproliferina en condiciones de laboratorio. Por lo tanto, seria de interés
determinar Ia incidencia natural de dichas micotoxina en maiz, considerando los
efectos toxicogénicos de las mismas y los efectos combinados con otras
micotoxinas. Los resultados obtenidos aportan los primeros datos sobre la
capacidad de produccion de FUS por cepas de Fusarium pertenecientes a la

seccion Liseola, aisladas de maiz en México.



INTRODUCCION

El maiz se considera como el cultivo de mayor importancia en México: el 72%
del total de produccion de maiz se destina para el consumo humano y se considera
una de los principales ingredientes considerados como fuente de energia en la
formulacion de dietas para los animales domésticos. Representa el 43 % de la
superficie cultivada y es el alimento basico para la poblacion (SAGARPA, 2003),
siendo el estado de Jalisco el primer lugar en produccion de este cereal; en el afo
2004 se obtuvieron 3 340 000 toneladas (SEDER, 2005).

La contaminacion de los alimentos destinados tanto para consumo humano y
animal ha cobrado gran importancia a nivel mundial debido principalmente a la gama
de padecimientos que dichos contaminantes puedan ocasionar una vez que se han
ingerido; entre los contaminantes naturales destacan las micotoxinas. las cuales
producen pérdidas economicas directas que resultan de la disminucién en la
produccion y en la calidad de los granos, disminucion de la produccién animal (baja
conversion alimenticia); todo esto aunado al costo que representa el disefio de
programas de monitoreo y el establecimiento de parametros que determinen los
niveles maximos permitidos con el objeto de reducir al minimo los riesgos para la
salud humana y animal. Es necesario destacar las pérdidas de los productores
afectados, ya que se ocasionan graves pérdidas por rechazo de sus productos en los

mercados internos y externos (Mannon y Johnson, 1985).

Las micotoxinas se definen como compuestos organicos, bioldgicamente
activos y de amplio espectro que pueden causar intoxicaciones agudas y cronicas,
mostrando efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos, entre otros
(Hesseltine, 1985). Estos compuestos son considerados metabolitos secundarios
porque no cumplen un papel en la fisiologia del organismo que los producen y se
sintetizan después de la fase exponencial del crecimiento del hongo.



Las micotoxinas presentan estructuras guimicas muy diversas y pueden ser
clasificadas segun su ruta biosintética. Esto se debe a que tanto el metabolismo
primario como el secundario estan relacionados por un reducido numero de
intermediarios metabodlicos simples, como la acetil-CoA, acido mevalonico,
aminoacidos y acido shikimico. Se han identificado mas de 300 compuestos
micotdxicos diferentes. producidas por aproximadamente 350 especies de hongos
(Betina, 1989).

Las principales especies implicadas en la produccién de micotoxinas en el
maiz pertenecen a los géneros Aspergillus. Fusarium y Penicillium. El género
Fusarium es considerado como el hongo micotoxicogénico mas frecuentemente
asociado al maiz recién cosechado. Aunque las especies de Aspergillus y Penicillium
han sido consideradas como hongos de almacenamiento, ambas también han sido

aisladas en el estado de cosecha (Moss. 1996).

Muchas especies de Fusarium producen numerosos metabolitos secundarios
que causan diferentes respuestas fisiolégicas y farmacologicas en planias vy
animales. Las especies del género Fusarium son las mas conocidas por la
produccion de tricotecenos, pero también pueden producir otras micotoxinas, asi
como una gran variedad de otros compuestos tales como pigmentos, antibidticos y

fitotoxinas (Nelson et al., 1993).

Los principales grupos de micotoxinas del género Fusarium aisladas de
granos de cereales son: tricotecenos. incluyendo a toxina T-2, diacetoxiscirpenol
(DAS), deoxinivalenol (DON), fusarenona X (FUSA), nivalenol (NIV), zearalenona
(ZEN) y fumonisinas (FBs). Ademas, también se han detectado otras micotoxinas
como moniliformina (MON), beauvericina (BEA) y fusaproliferina (FUS) (Bottalico,
1998).

Las micotoxicosis se caracterizan por ser padecimientos no contagiosos, no

infecciosos, y generalmente la signologia gue suelen presentar los organismos



afectados desaparece descartando el alimento contaminado. Todas las toxinas que
afectan al hombre y a los animales por le regular se encuentran en cultivos post
cosecha, ya que muchas especies de hongos sapréfitos producen dichas toxinas
durante el almacenamiento o durante el crecimiento de la planta, como lo hacen las

especies endofitas (Hussein y Brasel, 2001).

La presencia de micotoxinas en los alimentos se da por la presencia de
factores en el medio ambiente; principalmente condiciones de humedad vy
temperatura optimas para el crecimiento y desarrollo de los hongos que producen
este tipo de sustancias. aunado a las condiciones de almacenaje y manejo de las
materias primas con la que dichos alimentos se elaboran, por lo que hay que tener
cuidado con el manejo que se les da a los alimentos: en cuanto almacenaje,
controles de temperatura, y manejo de hibridos resistentes a la contaminacion con

hongos productores de micotoxinas (Hussein y Brasel, 2001).

1. Género Fusarium

Las especies del género Fusarium estan distribuidas mundialmente y es
comun encontrarlas en regiones tropicales y templadas, aunque también es posible
aislarlas en el desierto, en regiones alpinas y areas articas (Nelson, 1992). Esta
amplia distribucion se debe gracias a su capacidad para colonizar una amplia gama
de sustratos y a un mecanismo muy eficiente para disgregarse en los mismos. Estas
caracteristicas hacen que estas especies se adapten rapidamente a nuevos nichos
ecolégicos creados por el hombre. Se encuentran come sapréfitos en el suelo y en
vegetales en descomposicion de toda clase. Ademas juegan un papel importante en
la biodegradacién de los materiales organicos como de los productos farmacéuticos

(Thomas, 1984).



1.1. Descripcion taxondémica del género Fusarium

Pertenece a los Hyphomycetes y se considera como anamorfo relacionado
con el orden Hypocreales (Ascomycetes). Las etapas sexuales (teleomorfos) de
muchas de las especies mas importantes pertenecen al género Gibberella, mientras
que un numero de especies también tienen sus estados teleomorfos en el género

Haematonectria.

Algunos hongos del género Fusarium son patégenos de insectos (Claydon y
Grove, 1984) y otros son agentes de enfermedades en humanos y animales
vertebrados, causando micosis y posiblemente alergias (Austwick, 1984). La mayoria
son parasitos de plantas nativas y cultivadas. causando podredumbre de frutos y
marchitamiento (Bottalico et al., 1983, 1987, Logrieco y Bottalico, 1988).

Gibberella fujikuroi (Sawada) es el estado sexual (teleomorfo) de varias
especies de Fusarium de la seccion Liseola, que incluyen Fusarium verticillioides
(Sacc.) Nirenberg, F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg y F. subglutinans
(Wollenweber and Reinking) Nelson, Tousson & Marasas. Los taxénomos aun
discuten en cuanto al numero de especies dentro de ésta seccion y sobre los criterios

morfolégicos usados para distinguirlas.

El uso del concepto de especies con caracter diagnostico es una forma de
evitar las dificultades en la identificacion cuando los organismos son
morfologicamente similares (Leslie y Mansuetus, 1995; Leslie, 1996). EI
apareamiento por lo tanto, es una herramienta Util para definir las especies biologicas
en el complejo G. fujikuroi. Se han descrito 8 poblaciones de apareamiento para este
complejo, denominadas A, B, C,D,E, F, Gy H (Tabla 1).

La identificacion de las poblaciones de apareamiento a la cual pertenecen las
cepas aisladas en el campo es de importancia desde el punto de vista

micotoxicologico y fitopatologico (Leslie, 1991).



Tabla 1. Especies biolégicas del complejo Gibberella fujikuroi y su correspondiente

anamorfo y teleomorfo.

Anamorfo Especie bioldgica Teleomorfo
F. verticillioides A G. moniliformis
F. sacchan B No descrito
F. fujikuroi Cc G. fujikuroi
F. proliferatum D G. intermedia
F. subglutinans E G. subglutinans
F. thapsinum F G. thapsina
F. nygamai G G. nygamai
F. circinatum H G. circinata

Leslie, 1996

Las especies biolégicas pueden diferenciarse considerando otros criterios,
como la produccion diferencial de metabolitos secundarios (Leslie et al.. 1892a). Los
miembros de la poblacion de apareamiento A, anamorfo F. verticillioides. son
capaces de sintetizar niveles altos de fumonisinas, mientras que los miembros de la
poblaciéon F anamorfo F. thapsinum, no son productores de dicha micotoxina. Los
miembros de las poblaciones D y G son capaces de sintetizar cantidades
significantes de fumonisinas, mientras que los miembros de las poblaciones B y E

son productores de bajos niveles o no productores de la misma (Leslie et al., 1992b).

Los miembros de las poblaciones B, C, D, E y F son productores de altos
niveles de moniliformina, mientras que los miembros de las poblaciones A no son
productores de dicha toxina. En cuanto a la produccion de beauvericina, las
poblaciones A, B, C, D, E son altos productores y los miembros de la poblacion F no
la producen. Los miembros de la poblacion D y E son buenos productores de
fusaproliferina, mientras que los miembros de las poblaciones A, B, C y F no son
buenos productores (Logrieco et al., 1996; Moretti et al., 19986).



Los estudios taxondmicos del género Fusarium tienen dos inconvenientes: la
falta de estabilidad de las especies en los medios comunes de laboratorio y el uso de

distintos sistemas empleados para su clasificacion en diferentes paises.

Los sistemas taxondmicos usados hasta el presente por varios autores estan
basados sobre variantes de dos escuelas micologicas, la de Wollenweber y Reinking
(1935) en la cual se reconocian 65 taxones y la de Snyder y Hansen (1940, 1941,

1945) que aceptaban solamente 9 especies.

Todas las especies de Fusarium tienen una caracteristica taxonémica en
comun: la produccion de macroconidios de diversas formas, generalmente con una
sola célula basal en forma de pie. cuando los mismos se producen en
esporodoquios. Este criterio combinado con ofras caracteristicas primarias o

secundarias, constituyeron la base para la taxonomia clasica del género.

Para la separacion de especies del género Fusarium, Nelson et al. (1983)
también se basaron en caracteristicas primarias y secundarias. Las primeras
contemplan la forma del macroconidio. la presencia o ausencia de microconidios.
forma del microconidio, si crecen o no en cadenas y el tipo de microconidiéforo. Las
caracteristicas secundarias se basan en la presencia o ausencia de clamidosporas,
la configuracion y posicion de las mismas, la presencia o ausencia de esclerocios y
esporodoquios. La morfologia de la colonia, la pigmentacién y la velocidad de
crecimiento son de utilidad si se usan procedimientos estandarizados. Basandose en
dichas caracteristicas dividieron al género en 12 secciones: Eupionnotes,
Spicarioides, Arachnites, Sporotrichiella, Roseum, Arthrosporiella, Gibbosum,

Discolor, Lateritium, Liseola, Elegans y Martiella — Ventricosum.

Las especies del género Fusarium pueden mostrar mucha variacién debido a
su constitucion genética y por la influencia de factores ambientales. Dichas
variaciones pueden causar problemas para una correcta identificacion en caso de no

seguir procedimientos estandarizados para el cultivo y la conservacion. En caso



contrario se producen cultivos mutantes que son dificiles de identificar porque éstos

generalmente pierden sus caracteristicas culturales tipicas (Marasas et al., 1987).

Las especies de Fusarium que taxonomicamente se ubican en la Seccién
Liseola son importantes como patégenas de distintas plantas de interés econdmico
como arroz (Sun y Snyder, 1881), maiz (Leslie et al., 1990), sorgo (Jardine y Leslie,
1992), esparragos (Elmer y Ferrandino, 1982), pifia (Rohrback y Pfeiffer, 1976),
platanos (Shaw et al., 1993). Las toxinas y metabolitos secundarios producidos por
estas especies son quimica y biosintéticamente diversos e incluyen compuestos tales
como fumonisinas (Gelderblom et al, 1988a), moniliformina (Marasas et al., 1986).
fusaproliferina (Logrieco et al., 1896), beauvericina (Logrieco ef al., 1998; Moretti et

al., 1996) y otras toxinas que aun permanecen sin identificarse (Leslie et al., 1996).

2. Principales micotoxinas producidas por los hongos del género Fusarium

seccion Liseola
2.1. Fumonisinas

Las fumonisinas (FBs) son un grupo de toxinas aisladas por primera vez a
partir de cultivos de F. verticillioides MRC 826 en maiz (Gelderblom et al., 1988a). El
aislamiento y caracterizacidon de dicha micotoxina se inicié por la muerte de
numerosos caballos de leucoencefalomalacia principalmente en Nueva Caledonia y
una elevada incidencia de cancer esofagico en Sudafrica. El alimento ingerido por los
caballos estaba contaminado con F. verticillioides. Dos grupos independientes, uno
en Sudafrica y otro en Nueva Caledonia, aislaron fumonisina By (FB4), la mas

abundante de las fumonisinas, a partir de dicho alimento (Bezuidenhout et al., 1988).

Quimicamente, las fumonisinas son una serie de aminopolioles de cadena
larga (20 carbonos) esterificados en los carbonos 14 y 15 con dos grupos de acidos

tricarboxilicos (Figura 1). Se han identificado hasta la fecha diez fumonisinas: FA;,



FAz. FB1. FBa, FBj;, FB4, FC4, FCa. FC3 y FCy: de éstas solo las de la serie By C son

importantes desde el punto de vista de la contaminacién natural (Pittet. 1998).
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Figura 1. Estructura quimica de las fumonisinas (Musser y Plattner, 1997).

La FBs es la mas abundante de dichas micotoxinas presentes en cultivos de
maiz y subproductos naturalmente contaminados, destinadas tanto al consumo
humano como animal (Plattner et al., 1990; Shephard et al., 1990; Ross et al., 1991
a, b) y representa aproximadamente el 70% o mas del total de FBs producidas por F.
verticillioides in vivo e in vitro (Nelson ef al., 1991; Ross et al., 1992). La FB; es
producida en menor cantidad que la FBy y generalmente representa el 20 — 30% de

la concentracion total de FBs.

Las fumonisinas son compuestos fuertemente polares, lipofdbicos, solubles en

agua y acetonitrilo - agua, solubles y no estables en metanol, insolubles en solventes



no polares (Murphy et al, 1993). FB; es estable al calor, por ejemplo el
calentamiento a temperatura de ebullicion por 30 minutos seguido de un secado a
60°C por 24 horas no produce cambios en la concentracion (Alberts et al., 1990). Es
posible recuperar cerca de un 40% de FB, y FB; al calentar harina de maiz a 180 °C;:
a temperaturas superiores la pérdida es total (Scott y Lawrence, 1992). La
nixtamalizacién y la amoniacion reducen el contenido de FBs mientras que
incrementan la concentracion de FBs hidrolizadas (Kuiper-Goodman et al., 1996;
Voss et al., 1996; Flynn et al., 1997; Norred et al., 1998, Reyes et al., 2002).

Las FBs son similares estructuralmente la esfingosina. Se propone que estas
toxinas tendrian un camino biosintetico similar (Abbas y Shier, 1992; Plattner y
Shackelford, 1992); sin embargo, los datos experimentales sugieren una via similar a

la de los policétidos (Miller, 1992).

Una gran variedad de meétodos analiticos se han desarrollado para la
deteccion y cuantificaciéon de las FBs en diferentes sustratos que incluyen:
cromatografia liquida de alta precision (HPLC) (Sydenham et al. 1990),
cromatografia de capa fina (TLC) (Rottinghaus et al., 1892), métodos inmunologicos
como ELISA (Azcona-Olivera ef al., 1992), cromatografia gaseosa (GC) (Sydenham
et al,, 1990), cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (GC-SM)
(Voss et al., 1989). Debido a que las fumonisinas no poseen un grupo cromoforo, la
mayoria de los métodos analiticos dependen de una derivatizacion previa con
fluorocromos como: o-phthaldialdehido (OPA) (Shephard et al, 1992),
dicarboxaldehido naftaleno (NDA) (Bennet y Richard, 1994), fluorescamina
(Sydenham et al., 1990; Rottinghaus et al., 1992), 4-fluoro-7- nitrobenzofurazan
(Scott y Lawrence, 1992), isotiocianato de fluoresceina (Maragos, 1995).

2.1.1. Especies productoras de fumonisinas

Muchas cepas de F. verticillioides, aisladas no sélo a partir de maiz y alimentos

balanceados a base de maiz, sino de otros sustratos como sorgo y arroz, son
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capaces de producir FBs (Gelderblom et al., 1388a, b: Reynoso et. al. 2004). Algunas
especies de Fusarium Seccion Liseola (F. proliferatum, F. anthophilum VB
globosum) son capaces también de producir FBs (Nelson et al., 1992; Chulze et al..
1996, 1998a; Sydenham et al.. 1997, Reynoso et. al. 2004). Sin embargo, F.
subglutinans es productor de bajos niveles ¢ no productor de la toxina (Leslie et al.,
1992 b; Nelson et al., 1982; Chulze et al., 1998, 1998a; Torres et al., 2001). Especies
relacionadas a la Seccion Liseola. recientemente descritas son productoras de FBs,

ellas son: F. dlamini, F. napiforme y F. nygamai (Nelson et al., 1992).

2.1.2. Efectos biolégicos de las fumonisinas

De las toxinas descritas. solamente FBy y FB, parecen tener importancia
toxicologica ya que, tanto FB; y FBs, FA; ¥ FA; cuando se encuentran en condiciones

naturales se presentan en bajas concentraciones.
Se ha demostrado que FB; es causante de:

% Leucoencefalomalacia (ELEM) en equinos (Weibking et al., 1983).

< Edema pulmonar (PPE) en cerdos (Harrinson et al., 1990).

<+ Hepatotoéxicidad y hepatocarcinogénicidad en ratas (Gelderblom et al.,
1991; Voss et al. 1893).

< Inmunosupresion (Qureshi y Hagler, 1892).

En humanos se ha relacionado estrechamente con el incremento de la
incidencia de cancer esofagico en poblaciones de Sudafrica (Rheeder et al., 1992;
Chu y Lee, 1994; Marasas, 1995), en China (Yang, 1980: Chu y Lee, 1994,
Yoshizawa et al., 1894), Iran (Kmet y Mahboubi, 1972) y Carolina del Sur (Fraumeni

y Blot, 1977).
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La Agencia Internacional de Investigacion del Cancer, establecid que: a) hay
evidencia insuficiente de la carcinogenicidad en humanos de las toxinas derivadas de
F. verticillioides, b) hay evidencia suficiente de la carcinogenicidad en animales de
experimentacion de material de cultivo de F. verticillioides, c) hay evidencia limitada
de la carcinogenicidad de FBy en animales de experimentacion. De acuerdo a lo
mencionado anteriormente, las toxinas derivadas de F. verticillioides son

consideradas como 2B, “posibles carcinégenos para humanos” (IARC, 1993).

2.1.3. Mecanismo de accion de las fumonisinas.

Hasta el momento el mecanismo por el cual las fumonisinas inducen ELEM,
PPE y hepatoxicidad, nefrotoxicidad y carcinoma hepatocelular en ratas de
laboratorio es desconocido, pero podria relacionarse con la alteracion del

metabolismo de los esfingolipidos.

Estudios in vitro han revelado que la FB; es un potente inhibidor de la
biosintesis de los esfingolipidos, lo cual se refleja en cambios de las proporciones de
esfinganina/esfingosina (SA/SQO) (Merrill et al, 1993; 1885: 1996; 1897). La
biosintesis de los esfingolipidos comprende los pasos enzimaticos que ocurren en el
reticulo endoplasmico y que comienzan con la condensacién de la serina y palmitoil -
CoA para formar 3 - cetoesfinganina y que terminan con la formacion de ceramida (N
-acilesfingosina) la cual es formada por la reduccion de la dihidroceramida (N -
acilesfinganina) por la N - aciltransferasa (Merrill, 1991). FBy inhibe la N -
aciltransferasa (ceramida sintetasa), una enzima critica en la biosintesis de los
esfingolipidos. La relacion SA/SO en sueros y tejidos obtenidos a partir de cerdos,
caballos y ratas ha sido relacionado con la ingestién de alimentos que contenian FB;
(Riley et al., 1994).
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2.2. Fusaproliferina

La fusaproliferina (FUS) fue aislada y purificada por primera vez a partir de un
cultivo de Fusarium proliferatum ITEM - 1494 aislado de maiz en el norte de Italia
(Ritieni et al., 1995). Quimicamente es un sesterterpeno biciclico toxico con 5
unidades isoprénicas, 4 unidades C = C y 4 atomos quirales (Figura 3) (Randazzo et
al., 1993; Ritieni ef al., 1995, Munkvold et al. 1998). El peso molecular es muy
compatible con su férmula molecular Cz;H440s. La estereoguimica de FUS se
determino por analisis de rayos X y es consistente con la via biosintética del acido

retigeranico (Santini et al., 1996).

0 CH,

%Cho

Figura 2. Estructura qL]imica de la fusaproliferina (Logrieco et al., 1996)

2.2.1. Especies productoras de fusaproliferina

Entre las especies de Fusarium productoras de FUS se encuentran F.
proliferatum y F. subglutinans, aisladas de maiz de Austria, Canad3, Italia, Polonia,
Peru y Estados Unidos (Logrieco ef al., 1996; Reynoso et al., 2004). Otras especies
del género Fusarium, tales como, F. globosum, F. guttiforme, F. pseudocircinatum, F.
pseudonygamai y F. verticillioides también son productoras de dicha micotoxina
(Moretti et al., 1998; Castella ef al., 1999b; Shephard ef al.,, 1999; Fotso et al., 2002;
Srobarova et al, 2002). En el complejo G. fujikuroi, FUS es producida en altas
concentraciones por cepas pertenecientes a las poblaciones de apareamiento D y E,
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mientras que los miembros de las poblaciones A, B, C y F la producen en muy bajos
niveles o no producen dicha toxina (Moretti ef al., 1996, Reynoso ef. al. 2004).

2.2.2. Mecanismo de accion de la fusaproliferina

Fusaproliferina es biolégicamente activa sobre el modelo Artemia salina L.
lineas celulares de insectos (SF-9), lineas celulares de linfocitos B humanos
(IARC/LCL 171) (Logrieco et al., 1996) asi como teratogénica para embriones de
pollo (Ritieni et al., 1997, Munkvold et al., 1998).

2.3 Incidencia de fumonisinas y fusaproliferina en alimentos

Teniendo en cuenta la actividad toxica atribuida a las FBs y la presencia de
hongos del género Fusarium en maiz y sus derivados, se han realizado diversos
estudios para determinar el riesgo a la salud humana y animal, asi como también
para determinar el grado de exposicién de la poblacién a dichas toxinas. A partir del
afio de 1989 se realizaron en varios paises evaluaciones para determinar la

incidencia natural de las FBs en maiz y alimentos base de maiz destinados a

consumo humano y animal.

En la mayoria de los estudios realizados sélo se ha analizado FB,, ya sea de
forma individual o de manera conjunta con FB,. Poca significancia ha tenido la FB3;
en aquellas muestras donde esta toxina ha sido detectada, generalmente los niveles
encontrados son menores a los de FB; y considerablemente inferiores a FB4, la cual
representa el 70 % de las FBs encontradas en el maiz (Shephard et al., 1990).

Los niveles de fumonisinas encontrados en alimentos para animales,
asociados con brotes de ELEM en caballos fueron en algunos casos muy altos con
un maximo de 130 pg/g de FB,, asi como las concentraciones de fumonisinas
encontradas en algunas muestras de alimento asociado con PPE no, teniendo un

maximo de 330 pg/g de FB¢ (Tabla 2). La contaminacién de maiz por fumonisinas en
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distintos paises refleja los niveles de infeccion fiungica de los cultivos durante su
desarrollo, la cual depende de factores como regién geografica, clima y dafio por
insectos; se han encontrado niveles altos de fumonisinas en maiz cosechado en
varios paises como Estados Unidos, Italia y Argentina; aunque F. verticillioides esta
distribuido mundialmente en casi todas las areas de produccion de maiz, este hongo
predomina en regiones calidas y secas donde la podredumbre del grano de maiz es
alta y es menor en climas frios, tales como los del norte de Europa y Canada (Miller,
1992).

Tabla 2. Niveles de fumonisinas (ug/g) en alimentos asociados con ELEM y PPE.

Total FB1(ng/g) FB; (ng/g)
Muestra Origen  (positivas) Media® Rango Media® Rango Referencia
Leucoencefalomalacia
Alimento a base de Brasil 14 (14) 10.3 0.2- 3.8 0.05- Sydenham et
maiz 38.5 12 al,1993a
Maiz Italia 1(1) 60 15 Doko y
Visconti, 1984
Alimento balanceado  Sudéafrica 1(1) 8.85 3 Shephard et
al., 1990
Maiz, alimentos a Estados 197 (173) 405 1-300 19.6° 0.1-17 Wilson et al.,
base de maiz Unidos 1990, Park et
- al., 1992,
Plattner et al.,
1990, Thiel et
al., 1991b,
Sydenham et
al., 19923,
Ross et al.,
1991b
Edema Pulmonar
Alimento a base de Brasil 3(3) 10.0 8.5- 2.8 1.9-3.2 Sydenham et
maiz 11.1 al., 1992*
Maiz molido Estados 114 (101) 90.3 3-300 NA Harrison et
Unidos al.., 1999,
Colvin y
Harrison 1992

Osweiler et al.,
1992, Ross et
al, 1891a

¥ media de todas las muestras positivas; ° analizadas 20 muestras; NA: no analizado (Ramirez, 2000)
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Para exponer la informacién disponible a nivel mundial sobre la contaminacion

natural con fumonisinas en alimentos a base de maiz para animales, los datos se

presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Niveles de fumonisinas en alimentos para animales.

Total FB1(ug/g) FB2 (ng/g)
Muestra Origen  (positivas) Media® Rango Media® Rango Referencia
Africa
Maiz Burundi 6 (6) 12.2-725 NA Munimbazi y
Bullerman, 1996
Salvado de maiz, Sudafrica 429 (422) 161 0.05-44.7 0.62 0-26.9 \Vijoen ef al., 1993,
harina de germen de Rava, 1996
maiz, alimento
balanceado con
maiz, maiz molido.
Maiz almacenado Zambia 16 0.03-1.68 NA Sundheim et al.,
1995
Asia
Granos de maiz Corea 83 (46) 11.90 <0.03- 4.30 <0.05- Ung-Soo et al.,
25.33 7.68 1994, Sohn et al.,
1999
Alimento balanceado India 168 (50) 0.62 0.01-64.7 NA Shetty y Bhat, 1997
para pollos, granos
de maiz, maiz
mohoso
Alimento a base de Japén 6 (6) 14 0.3-2.4 37 <0.1-8.5 Uenoetal., 1983
laten.
(93ranos de maiz Tailandia 35 (17) 0.73 <0.05-1.59 0.17 0.05-0.35 Wang et al., 1993,
Yoshisawa et al.,
1996
Maiz Filipinas 98 (54) 0.05-18.8 0.05-1.4 Yoshisaway
Indonesia Yamashita, 1995
Granos de maiz, Vietnam 32 (23) 0.94 0.26-344 028 0.150.56 Wangetal, 1995a
maiz molido
Europa
Granos de maiz, Italia 124 (124) <0.1-3.0 Pietri et al., 1995
sémola de maiz i
Gluten de maiz Reino 1116 (94) 1.04 0.02-27 0.05 <0.05- Scudamore y
importado, alimento Unido 0.07 Chang 1993,
para mascotas, maiz Scudamore et al.,
1997 y 1998
Alimento para aves Suiza 22 (6) 0.24 0-0.48 0.09 0-0.12  Pittet ef al., 1992
Ameérica del Norte
Alimento para cerdos  Estados 9(8) FB, + FB2: media 15; rango 0-33 ng/g Bane et al.,, 1992
Unidos
Maiz molido Estados 85 (85) Media: 12.1; rango 2.6-32 pg/g Price et al., 1993
Unidos
Maiz molido Estados  319(286) 11.7 0.1-239 511° 0.1042.8 Stacky Eppley,
Unidos 1992, Hopman y

Murphy, 1993, Ross
etal., 1991*

% media de todas las muestras analizadas; ° 49 muestras analizadas; © 10 muestras analizadas; NA: no analizado

(Ramirez, 2000)
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En el estado de Nuevo Ledn, México, se realizd un estudio donde se
recolectaron muestras de maiz blanco destinado para consumo humano, los
resultados demostraron la presencia de F. verticillioides en el 61% de las muestras
de maiz analizado y el aislamiento de cepas con alta capacidad productora de
fumonisinas (10 — 9 000 pg/g), por lo que se concluyd que puede existir alto potencial
de contaminacién en el maiz mexicano (Desjardins et al., 1994).

Estudios realizados en el estado de Jalisco, México permitieron observar la
presencia de F. verticillioides en el 80 % de las muestras de maiz analizadas, de las
cepas aisladas 93% fueron productoras de fumonisinas en un rango de 750 — 2 280
Hg/g (Reyes et al., 2000).

Poco es lo que se sabe referente a la incidencia natural de FUS. Debido a la
actividad téxica que tiene FUS, se ha sugerido que la presencia de estas micotoxinas
junto con FBs pueden representar un gran riesgo para la salud animal, ya que se ha
propuesto la posibilidad de haber una accion sinérgica de micotoxinas producidas por
hongos del género Fusanum, especialmente en el caso de la FBs(Munkvold ef al.,
1998).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El maiz es uno de los principales cultivos en nuestro pais y la base de la
alimentacion de la sociedad mexicana. La contaminacion del maiz por hongos del
género Fusarnium seccion Liseola resulta en grandes pérdidas economicas en el
sector agropecuario, ya que estas especies producen una serie de micotoxinas que
afectan al ganado que consume este producto, debido a que el maiz es utilizado

como ingrediente en la elaboracidn de alimentos balanceados destinados al consumo

animal.

Los diversos estudios actualmente elaborados muestran que las micotoxinas
producidas por los hongos del género Fusarnium son causantes de muchas
enfermedades en animales, como la leucoencefalomalacia equina, edema pulmonar
porcino, efectos carcinogénicos y hepatotéxicos en ratas; y se han asociado también

como promotoras de cancer en humanos.

En México, se ha investigado poco referente a la proliferacidn de las especies
fungicas que comprende el género Fusarium seccion Liseola, y a la evaluacion de las
caracteristicas micotoxicologicas de las cepas de dichos hongos aisladas del maiz
que se cultiva actualmente, particularmente sobre la producciéon de fusaproliferina,
micotoxinas que pueden presentarse de manera conjunta con las fumonisinas y tener

efecto sinérgico incrementando los efectos toxicos en animales.
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JUSTIFICACION

El presente estudio tiene el propésito de identificar las especies fungicas
productoras de las micotoxinas FB y FUS. ya que representa una herramienta
importante para tomar medidas de control y prevencién de la contaminaciéon en

precosecha, cosecha y post cosecha.

La valoracion de la capacidad micotoxicogénica de las cepas de Fusarium de
la seccidn Liseola puede ser un indicativo del impacto de la contaminacién natural del
maiz con micotoxinas, haciendo especial énfasis en las fumonisinas y fusaproliferina,

causantes de diversos padecimientos en animales y en el humano.
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HIPOTESIS

Las especies de Fusarium de la seccion Lisecla son contaminantes frecuentes

del maiz, con una elevada capacidad productora de fumonisinas vy fusaproliferina.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la incidencia de especies de Fusarium seccion Liseola y la capacidad
micotoxicogénica de las cepas aisladas de dos variedades de maiz cosechadas en

una localidad del estado de Jalisco.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Evaluar el porcentaje de infeccion de especies del género Fusarium aisladas de
las hibridos de maiz Alsa 036W (maiz blanco) y Lince (maiz amarillo),
cosechadas de las parcelas experimentales del Depariamento de Produccion

Agricola del Centro Universitario de Ciencias Bilogicas y Agropecuarias.

2. ldentificar las especies de Fusarium de la seccion Liseola aisladas de las

variedades Alsa 036W y Lince.

3. Determinar los niveles de produccion de fumonisinas y fusaproliferina de las

cepas de Fusarium aisladas del maiz.

4. Analizar las condiciones climaticas que prevalecieron durante el cultivo

primavera-verano 2003.



21

MATERIAL Y METODOS.

El presente estudio se desarrollara en el Laboratorio de Residuos Toxicos
del Departamento de Salud Publica del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias; con la colaboracién del Laboratorio de semillas, del Departamento de

Produccién Agricola.
1. Muestreo.

Las muestras se obtuvieron a partir de parcelas experimentales del CUCBA
(Departamento de Produccion Agricola) ubicadas en el Km 15 de la carretera a
Nogales. recolectadas a partir de la cosecha agricola 2003. Cada parcela consto de
aproximadamente 10 surcos de 100 m (5 plantas por metro) con una separacion
entre surcos de 70 cm. Las muestras se obtuvieron con un disefio completamente al
azar con una intensidad de muestreo del 10%. Las mazorcas de cada variedad de
maiz se desgranaron y se formé una muestra compuesta, a partir de la cual se

obtuvieron 3 submuestras de cada variedad.
2. Aislamiento especies de Fusarium

De cada una de las submuestras se tomaron cien granos, los cuales fueron
desinfectados superficiaimente con una solucién de hipoclorito de sodio al 1%
durante 1 minuto. Se lavaron los granos tres veces con agua destilada estéril y se
colocaron en el medio de Nash — Snyder, selectivo para el aislamiento de especies
de Fusarium (Nelson et al., 1983). Las muestras se incubaron a 24 °C durante 7 - 10

dias bajo ciclos de 12 horas de luz blanca y 12 horas luz negra, respectivamente.

Se observaron macroscopicamente las colonias desarrolladas y se determind
el porcentaje de infeccion con especies de Fusarium. Las colonias que pertenecieron

al género Fusarium fueron transferidas al medio agar hojas de clavel (AHC) e
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incubadas durante 7 dias a 24 °C bajo ciclos de 12 horas luz blanca y 12 horas luz

negra; respectivamente, para su posterior identificacion.
3. Identificacion de especies de Fusarium

A partir del medio agar hojas de clavel (AHC) se realizaron aislamientos
monospdricos, para lo cual se tomo una pequefa cantidad de material fungico y se
realizd una suspension en 10 ml de agua destilada estéril. Luego de homogeneizar
dicha suspension, se transfirio a una placa de Petri con agar agua, se dispersd por
rotacion y se descantd. Las placas se incubaron inclinadas durante 16 a 18 ha 24 °C
para permitir la germinacion de las esporas. Posteriormente se procedid a la
obtencién de conidios germinados bajo al microscopio (40 X) mediantz aguja
histolégica. Un conidio se transfirio a AHC en placas de Petri de 8 cm y. otro a tubos
de ensayos con agar papa glucosado (APG). Los cultivos se incubaron durante dos
semanas con ciclos alternativos de 12 h luz blanca y 12 h luz negra a 24 °C. La
identificacion de las cepas se realizo en base a la metodologia propuesta por Nelson
et al. (1983).

Para la identificacion de las especies de Fusarium se observaron las
caracteristicas microscopicas luego del desarrollo de las cepas en AHC, y las
caracteristicas culturales en APG. El medio AHC favorece la esporulacién sobre el
desarrollo micelial, produciéndose conidios y conidiéforos en abundancia, uniformes
en tamanio y forma, reduciendo asi la variacion fenctipica. Las especies de Fusarium
una vez aisladas e identificadas fueron mantenidas en medio Agar Jugo V8 (Nelson

et al., 1983), con el fin de evitar posteriores mutaciones de las cepas.
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4. Caracterizacion micotoxigénica

4.1 Produccion de fumonisinas

Para evaluar la capacidad de las cepas para producir fumonisinas (FBs) se
colocaron 50 g de maiz amarillo partido en frascos Erlenmeyer de 250 mi, se
hidrataron con 17.5 ml de agua destilada y se esterilizaron en autoclave a 121 °C
durante 30 minutos (dos dias consecutivos). Posteriormente se inoculd el maiz con 1
ml de una suspension de conidios en agua destilada estéril de las cepas en estudio,
desarrollada previamente durante 7 dias en el medio de cultivo AHC. Las muestras
se incubaron a 25 °C durante 28 dias en oscuridad. Luego del periodo de incubacion
las muestras se secaron a 60 °C, se molieron y se almacenaron a 4 °C hasta el

analisis.

A partir de 15 g de cada muestra previamente molida, se extrajeron las toxinas
con 50 ml de acetonitrilo — agua (1:1). Se agito el extracto 30 minutos en un agitador
rotatorio y posteriormente se filtrd a través de papel de filtro Whatman N °4. Los

extractos se almacenaron a 4 °C hasta el momento del analisis por HPLC.
4.1.1. Deteccidn y cuantificacion de fumonisinas

Para la deteccion y cuantificacion de las FBs se seguié la metodologia
propuesta por Shephard ef al. (1990) modificada por Doko et al. (1995). Una alicuota
de 50 pl del extracto se derivatizd adicionandole 200 pl de una solucion de O-
phthaldialdehido (OPA). La solucion derivatizante se preparo disolviendo 40 mg de
OPA en 1 ml de metanol, 5 mi de tetraborato desodio a 0.1M y 50 ul de 2-
mercaptoetanol. Las fumonisinas derivatizadas (20 pl de la solucion) fueron
analizadas empleando un sistema de deteccién de fluorescencia/lHPLC fase reversa.
El sistema HPLC consiste de una bomba Hewlett Packard 1110, conectado a un
detector de fluorescencia Hewlett Packard 1100 y a una computadora Hewlett
Packard. Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo en una columna de
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fase reversa de C18 (150 x 4.6 mm, 5um de tamario de particula; Supelcosil LC-ABZ,
Supelco) conectada a una precolumna Supelguard LC-ABZ (20x4.6 mm, 5um de
tamano de particula, Supelco). Como fase movil se utilizd metanol - fosfato de sodio
dihidrogenado 0.1M (75:25), el pH de la solucién se ajustdé a 3.35 con &cido
ortofosférico. El flujo de la fase movil fue de 1.5 mi/minuto. El rango de excitacion y

emision usados fueron 335 y 440 nm, respectivamente.

Las soluciones testigos se prepararon disolviendo FB y FB; puras obtenidas
de SIGMA, en acetonitrilo - agua (1:1, v/v) en concentracicnes de 5 y 10 ug/ml,
respectivamente. La cuantificacion de las fumonisinas se bas¢ en las alturas de los
picos comparados con la altura de los picos de una solucion testigo de referencia de
FB:yFBa.

4.2. Produccion de fusaproliferina

Para evaluar la capacidad de las cepas de producir FUS se procedio de la
misma forma que para la produccion de fumonisinas, solo que se empled 22.5 ml de

agua destilada para hidratar los granos de maiz.
4.2.1. Deteccion y cuantificacion de fusaproliferina

Para la extraccidon de FUS se seguid la metodologia propuesta por Munkvold
et al. (1998). A partir de 10 g de cada muestra previamente molida, las toxinas se
extrajeron con 15 ml de metanol. Se agitd el extracto 30 minutos en agitador
rotatorio, luego se filtrd a través de papel de filtro Whatman N °4. El metanol se
evaporo a sequedad a 40 °C. Los extractos se almacenaron a 4 °C hasta el momento

del analisis por HPLC.

Para la deteccién y cuantificacion de FUS se segui¢ la metodologia propuesta
por Munkvold ef al. (1998). Los residuos se redisolveron en 1.5 ml de metanol y una

alicuota de 500 pl del extracto metandlico se filtré a través de filtros de 0.22 um. Las
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micotoxinas fueron analizadas usando un sistema de deteccién de UV/HPLC fase
reversa. El sistema HPLC consisti6 de una bomba Shimadzu SCL - 10A VP
conectado a un detector de UV de la misma marca y a una computadora HP Compag
1220 MT. Las separaciones cromatograficas de las micotoxinas se llevaron a cabo
en una columna de fase reversa de C18 (250 x 4.6 mm, 5pm de tamario de particula;
Supelcosil LC - ABZ, Supelco) conectada a una precolumna Supelguard LC-ABZ

(20x4.6 mm, 5um de tamario de particula, Supelco).

La fase movil fue acetonitrilo:agua (85:15). Las soluciones testigos se
preparon disolviendo FUS pura en acetonitrilo:agua (1:1, v/v) en concentraciones de
120, 60 y 30 ng/mi.

La cuantificaciéon de FUS se realizo por el integrador de la estacion de trabajo
HP, con un software programado para calcular la concentracion de la toxina a partir
de la altura del pico en comparacion con una curva de calibracion establecida para &l

método utilizado, con soluciones testigos de concentracién conocida.

5. Analisis estadistico

Los resultados fueron contratastados mediante el Analisis de Varianza
(ANOVA) vy la prueba de Tukey para comparacién de medias, a un nivel de
significancia del 95%, se utilizd el paquete estadistico de Sigma Stat version 2.03
para Windows 95 y NT (2005).

6. Analisis de las condiciones climatoldgicas.

Se obtuvieron los registros de los archivos de la estacion meteorologica
cercana a la localidad estudiada y se analizaron los valores registrados de
temperatura maxima, minima y promedio; asi como la precipitacion pluvial y

humedad relativa de mayo a diciembre de 2003.
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RESULTADOS

1. Aislamiento e identificacion de las especies de Fusarium seccion Liseola
aisladas de dos variedades de maiz cosechadas en una localidad del estado de

Jalisco

La evaluacion del grado de contaminacion con especies de Fusarnum, de las
muestras de las dos hibridos de maiz cosechados en las parcelas experimentales del
CUCBA, ubicadas en el predio Las Agujas, Nextipac, Zapopan, mostro un porcentaje
de infeccion promedio en el medio Nash-Snyder del 68% para la variedad Alsa 036W
(rango 40 - 96%) y de 61% para la variedad Lince (rango 22 — 100%); considerando
granos dafados y asintomaticos (Tabla 4, Figura 3).

La observacion microscopica (10x) de las colonias demostré que un 91% (58
cepas) de las mismas presentaban microconidios dispuestos en falsas cabezas y
cadenas, que correspondieron a F. verticillioides (figura 4) y F. proliferatum (figura 5),
la primera especie mostré microconidios en monofialides, en tanto la segunda
presentd monofidlides y polifidlides, caracteristica distintiva entre ambas especies;
mientras que el 8% de los cultivos presentaron soélo falsas cabezas de microconidios
y presencia de monofidlides y polifialides, cepas correspondientes a F. subglutinans
(figura 6). Las caracteristicas microscopicas (40X) se observaron en preparados en
fresco y revelaron la presencia de un micelio hialino y septado, microconidios
unicelulares de foorma ovoide con base truncada, macroconidios céncavos a rectos,
con la superficie dorsal y ventral casi paralelas y de paredes finas, y mdltiples

conidiéforos ramificados y no ramificados.

La tabla 5 resume las caracteristicas morfologicas y culturales de las cepas de
Fusarium aisladas de los hibridos de maiz. La evaluacion de las colonias en APG de
la mayoria de las cepas aisladas mostré un micelio aéreo blanco a naranja palido,

lavanda a pdrpura, reverso incoloro a naranja palido, marrén a purpura.
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Tabla 4. Incidencia de Fusanum (Seccion Liseola) en muestras de diferentes

variedades cosechadas en una localidad del estado de Jalisco.

Variedad Infeccién con Distribucion de las especies ?
Fusarium spp  F. verticillioides F. subglutinans ~ F. proliferatum Otros ®
%2 (nimero)®  %(numero)® % (numero)® % (ndmero)®  %(numero)
b
Alsa 036W 68 (35) 72 (25) 8 (3) 17 (6) 3(1)¢
Lince 61 (29) 93 (27) 7(2) 0 0
Total de (64) 81 (52) 8 (5) 9 (6) 2.(1)°

cepas

@ Los datos son expresados en porcentaje; son la media de 3 submuestras evaluadas.

® Numero total de cepas aisladas
¢ Especies de Fusarium no pertenecientes a la seccion Liseola (F. graminearum).

Figura 3. Contaminacion de granos de maiz con especies de Fusarium en el medio

Nash — Snyder.
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Figura 4. Fusarium verticillioides. (a-e) Caracteristicas
microscopicas (10X y 40X) en AHC: a y ¢,
Microconidioforos: monofidlides; b, cadenas de
microconidios; d, microconidios; €, macroconidios;

(f) Caracteristicas macroscopicas en APG.

Figura 5. Fusarium proliferatum. (a-d) Caracteristicas
microscopicas (10X y 40X) en AHC: a,
Microconidiéforos: polifidlides; b, microcenidios; c,
macroconidios; d, microconidiéforos: monofidlides.

(e) Caracteristicas macroscopicas en APG.
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Figura 6. Fusarium subglutinans.

(a-c) Caracteristicas microscépicas (10X y 40X) en
AHC: a, Falsas cabezas de microconidios; b y c,
Microconidiéforos: polifialides.

(d) Caracteristicas macroscopicas en APG.

F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, fue la especies predominante en ambos
hibridos evaluados con un porcentaje promedio del 81%, seguida por F. profiferatum
(Matsushima) Nirenberg (9%) y F. subglutinans (Wollenweber and Reinking) Nelson,

Tousson and Marasas (8%).

Cabe senalar que también se aislaron otras especies de Fusarium no
pertenecientes a la seccion Liseola (2%), que por sus caracteristicas morfologicas se

las clasificé como F. graminearum.
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Tabla 5. Caracterizacién morfologica y cultural de las cepas de Fusarium aisladas de diferentes variedades de maiz.

AHC (10 X) __AHC (40X) APG
Falsas cabezas
Especie de
microconidios

Cadenas de

mictosonidios monofidlides polifidlides clamidosporas Color de la colonia

Micelio aéreo blanco a
naranja palido, lavanda a
purpura. Reverso incoloro a
naranja palido, marrén a
purpura.

F. verticillioides + + + - -

Micelio aéreo blanco,
: lavanda a purpura.
F. prolif m + + + + - . .
proliferatu Reverso incoloro a purpura.
Micelio aéreo blanco a
purpura. Reverso incoloro a

F. subglutinans * 5 + * . purpura.
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2. Evaluacion de la produccion de fumonisinas y fusaproliferina por las cepas

de Fusarium seccion Liseola aisladas

Las cepas aisladas de hongos del género Fusarnium seccion Liseola de ambas
variedades de maiz fueron evaluadas para determinar su capacidad de producir

fumonisinas y fusaproliferina (Figura 7).
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Figura 7. Granos de maiz autoclavados para la produccion de fumonisinas y
fusaproliferina. a) sin inocular b) inoculado con cepas de f. verticillioides, F.

proliferatum 6 F. subglutinans después de 28 dias de incubacion.

Las 52 cepas de F. verticillioides previamente caracterizadas de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas, fueron evaluadas para determinaries su capacidad de
producir fumonisinas (Tablas 6 y 7) y fueron seleccionadas al azar 10 cepas (cinco

de cada hibrido) para evaluar su capacidad productora de fusaproliferina.

Las 25 cepas de F. verticillioides aisladas de la variedad Alsa 036W fueron
capaces de producir FBs en niveles que variaron entre 107.5 y 4 9555 pg g™
(media= 1 852.8 ugg™).

Fumonisina B¢ represento el 78% de las FBs totales. Los niveles de FBy,
variaron entre 59.3 y 3 997 ug g”' (media = 1 442.5 ug g"), mientras que los de FB,
variaron entre 26.5y 1 090.5 pg g™ (media = 446 pg g') (Tabla 6).



32

Las 27 cepas de F. verticillioides aisladas del hibrido Lince fueron capaces de
producir FBs en niveles que variaron entre 16.8 a 5 305 pg g™ (media= 936.9 pgg™”).
Fumonisina B, represent6 el 80% de las FBs totales. Los niveles de FB,, variaron
entre 13.8 a 3 771 ug g (media = 745.2 pg g™'), mientras que los de FB, variaron
entre 3a 1534 ugg™' (media= 258.8 pgg™) (Tabla 7).

Las cepas de F. verticillioides que produjeron los mas altos niveles de FBs
fueron las cepas 271 (4 955.5 pg @) y 379 (5 305 pg g™') aisladas de los hibridos
Alsa 036W y Lince respectivamente.

Cuatro cepas de F. verticillioides seleccionadas al azar en ambos hibridos
produjeron fusaproliferina, los niveles detectados variaron de 255 a 44.7 pug g
(media= 34.3 ugg™).

Pudo apreciarse diferencia estadistica (P< 0.007) entre los niveles de
produccién de fumonisinas entre los dos hibridos, ademas se observo diferencia
significativa entre la produccién de fumonisinas entre las especies de Fusanum

evaluadas.

Las cepas de F. verticillioides productoras de FBs ensayadas se distribuyeron
en 3 grupos: productoras de niveles bajos (<500 pg g") donde se ubicaron el 27% de
las cepas; productoras de niveles intermedios (500-2 000 pg g™') y productoras de
niveles altos (>2 000 pg g') donde se ubicaron el 48% y el 25% de las cepas,

respectivamente.

Respecto a la produccién de fumonisinas por F. proliferatum, se observé un
rango de produccion de 7865 a 6 048 pg g’ (media= 2 9784 pg g’),
correspondiendo todas las cepas al hibrido Alsa 036W (Tabla 8).
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Dos cepas de F. subglutinans aisladas del hibrido Lince produjeron
fumonisinas, los niveles promedio fueron de 244.3 pg g”'; mientras que la produccion

promedio de las cepas aisladas del hibrido Alsa 036W fue de 302.6 ug g™

Todas las cepas de F. proliferatum y F. subglutinans evaluadas produjeron
fusaproliferina, los niveles variaron de 32 a 52.5 pg g”' (media= 42.7 pg g'). Con
respecto a la produccion de FUS por cepas de F. verticillioides, de las 11 cepas
analizadas, so6lo 4 fueron productoras de dicha micotoxina, los niveles producidos

variaron entre 25.5y 44.7 ug g”' (media= 34.3 pg g™).

Tabla 6. Produccion de fumonisinas por las cepas de Fusarium verticillioides aisladas
de la variedad de maiz Alsa 036W.

Concentracion (ug g”)

Especie de
Variedad Cepa Fusarium FB, FB, FB Totales

Alsa 036W 250 F. verticillioides 966.5 290.5 1257
251 F. verticillioides 538 265 564.5
252 F. verticillioides 675 280 955
253 F. verticillioides 576 ND 576
254 F. verticillioides 480 110 590
256 F. verticillioides 349 49 398
257 F. verticillioides 1327 460 1787
258 F. verticillioides 1476 49.5 1525.5
260 F. verticillioides 786.9 116.7 903.6
261 F. verticillioides 2878 1145 4023
262 F. verticillioides 955 112 1067
263 F. verticillioides 2275.5 8155 3091
267 F. verticillioides 3679 1089 4768
271 F. verticillioides 3997 958.5 49555
278 F. verticillioides 2661.5 1090.5 3752
279 F. verticillioides 436 415 477.5
280 F. verticillioides 561.8 ND 561.8
281 F. verticillioides 26455 9875 3633
282 F. verticillioides 2175 1062 3237
283 F. verticillioides 760.5 156 916.5
284 F. verticillioides 1214 116 1330
285 F. verticillioides 5423 135.3 677.6
286 F. verticillioides  2431.3 692.3 31236
287 F. verticillioides 59.3 482 107.5
288 F. verticiilioides 1616.2 426.7 2042.9

ND: no detectado. FB,: Fumonisina B, FBz: Fumonisina B,. Limite de deteccion: < 1ug g™
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Tabla 7. Produccion de fumonisinas por las cepas de Fusarium verticillioides aisladas

de la variedad de maiz Lince.

Concentracion ug g

Especie de
Variedad Cepa Fusarium FB, FB» FB Totales

Lince 370 F. verticillioides 957 319 1276
371 F. verticillioides 1672.5 4155 2088
372 F. verticillioides 79.2 ND 79.2
373 F. verticillioides 1256 176.7 1432.7
377 F. verticillioides 180.5 ND 180.5
378 F. verticillioides 397 ND 397
379 F. verticillioides 3771 1534 5305
390 F. verticillioides 2583.5 @16.5 3500
391 F. verticillioides 328 34.4 362.4
392 F. verticillioides 325:3 88.5 413.8
393 F. verticillioides 729.7 ND 729.7
384 F. verticillioides 658.5 196 854.5
395 F. verticillioides 428 g6.5 5245
396 F. verticillioides 13.8 3 16.8
397 F. verticillioides 219.2 422 261.4
398 F. verticillioides 4943 ND 4943
399 F. verticillioides 276.4 ND 276.4
400 F. verticillioides 276.7 221 298.8
401 F. verticillioides 489.8 118.7 608.5
402 F. verticillioides 322 70 392
403 F. verticillioides 620 215 835
404 F. verticillioides 620.3 ND 620.3
405 F. verticillioides 509.8 188.9 698.7
406 F. verticillioides 1261.4 288.8 1550.2
407 F. verticillioides 618.4 164.3 782.7
408 F. verticillioides 844 240.5 1084.5
408 F. verticillioides 187.7 453 233

ND: no detectado. FB,: Fumonisina By, FB,: Fumonisina B,. Limite de deteccion: <1 pgg”
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Tabla 8. Produccion de fumonisinas y fusaproliferina por las cepas de Fusarium
proliferatum y F. subglutinans aisladas de las variedades de maiz Alsa 036W y Lince.

Concentracion (pgg)

Especie de
Variedad Cepa Fusarnium FUS FB, FB, FB Totales

Alsa 255 F. subglutinans 456 ND ND ND

036W 259 F. proliferatum 32 2959 1756 4715
264 F. proliferatum 40.2 2537.3 1463.3 4000.6
265 F. proliferatum 455 691 95.5 786.5
266 F. subglutinans 525 161.1 43 165.4
272 F. proliferatum 474 4175.2 1872.8 6043
275 F. proliferatum 39.2 2634 935.5 3569.5
276 F. subglutinans 375 439.7 ND 439.7
277 F. proliferatum 49.3 1698.9 651.6 2350.5

Lince 374 F. subglutinans 39 195 ND 195
375 F. subglutinans 415 291.2 2.3 2935

ND: no detectado. FB4: Fumonisina By, FB,: Fumonisina B,. FUS: Fusaproliferina. Limite de deteccion:

<1ugg’

3. Condiciones climaticas

3.1. Temperaturas registradas durante el periodo comprendido de mayo a

diciembre de 2003

La tabla 9 muestra las temperaturas registradas por la estacion meteorolégica
Tipo “B" adscrita a la Base Aérea Militar No. 5 de Zapopan, Jalisco; cercana a las
parcelas experimentales del CUCBA, se incluyen los promedios de las maximas y

minimas y el promedio global.
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Tabla 9. Temperaturas maximas, promedio y minimas registradas en el area de

estudio durante el cultivo primavera —verano de 2003.

May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Maximas 26.3 26.1 26.3 26.5 2586 266 257 230
Normal* 334 30.8 276 274 27.4 275 26.3 249
Promedio 25.0 23.0 21.0 21.0 21.0 20.0 19.0 150
Normal* 23.9 234 21.5 214 215 206 18.4 17.0
Minimas 15.0 17.0 16.0 16.0 17.0 15.0 11.0 5.0
Normal* 14.5 16.0 15.5 155 15.7 13.8 10.5 9.1

* valores obtenidos a partir del registro de 40 afios

Respecto a las temperaturas maximas promedio, todos los meses
considerados se encuentran por debajo de la normal, registrandose la diferencia

maxima durante el mes mayo en 6 °C por debajo de la normal.

Las temperaturas promedio durante el periodo considerado, solo durante los
meses de mayo y noviembre se registraron temperaturas promedio por encima de la
normal, los meses restantes permanecieron por debajo de la misma, sin embargo las
temperaturas tuvieron una oscilacion normal, observandose los maximos durante los

meses de primavera y los minimos en invierno.

Las temperaturas minimas promedio, presentan caso contrario con respecto a
las temperaturas maximas promedio en el mismo periodo, registrandose
temperaturas por encima de la normal en casi todos los meses, excepto durante el

mes de diciembre, sin alejarse mas de 2 °C por encima respecto a la normal.
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3.2. Precipitacion pluvial registrada durante el periodo comprendido de mayo a
diciembre de 2003

El analisis de la precipitacion pluvial se presenta en la tabla 10, reportandose
los niveles maximos, minimos y totales durante los meses de mayo a diciembre. Las
precipitaciones se comportaron por abajo de la nomal en los meses de mayo,
agosto, octubre y diciembre, y por arriba de la normal en los meses de junio, julio,
septiembre y noviembre dando como resultado una diferencia de 243 mm de

precipitacion por arriba de la normal.

Tabla 10. Precipitacion pluvial registradas en el area de estudio durante el cultivo

primavera —verano de 2003.

mm May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Maxima 1 55 60 43.2 51 26.3 16.3 0
Minima INAP INAP INAP INAP INAP INAP 0 0
Precipitacién Total 1 252 393 185 285 38 16 0
Normal™ 28 174 255 222 151 64 15 18

* valores obtenidos a partir del registro de 40 anos. INAP: inapreciable en la escala

3.3. Humedad relativa (HR) registrada durante el periodo comprendido de mayo
a diciembre de 2003

El registro de las HR reportadas por la estacion meteoroldgica se presenta en
la tabla 11. La humedad maxima durante el periodo considerado, muestra que
durante los meses de primavera y verano se presenté como humedad maxima 100%,
solamente a partir del mes de octubre se presentd ligera disminucidén del valor de

este elemento climatolégico.

Respecto a la humedad relativa minima registrada, revela que la estacion seca

terminé en el mes de mayo, siendo la estacion himeda del mes de junio hasta del
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mes de octubre, donde la humedad relativa minima oscilé entre los 20 a 45 por
ciento.

La humedad relativa promedio muestra un comportamiento analogo a la
humedad relativa minima, siendo los meses de junio a octubre los que presentan la

mayor cantidad de humedad en el ambiente.

Tabla 11. Humedad relativa registrada en el area de estudio durante el cultivo

primavera —verano de 2003.

May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Maximas 92 100 100 100 100 94 92 84
Normal* 92 98 98 96 99 98 98 86
Promedio 37 64 74 o 81 70 61 47
Normal* 53 64 67 71 68 66 56 65
Minimas 6 18 16 39 46 45 34 22
Normal* 24 36 44 42 40 40 29 31

* valores obtenidos a partir del registro de 40 afios

En términos generales, la humedad observada en el periodo comprendido de
junic a octubre se mantuvo por encima de la normal, por lo que se consideran los

meses de mayor humedad y los meses de noviembre y diciembre los mas secos.
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DISCUSION

México es una region en la cual no se ha investigado ampliamente la
incidencia de las especies de Fusarium en maiz a pesar de la gran importancia de
dicho cereal en este pais. Los resultados del presente estudioc muestran que los
diferentes hibridos de maiz cosechados en una localidad del estado de Jalisco
presentaron un alto porcentaje de infeccién con especies de Fusarium. F.
verticillioides fue la especie predominante en ambas muestras evaluadas, seguida
por F. subglutinans y F. proliferatum. La incidencia y prevalencia de las especies de
Fusarium aisladas de maiz en diferentes regiones geograficas y afios de siembra
depende principalmente de las condiciones ambientales (Bottalico, 1998). La alta
incidencia de F. verticillioides, coincide con los escasos estudios realizados en
México. Desjardins et al. (1994) analizaron cuatro muestras de maiz a cosecha del
estado de Nuevo Ledn (noreste de México) y aislaron a F. verticillioides como
especie predominante, no encontrando ninguna otra especie perteneciente al género.
Reyes (2001) analizé muestras de 3 hibridos de maiz cosechadas en e! estado de
Jalisco (Huejotitan y Ameca) y también encontré que la incidencia de F. verticillioides
(porcentaje de aislamiento promedio: 80%) fue elevada en ambas localidades

independientemente de la variedad de maiz y del dafio visual de las mazorcas.

Por otro lado, Cortez-Rocha ef al. (2003) reportaron que Fusarium es el
género mas frecuentemente aislado de maiz (67 — 70%) en el estado de Sonora
(norte de México), siendo F. verticillioides la especie de mayor prevalencia. Mas
recientemente, Sanchez-Rangel ef al. (2005) demostraron también que F.
verticillioides fue la especie mas frecuente en muestras de maiz del Noroeste y
Centro de México (80%).

Existen diversos estudios realizados en el mundo donde se demuestra que la
especie predominante en maiz es F. verticillioides. Chulze et al. (1996) analizaron
muestras de maiz cosechado en Cérdoba, Argentina (cosecha 1993/1994) y se aislo

a F. verticillioides como especie prevalente (porcentaje de aislamiento promedio: 70
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%). Sydenham et al. (1993) analizaron 17 muestras de maiz de dos diferentes
distritos de Buenos Aires (Argentina) e identificaron a F. verticillioides como principal
contaminante (14 muestras) y en segundo lugar a F. proliferatum (3 muestras).
Gonzélez et al. (1995) a partir de maiz a cosecha aislaron a F. verticillioides y F.

proliferatum con porcentajes medios de 80% y 20%, respectivamente.

En muestras de maiz recién cosechadas en el norte de Argentina (provincia de
Jujuy) se aislé con mayor frecuencia F. subgiutinans (30 — 95%), seguida por F.
verticillioides (12 — 50%) y F. proliferatum (10 — 12%) (Torres et al., 2001). Reynoso
et al. (2004) analizaron 11 muestras de maiz provenientes de la zona nucleo maicera
de Argentina y aislaron a F. verticillioides como especie predominante, seguida por F.

subglutinans y F. proliferatum.

Es importante sefialar que en distintas regiones geograéficas, con condiciones
climaticas y tipos de cultivares diferentes, la distribucion de las especies de Fusanum
de la seccién Liseola puede variar. Se ha demostrado ademas que F. verticillioides
tiene una distribucion cosmopolita, no solo en climas hiumedos y templados, sino
también en regiones tropicales y subtropicales. Ha sido aislado en América Central,
India, Jamaica, Japdn, Nueva Zelanda, Australia, Canada, Italia, Brasil, Estados
Unidos, Argentina, entre otros. En cambio, solo se ha detectado en baja frecuencia
en regiones con temperaturas frias, excepcionalmente se ha aislado en Rusia e

Islandia (Bacon y Nelson, 1994).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, son indicativos de la posible
presencia de micotoxinas; principalmente fumonisinas, ya que la especie
predominante en los dos hibridos de maiz analizados fue F. verticillioides. Rosiles et
al. (1998) reportaron un brote de leucoencefalomalacia equina en el estado de
Oaxaca, detectando niveles de FB4 que varian de 0.6 a 28.5 pg g en 12 de las 14

muestras analizadas.



41

El nivel de la produccion de FBs por cepas de F. verticillioides, es variable y
depende de la constitucion genética de las cepas, del ambiente y del sustrato sobre
el cual se desarrolla el hongo (Bacon y Nelson, 1894). Se consideran cepas
altamente productoras de FBs a aquellas que producen >2000 pg g™, productoras
intermedias a las que producen 500-2000 pg g, y como bajas productoras de FBs
<500 pg g™ (Nelson et al., 1991). Debido al efecto del sustrato, es importante elegir el
adecuado al evaluar la capacidad toxicogénica de una determinada especie fungica.
Holcomb ef al. (1993) evaluaron la produccion de FBs por F. verticillioides NRRL-
13616 sobre maiz, arroz entero, cacahuate y soya y determinaron que la produccion
de FBs por dicha cepa era maxima sobre maiz; por lo tanto, es importante determinar
el potencial toxicogénico de las cepas sobre el sustrato a partir del cual se aislaron

las mismas.

Leslie et al. (1992a) han determinado que las diferentes cepas de Fusarium
(seccion Liseola) difieren en su capacidad de producir FBs. En el presente estudio,
todas la las cepas de F. verticillioides, fueron capaces de producir FBs
independientemente del hibrido a partir del cual se aislaron las mismas, aunque se
encontraron diferencias en cuanto a los niveles producidos. En general, las cepas
aisladas del hibrido Alsa 036W produjeron los mas altos niveles de FBs en
comparacion al hibrido Lince. Aunque son numerosos los factores que podrian influir
en el comportamiento diferente de las cepas in vifro para producir mayores niveles de
toxinas, se puede estimar que parametros tales como la regién geografica, el tipo de
suelo, el indculo, las préacticas culturales, la humedad ambiente, juegan un papel
importante sobre las caracteristicas fisiologicas de las cepas. No existen estudios
fehacientes que expliquen las diferencias en la capacidad de produccién de FBs,
solamente se han registrado datos de incidencia natural en diferentes regiones

geograficas.

Los resultados del presente trabajo son comparables a los reportados por
Desjardins et al. (1994) quienes evaluaron la capacidad de producir FBs por cepas

de F. verticillioides aisladas de maiz cosechado en el noreste de México, donde el
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97% de las cepas produjeron FBs en niveles que variaron entre 10 y 9 000 pg g'1.
Reyes (2001) encontré que cepas de F. verticillioides aisladas de maiz en el estado
de Jalisco (Huejotitan y Ameca) produjeron FBs en niveles que variaron entre 700 y
2,280 g g"'. En otro estudio realizado por Sanchez-Rangel et al. (2005) el 44% de
las cepas de F. verticillioides aisladas de maiz cultivado en el noroeste y centro del

pais produjeron FB; en niveles que variaron entre 0.1y 4 047 ug g™

Por otro lado, Chulze et al. (1996) evaluaron la capacidad toxicogénica de
especies de F. verticillioides (4 cepas) y F. proliferatum (7 cepas), aisladas de maiz
de Argentina y encontraron que todas fueron productoras de altos niveles de FBs
(1000- 4 000 pg g™'). Synderman et al. (1993) encontraron cepas de F. verticillioides
aisladas de Argentina que producian niveles de FB4 que oscilaban entre 50- 8 160 png
g"), mientras que, Visconti y Doko (1994) analizaron la capacidad de producir FBs en
cepas pertenecientes a la poblacion de apareamiento A aisladas de maiz en Europa,
los niveles de dicha micotoxina oscilaron entre 5y 4 100 ug g™ para FB; (media= 1
331 pg g') y entre 1 y 885 ug g (media= 296 pg g”') para FB;. Srovarova et al.
(2002) encontraron cepas de F. verticillioides aisladas de mazorcas de maiz de

Eslovaquia producian niveles de FBs que variaban de 0.1 25645 ugg™.

Ademas, la produccion de FBs por cepas de F. verticilliodes en este estudio
fue superior a la reportada por Ross et al. (1990) en Estados Unidos, los niveles
oscilaron entre 960 y 2 350 ug g™ para FB; y de 120 y 230 ug g'1 para FBs.

Por otro lado, lo resultados del presente trabajo son inferiores a los
encontrados por Reynoso ef al. (2004) quienes evaluaron la capacidad de producir
FBs de cepas de F. verticillioides aisladas de maiz en Argentina. En dicho estudio
entre las 203 cepas evaluadas, 193 (95%) fueron capaces de producir la micotoxina

en niveles que variaban entre 42 y 20 805 ug g™

Una variabilidad similar en la produccion de FB4 ha sido observada por otros
autores (Castella ef al,, 1999; Fadl Allah, 1998; Leslie ef al., 1992a, b; Nelson ef al.,



43

1991; Ross et al., 1990; Thiel et al., 1991) entre cepas aisladas de varios sustratos
de diferentes regiones (Asia, Africa, Australia, Egipto, Espana y Estados Unidos).

Los resultados del presente trabajo aportan los primeros datos sobre la
produccion de FBs de cepas de F. proliferatum y F. subgiutinans aisladas de maiz en
México. Los niveles de fumonisinas producidos por las cepas de F. proliferatum
evaluadas en el presente estudio fueron superiores a los producidos por cepas
aisladas de maiz en Sudafrica por Thiel et al. (1991a), donde los niveles oscilaban
entre 20 y 870 ug g™’ para FB; (media = 460 ug g™') y entre 65 y 450 ug g (media =
219 pg g™') para FBy; en Italia por Logrieco et al. (1995) quienes detectaron niveles
entre 7 y 2 250 ug g™'; en Argentina por Chulze ef al. (1998a) cuyos niveles variaban
entre 20 y 1 990 ug g para FB; y entre 10 y 2 060 pg g™ para FBy, y en Espafia por
Castella et al. (1999a).

Los bajos niveles de FBs producidos por cultivos de F subglutinans concordaron
con los datos obtenidos por cepas aisladas en los Estados Unidos, Sudafrica,
Europa, Nepal, Argentina y Espana (Thiel ef al., 1991a; Nelson et al., 1992; Leslie ef
al., 1992a; Visconti y Doko, 1994; Moretti ef al., 1995a; Chulze et al., 1998; Castella
et al., 1999a). Sin embargo, la presencia de F. subglutinans en las muestras de maiz
no deberia ser desestimada, considerando la potencialidad de dicha especie de
producir otras toxinas como moniliformina (MON), beauvericina (BEA) y
fusaproliferina (FUS) (Logrieco et al. 1993b; 1998; Reynoso ef al. 2004).

La informacién que actualmente se ha generado a nivel mundial sobre la
produccion de FUS por cepas de Fusanum (seccion Liseola) es escasa. Los
resultados obtenidos aportan los primeros datos sobre la capacidad de produccién de
FUS por cepas de Fusarium pertenecientes a la seccién Liseola, aisladas de maiz en

Meéxico.

Cepas de Fusarium altamente productoras de FUS dentro de la seccion Liseola
fueron observadas por Munkvold et al. (1999). F. proliferatum produjo 1 725 ug g™ de
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la toxina, mientras que F. subglutinans, produjo 2 630 pg g”'. En el presente estudio
se evalud la produccién de FUS en 6 cepas de F. proliferatum y 5 cepas de F.

subglutinans, los niveles de toxina producidos por ambas especies fueron < 500 pg g°
1

Logrieco ef al., (1996) analizaron la produccién de la toxina por 67 cepas de F.
subglutinans aisladas de maiz de diferentes areas geograficas. Todas las cepas
excepto la cepa ITEM-1435 fueron capaces de producir FUS en niveles que variaban
entre 30 y 1 500 pg g”', independientemente de la region geografica.

Moretti et al. (1995b) ensayaron la capacidad de producir FUS por especies de
F. subglutinans y F. proliferatum aisladas de diferentes huéspedes y regiones
geograficas y encontraron que de las 23 cepas aisladas de maiz de Polonia, 22
(85%) producian FUS en niveles que variaron entre 100 y 1 500 pg g (media = 546
ug g). Mientras que 16 de las 17 cepas de F. subglutinans aisladas de maiz de
USA, Polonia y Austria producian la toxina en niveles que oscilaban entre 80 y 1 500

Hg g (media = 687 ug g™).

Shepard ef al. (1999) evaluaron 10 muestras de maiz claramente contaminado
con Fusarium procedentes de una region de Sudafrica (Transkei), de las cuales
aislaron una cepa altamente productora de FUS (2 630 pg g™'). Reynoso ef al. (2004)
obtuvieron cepas de F. proliferatum y F. subglutinans, las cuales produjeron niveles
que van de 13a 668 pg g™ y de 14 a 1 600 pg g respectivamente.

Srovarova et al. (2002) analizaron muestras de maiz contaminado obtenidas de
once de las regiones productoras de Eslovaquia, detectando la produccion de FUS
por F. proliferatum (220 — 370 ug g™") y por F. subglutinans (20 — 335 ug g™).

Por ofro lado, Srovarova et al. (2002) reportaron la produccion de FUS por
cepas de F. verticillioides, los niveles de producciéon de dicha micotoxina oscilaron
entre 10 y 35 pg g, dato que no se habia reportado en estudios anteriores. En el
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presente estudio se analizé la produccion de FUS de 11 cepas de F. verticillioides, de
las cuales sodlo 4 fueron productoras de dicha micotoxina, en niveles comparables a

los observados por Srovarova et al. (2002).

Los resultados del presente estudio indican que las cepas de F. verticillioides, F.
proliferatum y F. subglutinans aisladas del estado de Jalisco (México) son capaces
de producir FUS en condiciones de laboratorio. Por lo tanto, seria de interés
determinar la incidencia natural de dicha micotoxina en maiz, considerando los
efectos toxicogénicos de la misma y los efectos combinados con otras micotoxinas.
Las temperaturas registradas durante el periodo de estudio, se consideran de clima
templado, en virtud de que las temperaturas maximas tanto extremas como
promedio, se encontraron por debajo de la normal y las temperaturas minimas
promedio y extremas se registraron por encima de la normal, con excepcién del mes

de diciembre, que presentoé temperaturas menores a la normal.

Se observo que en el periodo de estudio, la precipitacion pluvial se mantuvo
por arriba de la normal, por lo que se puede considerar al afio 2003 como lluvioso,
mientras que la humedad relativa presenté valores por encima de los registrados
como el promedio de los encontrados durante 40 afos previos, a excepcion de los
meses de mayo y diciembre que fueron ligeramente menores a lo registrado como

normal.

Las condiciones climaticas prevalentes durante el cultivo primavera-verano
de 2003, pudieron considerarse propicias para el desarrollo de las especies del
género Fusarium, lo cual pudo ser confirmado al analisis de las diferentes variedades
del maiz en el laboratorio, ademas de apreciarse que dichas especies de hongos
aisladas encontraron las condiciones apropiadas en campo para la produccién de
micotoxinas, por lo que es importante resaltar que el maiz cosechado en estas
parcelas pueden ser de riesgo a la salud humana, y en todo caso de utilizarse para
consumo animal deben de recomendarse medidas preventivas para disminuir

problemas de micotoxicosis.
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CONCLUSIONES

Se encontro alta incidencia de especies de Fusarium en ambas variedades de
maiz cosechadas en las parcelas experimentales del CUCBA durante el ciclo

primavera — verano 2003.

Fusarium verticillioides fue la especie aislada con mayor frecuencia en ambos

hibridos de maiz estudiados, seguida por F. subglutinans y F. proliferatum.

Todas las cepas de Fusarium verticillioides, evaluadas fueron capaces de
producir fumonisinas en niveles relativamente altos, mientras que el 36% de las

cepas evaluadas produjeron ademas fusaproliferina.

Las cepas de Fusarium proliferatum y Fusarium subglutinas fueron capaces de
producir fumonisinas y fusaproliferina. Los resultados obtenidos aportan los
primeros datos sobre la capacidad de produccion de FUS por dichas especies,

aisladas de maiz en México.

Las condiciones de temperatura, precipitacion pluvial y humedad relativa fueron

propicias para el desarrollo de las especies de Fusanum y la produccion de

micotoxinas.
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ANEXO 1
Medios de cultivo

NASH Y SNYDER:

Peptona, 15 g, KHPO. 1 g MgSOs 7H;O0, 05 g Agar, 20 g;

Pentacloronitrobenceno, 1 g; Agua destilada, 1000 ml.

Se ajusté el pH a 5,5 - 6,5 y se esterilizd en autoclave, se dejo enfriar el medio
a 50°C y se agregd 20 ml de sulfato de estreptomicina y 12 ml de sulfato de

neomicina por litro.

Solucion: 5 g de sulfato de estreptomicina en 1000 ml de agua destilada; 1 g

de sulfato de neomicina en 1000 ml de agua destilada.

AGAR HOJAS DE CLAVEL (AHC):

Se pesaron 15 g de agar ultra puro por cada 1.000 ml de agua destilada y
luego se procedié a esterilizar el medio durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.
Se fracciond en placas de Petri de 6 cm por 15 mm y se colocaron las hojas de

clavel estériles (3 a 4 hojas por placa).

AGAR AGUA (AA):

Agar, 15 g; Agua destilada, 1 000 ml. Se esterilizdé durante 15 minutos a 121

°C en autoclave.



AGAR PAPA GLUCOSADO (APG):

Papas 250 g; Agar 20 g; Glucosa 20 g; Agua estilada 1.000 ml

Las papas con cascara se lavaron, se cortaron en trozos, y se hidrataron con
500 ml de agua, se hirvieron en autoclave a vapor fluente durante 45 minutos. Por
otro lado se esterilizd el agar en 500 ml de agua destilada. Se filtré el caldo con las
papas a través de gasa y se adiciond el agar disuelto. La pulpa de la papa restante
se homogeneizd para obtener un puré y la mitad de éste se adicioné al agar junto
con la glucosa, luego se llevo a volumen con agua destilada (1.000 ml). Se distribuyd
el medio en tubos de ensayos y se esterilizo por autoclave a % de atmosfera durante

20 minutos.

AGAR JUGO DE TOMATE (V8):

Jugo V8 200 ml, agar 20 g, COsCa 2 g, agua destilada 800 ml. Se distribuyo el
medio en tubos de ensayos y se esterilizo por autoclave a % de atmadsfera durante 20

minutos.



