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l. INTRODUCCION

En 1996 la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) presentd la definicion de seguridad alimentaria, la cual dice: “existe seguridad
alimentaria cuando todas las personas tienen en todo momento acceso material y
econdmico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades y
preferencias alimenticias, a fin de llevar una vida activa y sana” (IICA, 2012). Todas las
personas tienen derecho a que los alimentos que consumen sean inocuos. En los pasados
decenios se han documentado en todos los continentes graves brotes de enfermedades
trasmitidas por los alimentos, lo que demuestra su importancia desde el punto de vista
social y de la salud publica. (FAO y OMS, 2003).

La inseguridad alimentaria esta presente en algunos estados del pais, tal es el caso de
Tlaxcala y Puebla que presentan inseguridad alimentaria extrema y marcada
respectivamente (Torres, 2014). Por este motivo existe una sensibilizacion creciente
acerca de la importancia de un enfoque multidisciplinario que abarque el monitoreo de
toda la cadena agroalimentaria, puesto que, muchos de los problemas de inocuidad de los

alimentos tienen su origen en la produccion primaria. (MinSalud, 2013).

La mayoria de los productos agricolas pueden ser susceptibles de contaminacion por
hongos micotoxigénicos y sus metabolitos casi en cualquier momento, desde su
produccién en el campo, durante la cosecha, en el transporte y en el almacenamiento.
(Martinez et al., 2013). De acuerdo con la FAO (2003), las micotoxinas son objeto de
interés mundial debido a las importantes pérdidas econdémicas que acarrean sus efectos
sobre la salud de las personas, la productividad de los animales y el comercio nacional e

internacional.

Las primeras micotoxinas que fueron objeto de regulacion a nivel europeo fueron las
Aflatoxinas, en México la norma que regula la presencia de estos metabolitos en cereales
es la NOM-188-SSA1-2002 la cual dice que el limite maximo permisible es de 20 pg/kg
de producto. Existen aproximadamente 20 tipos aflatoxinas, normalmente sélo las

aflatoxinas B, B2, G1y G2 se encuentran en los alimentos y en conjunto son denominas
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aflatoxinas totales; la notacion de las aflatoxinas B y B2 hace referencia a la fluorescencia
azul que producen cuando se hacen pasar bajo la luz ultravioleta, mientras que, las G1y
G2 a la fluorescencia verde que emiten. (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente, 2015). Urrego y Diaz (2006) mencionan que, las aflatoxinas son contaminantes
comunes de ciertos alimentos particularmente de cereales usados en la dieta en muchos
paises en desarrollo. Aspergillus flavus y A. parasiticus, los hongos productores de
aflatoxinas estan muy extendidos por todo el mundo y pueden producir aflatoxinas tanto
antes como después de la cosecha en numerosos alimentos y piensos. Alrededor del 25%
de los cultivos agricolas se encuentra contaminado con algun tipo de micotoxina (FAO,
2003).

La presencia de hongos aflatoxigénicos en suelo agricola, asi como la presencia de estos
y su metabolito en maiz, uno de los cereales de mayor importancia a nivel mundial y el de
mayor consumo en México destinado para la alimentacién humana y del ganado, puede
poner en riesgo la salud humana y de animales, por ello es necesario llevar a cabo el
monitoreo de la presencia y distribucion de hongos aflatoxigénicos y aflatoxinas para

contribuir a hacia una agricultura sustentable en regiones de Puebla y Tlaxcala.
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l. JUSTIFICACION

Se estima que cada afio enferman en el mundo alrededor de 600 millones de personas (casi
1 de cada 10 habitantes) por ingerir alimentos contaminados con algun agente fisico,
quimico o bioldgico, esto representan un problema de salud publica debido a que del 20
al 50% de todos los canceres estan relacionados con factores de la dieta. La crisis
econdémica mundial provocé mayores efectos adversos sobre la seguridad alimentaria
interna, actualmente 524 municipios del pais se encuentran en situacion de inseguridad
alimentaria extrema, y 773 municipios equivalentes a 31.4% se ubican en una situacion
de inseguridad marcada. La incidencia de la inseguridad alimentaria extrema ha
prevalecido principalmente en los estados de Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Tlaxcala y
Yucatan, por otro lado, Durango, Guanajuato, Estado de México y Puebla presentan
inseguridad marcada. (Torres, 2014; OMS, 2018).

De acuerdo con la FAO (2018), se estima que el 25% de los cultivos alimentarios
mundiales se ven afectados por hongos productores de micotoxinas, y segun las
estimaciones de la FAO, las pérdidas mundiales de productos alimenticios debidas a las
micotoxinas son del orden de 1000 millones de toneladas al afio. Las aflatoxinas,
sustancias generadas principalmente por Aspergillus flavus y A. parasiticus, son
micotoxinas que repercuten sobre los humanos tanto por sus efectos toxicolégicos como
econdmicos. Los efectos a la salud generados por las aflatoxinas son carcinogénicos,
teratogénicos o mutagénicos hasta la produccion de desérdenes hormonales o
inmunosupresores (Carvajal, 2013). El problema principal reside en que las aflatoxinas
son acumulativas de modo que una vez que contaminan el grano o el producto agricola en
campo o almacén persisten a la digestion, al calor de la coccion o al congelamiento
(Requena et al., 2005). Estas especies productoras de aflatoxinas invaden los granos de
maiz tanto durante la cosecha como en la postcosecha pudiéndose encontrar en zonas
tropicales, subtropicales e incluso en zonas templadas (Bogantes et al., 2004), teniendo
como principal reservorio al suelo (Klich, 2007). EI crecimiento de Aspergillus y la
contaminacion de los productos alimenticios con aflatoxinas son consecuencia de la

interaccion entre el hongo, el hospedero y el ambiente, esta interaccion determina la
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infeccion y colonizacién del sustrato, asi como, el tipo y la cantidad de las aflatoxinas
producidas (Martinez et al., 2013).

Debido a lo mencionado, es importante realizar un estudio enfocado en determinar la
presencia y distribucion de hongos aflatoxigénicos en suelo agricola, debido a que, al ser
el principal reservorio pone en riesgo al cultivo de maiz y lo hace susceptible a
contaminacion por estos hongos micotoxigénicos, asi como, la presencia de estos hongos
en maiz por ser un cereal importante en cuanto a su alto consumo, ya que, las pérdidas en
la produccion del grano se asocian con su manipulacion durante la cosecha en el campo y
en el almacenaje (Padrén et al., 2013). La importancia de este trabajo no solo se centra en
determinar la presencia de cepas aflatoxigénicas, sino también, en determinar la cantidad

de aflatoxinas totales presentes en muestras de maiz almacenado.

El tema es relevante en el area de las ciencias ambientales debido a que dentro de los
factores involucrados en la produccion de micotoxinas se encuentra el clima, la fuerza
impulsora del agroecosistema clave en la colonizacion por hongos y produccion de
micotoxinas, ademas de las précticas agricolas las cuales pueden contribuir hacia una

agricultura sustentable, involucrandose de esta manera la sociedad con la naturaleza.

Por Gltimo, la realizacion de este tema contribuye aportando conocimiento en cuanto a la
presencia de estos hongos potencialmente aflatoxigénicos, tanto en suelo agricola como
en maiz, debido a que no existe investigacion acerca del monitoreo de hongos

aflatoxigénicos y aflatoxinas en Puebla y Tlaxcala.
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1. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Antecedentes
Las principales especies productoras de aflatoxinas son Aspergillus flavus y A.
parasiticus, aunque A. flavus es de las especies mas frecuentemente aisladas en la
agricultura, la contaminacion por aflatoxinas provoca importantes pérdidas anuales de
cultivos a nivel internacional (Cleveland et al., 2009; Sardifias et al., 2011; Nierman et
al., 2015).

En un estudio realizado por Rojas y Wilches (2009), se determind que, en alimentos de
consumo infantil en Pamplona de las cuatro aflatoxinas principales (B1, B2, G1y G2) la
que se observa habitualmente en mayores concentraciones es la B1, considerada el
compuesto bioldégicamente més activo de la familia de las aflatoxinas siendo ésta la
aflatoxina mas toxica. Las cuatro toxinas pueden estar presentes simultaneamente, aunque
no necesariamente y sus concentraciones relativas y su presencia pueden variar segun la

cepa fangica y el sustrato.

Por su parte Morris (2011), en estudio realizado en la Costa Caribe Colombiana reporta
que de las 24 muestras de maiz analizadas la aflatoxina B1 se encuentra contaminando el
12.5% del total de las muestras y la aflatoxina B2 el 8.3%, siendo el valor medio de

aflatoxinas totales de 9.2 ppb.

En México quiza el caso mas alarmante debido a una alta contaminacién por aflatoxinas
en maiz, fue el suscitado en el estado de Tamaulipas a partir de las fuertes contaminaciones
en el grano (alrededor del 90 %) y los altos niveles de aflatoxinas (concentraciones entre
63 y 167 ug/kg) (Moreno y Gil, 1991; Carvajal y Arroyo, 1997) ocurridas en el maiz
cultivado en la region durante 1989 y 1990; lo que se asocié con la presencia de
temperaturas altas y el ataque severo de plagas en la etapa reproductiva del cultivo, asi
como factores favorecedores del drastico incremento de la contaminacion del grano en los

almacenes regionales (alta humedad y temperatura).

5|Pagina



En otro estudio realizado por Garcia et al. (2012), en maiz blanco cultivado en Sinaloa,
Mexico reporta la incidencia de aflatoxinas B1 y G1 en 90 muestras de las 150 analizadas.

Meareg y Nancy (2014) mencionan que Aspergillus flavus es un hongo saprofito ubicuo
que se encuentra en los suelos de todo el mundo. Esto coincide con lo reportado por Arias
y Pifieros (2008), quienes, en un estudio realizado en los paramos de Guasca, Bogoté
reportan la presencia de Aspergillus flavus en muestras de suelo.

3.2 Salud ambiental
La salud y el ambiente son temas que se han manejado aisladamente, la salud con un
enfoque primordialmente en la prevencion y tratamiento de enfermedades, mientras que,
el ambiente enfocado en el desarrollo econdmico sostenible. Pero las afectaciones en la
salud debido a factores ambientales, reconoce que estos dos temas no se deben concebir
por separado, sino dentro de un contexto amplio de salud publica y desarrollo. Existen dos
maneras complementarias para abordar la salud ambiental: una, eminentemente
preventiva, es decir, centrada en el enfoque de riesgo y, por ende, en las acciones de
seguridad e higiene en sus diferentes componentes, y otra promocional, es decir, centrada

en los conceptos de desarrollo de potencialidades y calidad de vida (Garcia et al., 2013).

La palabra salud en la mayoria de los casos es asociada a una ausencia de enfermedades,
sin embargo, de acuerdo con la OMS (2018) «La salud es un estado de completo bienestar
fisico, mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades», esta
definicién no ha sido modificada desde 1948 después de que fuera adoptada por la
Conferencia Sanitaria Internacional en julio de 1946, la cual entro en vigor en abril de
1948.

A partir de este enunciado podria considerarse que es casi imposible alcanzar un completo
bienestar, pero, también se pone de manifiesto que la salud no solamente es ausencia de
enfermedad, sino que, hay otros aspectos ligados a la salud como son la sociedad y el

ambiente que nos rodea. Es evidente que las interrelaciones entre el hombre, la sociedad
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y la naturaleza son complejas, por ello, se requiere adoptar un enfoque mas amplio y
menos antropocentrista para conocer y manejar adecuadamente estas interrelaciones, ya
que, es necesario comprender cuales son los problemas o necesidades que impiden
alcanzar un nivel de salud adecuado, debido a que, el estado de salud de una sociedad es

indicativo de las relaciones que tiene esta con su entorno (el ambiente) (Rengifo, 2008).

3.3 Seguridad alimentaria
La OMS (2017) se esfuerza por promover la disponibilidad de alimentos inocuos, sanos y
saludables para toda la poblacion. También se afana en promover la integracion de la

inocuidad de los alimentos en los programas de nutricion y seguridad alimentaria.

El acceso a alimentos inocuos y nutritivos en cantidad suficiente es fundamental para
mantener la vida y fomentar la buena salud. Los alimentos insalubres que contienen
bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas nocivas causan mas de 200 enfermedades,
que van desde la diarrea hasta el cancer. Se estima que cada afio enferman en el mundo
unos 600 millones de personas, casi 1 de cada 10 habitantes, por ingerir alimentos
contaminados y que 420,000 mueren por esta misma causa. EI suministro de alimentos
inocuos fortalece las economias nacionales y el comercio, contribuye a la seguridad
alimentaria y nutricional, y sirve de fundamento para el desarrollo sostenible (OMS,
2015).

La seguridad alimentaria se refiere al grado de satisfaccion de los requerimientos
nutricionales y a las variaciones internas de esa satisfaccion. Una de las estrategias de
seguridad alimentaria es la capacidad de generar alimentos cuya composicién y volumen
permitan satisfacer la demanda y, ademas, las necesidades tanto de las regiones como de
los grupos sociales que no tengan acceso al mercado debido a problemas de ingreso
(Arroyo et al., 2017).
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3.4 Inocuidad de los alimentos
Ante el crecimiento de la poblacién mundial, la intensificacion e industrializacion de la
agricultura y la produccion ganadera para satisfacer la creciente demanda de alimentos, se
plantean a la vez oportunidades y dificultades para la inocuidad de los alimentos. Se preve
que el cambio climatico también incidird en la inocuidad de los alimentos, ya que, los
cambios de temperatura pueden modificar los riesgos que la amenazan, relacionados con

la produccion, almacenamiento y distribucion de alimentos (OMS, 2015).

Cuando el suministro de alimentos es inseguro, las personas tienden a adoptar dietas
menos sanas y a consumir mas “alimentos insalubres” que contienen sustancias quimicas,

microbios y otros peligros que ponen en riesgo la salud (OMS, 2015).

3.5 Cultivo de maiz en México
En México el cultivo de maiz es de suma importancia no solo por su riqueza en cuanto a
biodiversidad, sino también por su caracter econdémico-agricola, social y cultural (Turrent,
2008).

El maiz (Zea mays) forma parte de los granos bésicos a nivel mundial, tan solo en el
periodo de 1998-2008 mostro un crecimiento moderado, con una Tasa Media Anual de
Crecimiento (TMAC) de 2.7%. Asi mismo, en 2008 aumento su volumen de produccién
con respecto al de 1998, pas6 de 615.8 millones de toneladas a 822.7 millones de
toneladas. Los principales paises en los que se concentré la produccion de maiz fueron:
Estados Unidos con el 40%, China con el 20%, Brasil con el 6% y México con el 3% de

la produccion (Caballero, 2010).

La superficie cosechada de maiz a nivel mundial tuvo una TMAC de 1.4%, lo que significd
un incremento de 138.8 millones de hectareas en 1998 a 161.0 millones de hectareas en
2008. Los principales paises en los que se concentr6 esta superficie cosechada fueron:
Estados Unidos, China, Brasil y México con 21%, 18%, 9% y 5% respectivamente
(Caballero, 2010).
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El maiz es una planta nativa de México que actualmente se destina para la alimentacion
humana y del ganado, ademas de su aprovechamiento industrial. En México en 2008 se
produjeron 37,481,648 toneladas de granos basicos, de los cuales el maiz fue el cultivo de
mayor importancia debido a que aport6 el 65.1% (Caballero, 2010). En 2012 la produccién
de maiz fue de 22 millones de toneladas, en el pais. El volumen y la calidad del maiz se
ve afectada principalmente por plagas, enfermedades, factores como la temperatura,
salinidad de los suelos, deficiencia de nutrientes en los suelos y sequias (Martinez et al.,
2013).

3.6 Hongos filamentosos
Los hongos filamentosos son microorganismos eucariéticos, aerobios facultativos, los
cuales se reproducen por esporas, sexual o asexualmente. Los hongos no tienen clorofila
por lo que no pueden realizar fotosintesis y por consiguiente se alimentan de materia

organica (Vargas y Villamizar, 2005; Arenas, 1993).

Tal como lo menciona Ponton (2008), la pared celular estd compuesta basicamente de
polisacéridos y proteinas. Entre los polisacaridos destacan la quitina, el glucano y el
manano o el galactomanano. Las proteinas generalmente estan asociadas a polisacéridos
formando glicoproteinas. Todos estos componentes estan asociados entre si dando lugar a
una estructura rigida. Lo que hace que estos microorganismos absorban solo nutrientes

simples y solubles.

En cuanto a las caracteristicas estructurales del hongo, este presenta un complejo llamado
talo o micelio, el cual esté constituido por hifas (Moreno, 2000). Por otro lado, la fisiologia
de los hongos filamentosos les permite adaptarse a condiciones mas extremas que otros
microorganismos, por ejemplo, en sustratos se pueden desarrollar en concentraciones de
azucar elevados (10%) ya que, no son sensibles a la presién osmotica elevada, ademas,
crecen en un periodo de 4 a 7 dias, pudiendo resistir condiciones de acidez relativamente

altas, a pH entre 2 y 9, con un pH 6ptimo de 5 a 6. Sus fuentes de carbono son la glucosa

9|Pagina



principalmente, pero también el almidon y la celulosa. Aprovechan fuentes de nitrogeno
inorganico, tal es el caso de sales de amonio y nitratos (Moreno, 2000).

Dentro de los hongos filamentosos se encuentra Aspergillus un hongo productor de
micotoxinas, metabolito secundario toxico; tanto el hongo como el metabolito generan

multiples afectaciones en la salud humana y animal.

3.6.1 Generalidades de Aspergillus spp.
El género Aspergillus pertenece a la Divison Ascomycota (Euascomycetes, Eurotiales,
Aspergillaceae) (Houbraken y Samson, 2011), que es integrada por especies anamorficas
con conocidas o presumidas nueve o mas formas telomorficas, ademas incluye 4
subgéneros (Aspergillus, Fumigati, Circumdati, Nidulantes). EI género esta integrado
actualmente por mas de 300 especies (Samson et al., 2014), de las cuales, unas 40 se han
reportado como causantes de infecciones en humanos y otros animales, principalmente
incluidas en las secciones Fumigati, Circumdati, Flavi y Nigri. Se reconoce a Link (1809)
como al autor que valido al género (CINB), a pesar de que Micheli (1729) fue el primero
que lo describio, Micheli lo nombro asi por el parecido que tenia con el “aspergillum”

instrumento utilizado para dispersar el agua bendita (Piontelli, 2014).

Algunas especies pertenecientes a este género son de importancia ecolégica, genética,
biotecnoldgica, y, algunas otras son patogénicas y micotoxicogénicas para el hombre y
otros mamiferos (Powell et al., 1994).

Aspergillus es un hongo ubicuo, sus especies se encuentran ampliamente distribuidas en
el ambiente en todo el mundo especialmente en zonas tropicales y subtropicales (Ryan,
2004). Aunque su principal nicho ecoldgico es la tierra, el agua o la vegetacion, las esporas
de Aspergillus se pueden dispersar facilmente en el aire y sobrevivir en diferentes
condiciones ambientales. Este hongo tiene un ciclo biolégico muy simple en el cual se
forman esporas para su reproduccion y tras la germinacion de estas esporas se forman las

hifas que seran las formas invasivas del hongo. La simplicidad del ciclo bioldgico favorece
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una alta capacidad del hongo para la esporulacion y como consecuencia la presencia de
concentraciones altas de esporas en el aire (Garcia, 2012). Lo cual pone en peligro la vida
de pacientes inmunosuprimidos, como aquellos con neutropenia prolongada, infeccion por
VIH avanzada, inmunodeficiencia heredada o sometidos a trasplante alogénico de células

madre, de pulmon y de corazén (Cuervo et al., 2010).

Aunque hay varios cientos de especies en el género Aspergillus, las que tienen un impacto
considerable en la salud humana o animal suelen ser Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger y Aspergillus terreus, entre otras
(Paulussen et al., 2017). Sin embargo, dependiendo de la virulencia de la cepa flngica, el
estado inmunoldgico y/ o la estructura y funcién pulmonar del huésped, Aspergillus puede
conducir a una variedad de reacciones alérgicas y enfermedades infecciosas en individuos
inmunocomprometidos. Esto puede progresar a una infeccion invasiva y letal del sistema
respiratorio, a menudo seguido de diseminacién a otros 6rganos, una condicion conocida

como aspergilosis invasiva (Kosmidis y Denning, 2015).

Las caracteristicas morfoldgicas de Aspergillus, una notable biologia de tolerancia al
estrés, la capacidad de penetrar las defensas del huésped y colonizar-dafiar el huésped y
otros aspectos de su ecofisiologia contribuyen colectivamente a su eficacia como patdégeno
(Paulussen et al., 2017).

Aspergillus produce aflatoxinas, las micotoxinas naturales méas toxicas, dentro de las
principales especies productoras de aflatoxinas estan Aspergillus flavus y A. parasiticus
(Martinez et al., 2013). Son considerados hongos termotolerantes y microtermofilicos; el
clima de las regiones tropicales y semitropicales favorece el crecimiento de estos hongos,
debido a que, es un hongo cosmopolita este puede incluso encontrarse en zonas templadas
(Bogantes et al., 2004). Tienen como principal reservorio al suelo y contaminan unagran

variedad de productos alimenticios (Klich, 2007).

Se desarrolla a una temperatura minima de 6- 8 °C, con una 6ptima de 36-38 °C y de 44-
46 °C como maxima, una humedad relativa entre el 70 y 90 %, contenido de agua en la
semilla entre 15y 20 %, y, pueden crecer en un intervalo de pH amplio (2,1 a 11,2) con
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un crecimiento 6ptimo entre 3,5 y 8. Para la produccion de aflatoxinas, se requieren una
temperatura minima de 12 °C, una Optima de 27-30° C, y como maxima 40-42 °C
(Bogantes et al., 2004; Martinez et al., 2013).

Aspergillus se reproduce por conidios cuya germinacion da origen a las hifas. Para su
crecimiento, Aspergillus requiere de una humedad relativa entre el 70 y 90 %, contenido
de agua en la semilla entre 15 y 20 % y un rango de temperatura amplio (0 a 45 °C)
(Martinez et al., 2013).

Las principales caracteristicas macro y microscopicas utilizadas en la clasificacién a nivel
de especie en el género Aspergillus incluyen el diametro de las colonias; coloracion del
anverso y reverso de las colonias; presencia de esclerocios, gotas de exudado y pigmento
difusible; textura de las colonias, disposicion de las métulas o filides sobre la vesicula;
medidas de los estipes, vesiculas, métulas y fialides; ornamentacion y color de las

conidias, de las células de Hulle y de las ascosporas (Arrla et al., 2012).

3.6.1.1 Aspergillus-Huésped-Respuesta inmune
Los hongos pueden causar enfermedades y desbordar los sistemas de defensa del huésped
debido a la presencia de varios genes y proteinas asociados con su patogenicidad, Ilamados
factores de virulencia. La formacién de factores de virulencia en Aspergillus ocurre
naturalmente durante su desarrollo en el huésped humano; estos factores de virulencia los
protegen en condiciones desfavorables y mejoran la propagacion de la infeccion en el
tejido (Mezher et al., 2015).

Dentro del género Aspergillus existen factores de virulencia comunes los cuales confieren
al hongo una mayor facilidad para poder invadir al huésped. Dentro de los factores de
virulencia identificados para diferentes especies de Aspergillus se encuentran las
adhesinas, pigmentos, enzimas hidroliticas tales como proteasas, fosfolipasas,
ribonucleasas, restrictocina; catalasas, superdxido-dismutasas, micotoxinas y metabolitos

no proteicos de bajo peso molecular. La micotoxina, principalmente gliotoxina, es uno de
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los poderosos factores de virulencia producidos por A. fumigatus y A. terreus en muestras
de pacientes (Raksha y Urhekar, 2017). Las toxinas pueden ser secretadas por Aspergillus
en un momento crucial de patogénesis, cuando el hongo interacciona con el huésped, al
colonizar el epitelio mucoso (Amitani et al., 1995). Estas toxinas tienen la capacidad de
ralentizar el movimiento ciliar y lesionar el epitelio del tracto respiratorio (Dagenais y
Keller, 2009).

Frecuentemente Aspergillus infecta al huésped por via aérea, a través de la inhalacion de
sus conidios hasta el pulmén. El tiempo de germinacion es variable, pueden ser dias o
incluso meses, dependiendo de la especie. Aunque la inhalacién de estas esporas por el
ser humano es muy frecuente, se calcula que inhalamos méas de 200 esporas diarias,
habitualmente, no producen ninguna enfermedad al ser eliminadas eficientemente por el

sistema inmunitario (Cuervo et al., 2010; Garcia y Carratala, 2012).

Sin embargo, en algunos huéspedes, la espora tiene mayor facilidad para alcanzar el tracto
respiratorio inferior y entonces, su tamafo reducido permite que se deposite en el alvéolo.
Una vez depositado y, de nuevo, dependiendo de la respuesta del huésped, se pueden
producir un amplio espectro de enfermedades tales como manifestaciones alérgicas
(aspergilosis broncopulmonar alérgica), mas frecuentes en el huésped inmunocompetente,
la formacion de masas fungicas (aspergilomas), que veremos en pacientes con cavidades
pulmonares preexistentes y la enfermedad invasora, caracteristica del huésped
inmunodeprimido (Garcia y Carratala, 2012).

Uno de los principales déficits del huésped que predispone a una infeccione oportunista
es la neutropenia. En pacientes neutropénicos, el grado y la duracién de la neutropenia

predicen el riesgo de infecciones potencialmente mortales (Segal, 2007).

Un concepto clave en el estudio de las respuestas inmunes a Aspergillus es que las
susceptibilidades del huésped determinan la forma morfoldgica, la estructura antigénica y
la ubicacion fisica del hongo. Cuando un hospedador sano inhala pequefias cantidades de
conidios, los conidios se eliminan con éxito mediante mecanismos de defensa

mucociliares epiteliales, y los conidios ocasionales que llegan a los alveolos pueden ser

13| Pagina



tratados por fagocitos residentes. Sin embargo, en hospederos con una respuesta inmune
alterada los conidios germinan y forman hifas en el lado luminal de la superficie de la
mucosa anormal e inician una respuesta inflamatoria solida centrada en la via aérea (Park
y Mehrad, 2009). Todas estas células juegan un papel primordial tanto en la destruccion
inicial del hongo como en la activacion de las posteriores etapas de la respuesta
inmunitaria (Garcia y Carratala, 2012).

Los macrdfagos alveolares (MA) constituyen la primera linea de defensa del huésped
fagocitico contra los conidios inhalados. Los monocitos y neutrofilos de sangre periférica
se reclutan posteriormente en los sitios de infeccion. Después de la germinacion
(transformacion de conidios a hifas), los neutréfilos son el brazo de defensa del huésped
dominante contra las hifas, la forma de moldes invasiva de los tejidos (Schaffner et al.,
1982). Por lo tanto, se produce una respuesta inmunitaria innata temprana cooperativa que
estd mediada por macrofagos y neutréfilos en los que los macréfagos se dirigen a conidios
inhalados y neutrofilos dafian las hifas, lo que impide la invasion parenquimatosa
(Roilides, 1994).

Los RRP mas importantes en la respuesta del huésped frente a la infeccion por Aspergillus
son los TLR y la dectina-1. Entre los TLR existen dos que presentan un papel y el TLRA4.
La activacion de cada receptor mediara respuestas totalmente diferentes, aunque por ahora
no queda muy claro que PMAP de Aspergillus son los reconocidas por cada tipo de TLR.
Cuando Aspergillus se une al TLR4, se genera una respuesta de citoquinas pro-
inflamatorias (TNFa, interleuquina [IL] IL-1, 1L12, IL-15, interferon-gamma) que se
asocia a un efecto de proteccion frente la infeccion. De esta respuesta citoquinica se
generara una respuesta adaptativa mediada por los linfocitos Thl. Por el contrario, la
activacion del TLR2 favorece una respuesta citoquimica antiinflamatoria, mediada por la
IL-10 y la IL-4, y como consecuencia, promueve una respuesta del sistema inmune
adaptativo mediado por los linfocitos Th2, relacionados con una mayor susceptibilidad a

padecer infeccidn fungica invasora (Gersuk et al., 2006; Bochud et al., 2008).
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La dectina-1 es especifica para los betaglucanos presentes en la pared celular de los
hongos. Este receptor aumenta de manera considerable su expresion cuando el huesped
estd continuamente expuesto al patdgeno. La activacion de la dectina-1 favorece la
fagocitosis del hongo por la célula del sistema inmune, inicia la cascada inflamatoria de
citoquinas y activa procesos oxidativos, como por ejemplo los mediados por la NADPH-
oxidasa (Underhill et al., 2005; Brown, 2006).

Una vez que se reconoce Aspergillus por los diferentes receptores, por un lado, se da la
produccidn de citoquinas para activar la respuesta inmune adaptativa, y por otro se inician
una variedad de procesos cuyo objetivo es la muerte del hongo, en donde, las células de
defensa fagocitan las diferentes formas fungicas y, segun se trate de una espora o de una
hifa, se activan diferentes procesos. Los macrofagos mataran las esporas mayoritariamente
mediante procesos de oxidacién o de acidificacion. En los neutrofilos, los procesos de

oxidacion son los que tienen mayor relevancia (Garcia y Carratala, 2012).

Algunos factores humorales también participan en la respuesta inmune innata del huésped
frente a la infeccion por Aspergillus. El sistema del complemento actua frente a las
diferentes formas del hongo, ya sea por su via alternativa (que reconoce y elimina esporas)
o por la clésica (que reconoce las formas en germinacion y las hifas). En el fluido alveolar,
existen algunas proteinas (lectinas tipo C) que favorecen la fagocitosis y aglutinan las
esporas de Aspergillus, inmovilizando al patégeno y favoreciendo la accion del sistema

inmunitario (Garcia y Carratala, 2012).

En la respuesta inmune adaptativa las células dendriticas procesan el antigeno y lo
presentan a los linfocitos a través del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Los
linfocitos CD4+, también denominados linfocitos T helper (Th, ‘T cooperadores’), se
encargan de regular y amplificar la respuesta del huésped frente Aspergillus. Los linfocitos
CD4+ se subdividen a su vez en linfocitos de la subpoblacion Thly Th2. A través de la
secrecion de citoquinas, estos linfocitos son los responsables de coordinar la respuesta
inmune celular. La respuesta mediada por las células Thl se asocia con la produccion de

citoquinas pro-inflamatorias. Como consecuencia de esta estimulacion se activan los
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macrofagos, se generan mas linfocitos T CD4+, se favorece la produccion de anticuerpos
y se retrasa las reacciones de hipersensibilidad. La respuesta Th2 se asocia a la secrecion
de citoquinas antiinflamatorias, entre las que destaca la IL-10, que regulan la inflamacion
causada por las citoquinas dependientes de la respuesta Th1l. La respuesta Th2 también se
asocia a diferentes mecanismos de las reacciones alérgicas. Solo de un 6ptimo balance
entre la respuesta Thl y Th2 se obtendra una respuesta inmunitaria que permita hacer
frente a la infeccidn por Aspergillus. Esta respuesta Th influira en activacion de linfocitos

B y en la maduracién del resto de células fagociticas (Garcia y Carratala, 2012).

3.6.1.2 Principales manifestaciones clinicas de
Aspergillus
Las manifestaciones clinicas abarcan reacciones alérgicas, colonizacion asintomatica,

infeccion superficial y enfermedad invasora. La sinusitis alérgica por Aspergillus se
presenta en pacientes adultos jévenes con antecedente de asma o rinitis alérgica, pélipos
nasales cronicos y opacificacion en los senos paranasales; la aspergilosis broncopulmonar
alérgica se caracteriza por presentar remisiones y exacerbaciones. Por otro lado, el
aspergiloma pulmonar consiste en un conglomerado sélido de hifas de Aspergillus,
fibrina, moco y residuos celulares que crece en una cavidad pulmonar preexistente, puede
permanecer como una lesion asintoméatica en muchos pacientes, sin embargo, la
complicacion mas grave puede ser la generacion de hemoptisis potencialmente fatal. Otra
de las manifestaciones clinicas es la otomicosis, un proceso sapréfito que compromete el
canal auditivo externo y cuyos sintomas son prurito, dolor, hipoacusia y otorrea. En el
caso de la aspergilosis pulmonar invasora (API) los hallazgos en el examen fisico, asi
como, los sintomas que abarcan tos, disnea, dolor pleuritico y fiebre, son inespecificos,
por lo que se requiere una alta sospecha clinica para iniciar el tratamiento, ya que la
sobrevida depende de este. La aspergilosis cerebral tiene un porcentaje de mortalidad del
90%, por lo que es la mas temida, los sintomas que abarca son cefalea, convulsiones,

déficit focal, es importante mencionar que los hallazgos por imagen son inespecificos; por
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lo tanto, el diagndstico frecuentemente no se sospecha y es dificil de realizar (Cuervo et
al., 2010).

3.6.1.3 Aspergillus y su identificacion

Las especies de Aspergillus se estudian mediante sus caracteristicas macro y
micromorfoldgicas, junto a caracteres de crecimiento en diferentes medios de cultivo,
perfiles de extrolitos (micotoxinas) y técnicas moleculares, tales como; secuencias del gen
de la B-tubulina, calmodulina y actina, mientras otras técnicas de andlisis como,
amplificacion de DNA polimorfico al azar (RAPD) entre otras, han sido utilizadas.
Concretamente para el diagnostico de Aspergilosis invasiva se considera el uso de
imagenes, microscopia directa, histopatologia, cultivo, deteccion de antigenos y deteccién
de ADN (Piontelli, 2014).

Actualmente para la identificacion de Aspergillus se recomienda examinar varias
secuencias de genes (ITS, calmodulina, B-tubulina, actina) y luego comparar los
resultados obtenidos con secuencias almacenadas en bases de datos bien conocidas. Sin
embargo, los ITS con frecuencia muestran poca 0 ninguna variacion entre especies
estrechamente relacionadas. Para los metabolitos producidos por estos hongos, se
recomienda analizar 4-8 compuestos en lugar de solo una molécula. Lo méas apropiado
seria evitar el uso de micotoxinas como criterio para separar especies, ya que podrian o

no ser producidas por estos hongos (Samson et al., 2014).

3.6.1.4 Aspergillus en suelo agricola
El principal reservorio de este hongos es el suelo. Una de las especies de este género, de
mayor importancia econdmica a nivel mundial es A. flavus, el cual se encuentra en una
mayor concentracion en el suelo de los campos de cultivos, los cuales son altamente
susceptibles, pero A. flavus también se encuentra en los pisos de los bosques, donde no
hay muchos hospedadores conocidos, lo que refleja su capacidad saprofita. En un campo
cultivado, la poblacién de A. flavus en el suelo aumenta después de la cosecha y durante
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los eventos calientes y de sequia y tiene una distribucién espacial total o parche dentro de

los campos (Sweany et al.., 2014).

En el campo, Aspergillus contamina plantas de maiz a través de vectores como insectos o
bien a través de diseminacion aérea de los conidios los cuales infectan la semilla (Sweany
etal., 2014).

3.6.1.5 Aspergillus en maiz
Las especie del género Aspergillus son mohos hialinos de rapido crecimiento, oportunistas
comunes que se encuentran en los suelos o sobre materias en descomposicion
(Alimentarius, 2012).

Aspergillus ataca diversos cultivos, tal es el caso del maiz, el cual es invadido tanto durante
la cosecha como en la postcosecha, asi también, es un hongo altamente productor de
micotoxinas. El crecimiento de Aspergillus y la contaminacion de los productos
alimenticios con aflatoxinas son consecuencia de la interaccion entre el hongo, el
hospedero y el ambiente. La interaccion de dichos factores determina la infestacion y la
colonizacién del sustrato, asi como el tipo y la cantidad de las aflatoxinas producidas
(Martinez et al., 2013).

Las pérdidas en la produccidon del grano se asocian con su manipulacién durante la cosecha
en el campo, almacenaje, transporte y procesamiento para el consumo humano o animal
(Padron et al., 2013).

3.6.2 Generalidades, caracteristicas macro y

micromorfologicas de Aspergillus flavus
El suelo es el principal habitat de Aspergillus flavus, por lo que hay una amplia gama de
cultivos agricolas importantes, que incluyen monocotiledoneas y dicotiledoneas, en las

cuales puede actuar como patogeno (Cleveland et al., 2009).
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A. flavus sobrevive como conidios o esclerocios en el suelo y los desechos organicos.
Mientras que los conidios permiten que el hongo se disemine en masa, los esclerocios
permiten la supervivencia en condiciones ambientales adversas y pueden germinar una
vez que mejoran las condiciones. En los tejidos del huésped, incluidos los humanos, los
animales y las plantas, los conidios germinan y crecen como micelios, que pueden
convertirse en conidioéforos o esclerocios dependiendo de las sefiales ambientales y
nutricionales. Si bien el conidio se considera la espora infecciosa predominante, se

desconoce la forma reproductiva predominante en el suelo (Amare y Keller, 2014).

Este hongo contaminante de granos almacenados y otros cultivos al producir aflatoxinas,
los compuestos tdxicos y hepatocarcindgenos naturales mas potentes, puede causar
toxicidad aguda y carcinogenicidad a largo plazo, al ingerir alimentos contaminados con
este metabolito. A. flavus también puede causar infeccion directa y enfermedad
sistematica en humanos. Después de A. fumigatus, A. flavus es la segunda causa principal
de aspergilosis invasiva y no invasiva en pacientes inmunocomprometidos (Squire, 1981;
Cleveland et al., 2009; Nierman et al., 2015).

Caracteristicas macromorfologicas: colonias de color verde olivaceo a verde amarillento;
micelio blanco; esclerocios, cuando estan presentes, de color marrén oscuro a negro,
variables en forma y tamarfio; reverso incoloro, marrdn claro o anaranjado; textura de la

colonia variable, generalmente lanosa o flocosa (Abarca, 2000).

Caracteristicas micromorfologicas: cabezas conidiales uniseriadas y biseriadas,
principalmente radiales; estipes normalmente rugosos, hialinos o de color marrén pélido.
Vesicula esférica; métulas ocupando practicamente toda la superficie de la vesicula.

Conidios globosos o elipsoidales, lisos o ligeramente rugosos (Abarca, 2000).
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3.6.3 Generalidades, caracteristicas macroy
micromorfologicas de Aspergillus parasiticus
La especie A. parasiticus se considera cosmopolita, comun en suelos cultivados, granos,
alimentos granulados, composta, vegetales, insectos, productos almacenados y otros
ambientes diversos (Salim y Runco, 2008). Al igual que Aspergillus flavus, A. parasiticus
contamina granos, legumbres, nueces, maiz y cacahuates; y es productor de una de las

micotoxinas mas toxicas las aflatoxinas (Muriel, 2017).

Caracteristicas macromorfologicas: las colonias presentan un diametro de 40-50 mm,
tonalidades amarillentas y verdosas que con el tiempo oscurecen, reverso amarillento
(Kozakiewicz, 1989; Abarca, 2000).

Caracteristicas micromorfologicas: cabezas conidiales uniseriadas radiales de mas de 400
mm de diametro, conidiéforo ligeramente rugoso e incoloro de mas de 200 mm de
longitud, vesiculas subglobosas o globosas, conidios globosos, equinulados, de color
verdoso amarillento midiendo aproximadamente de 3.6-5 pum de diametro (Kozakiewicz,
1989; Abarca, 2000).

3.6.4 Otros hongos filamentosos de importancia médicay
econdémica
Algunos de los hongos de mayor importancia asociados a granos y considerados
contaminantes de almacén o campo, pertenecen a los géneros Alternaria, Aspergillus,
Fusarium y Penicillium (Martinez et al., 2013). Comunmente estos hongos se reproducen
mediante esporas las cuales pueden estar en abundancia en los almacenes, siempre y
cuando sean propicias las condiciones de temperatura y humedad adecuadas. Los insectos,
asi como el aire diseminan las esporas para que puedan invadir, geminar y colonizar

diversos substratos (Agrios, 2005).

Los denominados hongos de campo son aquellos que contaminan los granos antes o

durante la cosecha cuando ocurre el desarrollo o maduracion de los granos, o bien cuando
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la planta cortada se encuentra a la intemperie amontonada para la trilla. La presencia de
estos hongos es visible en los diferentes 6rganos de las plantas, en mazorcas, vainas,
espigas o capitulos. Algunos hongos de campo son: Alternaria, Cladosporium,

Helminthosporium y Fusarium (Christensen y Kaufmann, 1969).

Los hongos de almacén a diferencia de los hongos de campo predominan en las bodegas
o lugares en donde se almacenan los cereales. Estos hongos también son cosmopolitas y
contaminan una gran variedad de materiales organicos e inorganicos, frecuentemente
estos mohos solo son contaminantes de granos durante su almacenamiento, aunque
Aspergillus es una de las excepciones ya que también puede invadir antes de la cosecha
(Christensen y Kaufmann, 1969). Cabe mencionar que los almacenes que no estan bien
disefiados o en algunos otros casos que son espacios improvisados por lo regular al aire
libre, comprometen la sanidad de los granos, debido a que se complica controlar o bien
disminuir los efectos ambientales adversos como por ejemplo la lluvia y humedad
(Martinez et al., 2013).

3.6.4.1 Penicillium
El género Penicillium es un género cosmopolita que puede desarrollarse en diversos
substratos como granos, frutas, paja. Es importante en la alimentacién animal y de
humanos debido al deterioro que produce en los granos, ademas de producir toxinas
(Agrios, 2005; Sommers et al., 1992).

Muchas de las especies pertenecientes a Penicillium son abundantes en el suelo, ya que
tienen la capacidad de competir por sustratos organicos. Aunado a esto, su proliferacion
en alimentos es facil, representando un serio problema para la conservacion de estos,
ademas de que es un hongos potencialmente micotoxigénico, algunas de sus especies son
productoras de la micotoxina denominada Ocratoxina presente en diversos alimentos, y la
cual es considerada nefrotdxica, inmunotoxica, teratogénica, ademas la IARC la clasifica
dentro de la clase 2B por ser probable carcindgeno humano (Murphy et al., 2006; Agrios,

2005; Alexopoulos et al., 1996). Algunas otras especies de Penicillium son patégenos
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importantes de frutas durante la post cosecha, y otras son benéficas y con un amplio uso
en la industria farmacéutica y alimenticia (Martinez et al., 2013).

Descripcion macromorfologica: la velocidad de crecimiento de las colonias es moderada
a rapida, con un micelio aéreo que va desde colores claros, blanco, verde, gris o amarillo.
La textura es flocosa o algodonosa, aterciopelada o fasciculada. El reverso de las colonias
puede ser incoloro o en algunos casos debido a los pigmentos que genera adquirir

tonalidades claras (Davel et al., 2016).

Caracteristicas micromorfologica: Conidioforos rectos, hialinos o levemente
pigmentados, con fidlides que nacen directamente de la hifa o sobre métulas. Conidios
producidos en cadena, de forma esféricas o elipsoidales, a menudo con una base trunca,

hialinas, de pared delgada y en ocasiones ornamentadas (Tangarife, 2011).

Penicillium verrucosum es una de las especies productoras de la micotoxina Ocratoxina
A presente en diversos alimentos, la cual es considerada nefrotdxica, inmunotdxica,
teratogénica, y afecta principalmente a los rifiones, ademas, la IARC la clasifica dentro de
la clase 2B por ser un posible carcinégeno humano (FAO. 2003; Murphy et al., 2006).

3.6.4.2 Fusarium

Fusarium es un hongo filamentoso que se encuentra en suelos y plantas. Es considerado
oportunista debido a su capacidad de crecer a 37 °C. Algunas de sus especies son
productoras de toxinas las cuales pueden afectar al hombre y animales. Se han descrito
alrededor de 100 especies de la cuales 12 son consideradas patdgenas para el hombre,
entre estas se encuentran F. solani, F. oxysporum y F. verticilloides. Es un género de gran
importancia econémica debido a que actian como fitopatégenos (Monzén y Rodriguez,
2001; Tapiay Amaro, 2014).

Caracteristicas micromorfologicas: las fialides tienen forma de botella y generalmente son
finas, ya sea, simples o ramificadas, cortas o largas. Los macroconidios tienen forma de

media luna, hialinos y septados. Las caracteristicas importantes para una adecuada
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clasificacion son el largo, ancho, curvatura, numero de septos y los detalles que presentan
los extremos de las células de pie y apical. No todas las especies presentan microconidios,
pero cuando estan estos pueden ser ovales, fusiformes, clavadas, estar en agrupaciones o

en cadenas largas o cortas (Tapia y Amaro, 2014).

Caracteristicas macromorfologicas: el crecimiento de la colonia es rapido y suele ocupar
toda la placa; el color de la colonia puede ser naranja, violeta, café, rojo, gris, blanco, el
color puede variar segun el medio de cultivo que se utilice. EI micelio aéreo generalmente
es abundante y algodonoso. Los datos que contribuyen a una adecuada identificacion de
la especie son la velocidad del crecimiento, la morfologia y la pigmentacion de la colonia
(Monzdn y Rodriguez, 2001).

Algunas especies de Fusarium son productoras de micotoxinas, estas son: F.
sporotrichioides productor de la Toxina T-2, F. graminearum produce deoxinivalenol y

zearalenona, y F. moniliforme fumonisima B1 (FAO, 2003).

3.6.4.3 Paecilomyces
El genero Paecilomyces se aisla de una gran variedad de sustratos entre estos el suelo,
restos vegetales y frutas, generalmente es considerado como contaminante. Es de
importancia econdmica debido principalmente al dafio que causa en diversos materiales.
Algunas especies estan asociadas a enfermedades en humanos y animales Paecilomyces
lilacinus Samson y P. variotti Bain (Junior et al.,2005). Al igual que otros hongos
saprofitos, Paecilomyces spp. se pueden encontrar en materiales clinicos sin tener

importancia etioldgica (Jang et al., 1971).

Las caracteristicas morfologicas que presenta son las siguientes: fidlides largas y
delicadas, poco ordenadas, solitarias, en verticilos o irregularmente dispuestas sobre el
conidioforo, conidios con forma de limon y las colonias generalmente son de color blanco,

marrones o lila (Davel et al., 2016).
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3.6.4.4 Alternaria
Alternaria es un hongo filamentoso, saprofito. En el ambiente es un hongo patégeno de
vegetales, su principal reservorio es el suelo, aunque también se encuentra en vegetales

en descomposicion, en frutas, en papel, tejidos y fomites (INSHT, 2014).

Las esporas se encuentran en el aire (bioaerosol), a finales de verano y otofio es cuando
se) alcanzan las concentraciones mas altas. Es considerado un contaminante de los
edificios o lugares de trabajo. Las esporas son resistentes a la radiacion ultravioleta y la
desecacion (INSHT, 2014).

Algunas especies de Alternaria son consideradas contaminantes de postcosecha y otras de
importancia clinica debido a la produccion de metabolitos secundarios toxicos,

micotoxinas implicadas en el desarrollo de cancer en mamiferos (Thomma, 2003).

La caracteristica taxondmica clave del género es la produccion de conidios grandes,
multicelulares, de color oscuro con septos longitudinales y transversales. Estos conidios
son mas anchos cerca de la base y gradualmente se van estrechando hacia un pico
alargado, proporcionando una apariencia tipo maza. Se producen en cadenas simples o
ramificadas (Honda et al., 1987, 1990).

El crecimiento de las colonias es rapido (tres o cuatro dias), presentan un aspecto velloso,
al principio de color gris, después adquieren tonos negros olivaceos en el centro y reverso

y con un borde gris blanquecino que rodea la colonia (INSHT, 2014).

3.7 Micotoxinas
Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos
especificos que son contaminantes comunes en productos agricolas. Estos compuestos son
toxicos para humanos y animales, y un problema de salud en el mundo (Huerta et al.,
2016).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud dentro de las sustancias quimicas que
contaminan a los alimentos se encuentran las micotoxinas, y son las que mas atencion han
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merecido debido a la importancia que tienen en cuanto a la inocuidad de los alimentos
(OMS, 2002).

Los efectos que tienen estos metabolitos sobre la salud humana y animal son serios, por
estos es que en diversos paises se han fijado limites permisibles en alimentos y raciones,
con la finalidad de proteger la salud humana e interese econdmicos. Dentro de los factores
que se consideran para fijar los limites y reglamentar las micotoxinas se encuentran:
disponibilidad de datos toxicoldgicos; datos sobre la presencia de las micotoxinas en
productos basicos; y conocimiento sobre la distribucion de las concentraciones de las

micotoxinas en un lote (Van y Jonker, 2004).

Las micotoxinas son formadas por una serie de reacciones consecutivas, catalizadas a
partir de intermediarios bioquimicamente simples del metabolismo primario; por ejemplo:
acetato, mebolato, malonato y ciertos aminoacidos. La produccion de micotoxinas esta
asociada al proceso de esporulacion del hongo, estrechamente relacionado con las
condiciones ambientales y la concentracion de nutrientes en el medio (Bogantes et al.,
2004).

3.7.1 Micotoxinas y cambio climético
La destruccion a gran escala de los bosques, la quema de combustibles fésiles y otras
actividades humanas han cambiado el clima mundial. Las concentraciones de metano,
dioxido de carbono, 6xido nitroso y clorofluorocarbonos en la atmésfera han aumentado

dando como resultado un calentamiento ambiental (Chakraborty et al., 2000).

Son diversos los factores involucrados en la contaminacién de alimentos por micotoxinas,
pero el clima es el mas importante (Paterson y Lima, 2010). Factores ambientales como
la temperatura y humedad contribuyen en la produccion de estos metabolitos en los
cultivos antes y/o después de la cosecha; otros factores ambientales asociados en la
produccién de micotoxinas son el ataque de insectos, sequias y condiciones de estrés de

las plantas (Miraglia et al., 2009).
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Las micotoxinas son dependientes del clima, problemas asociados a la planta y al
almacenamiento, también influenciados por factores no infecciosos (por ejemplo,
biodisponibilidad de (micro) nutrientes, dafio por insectos y otros ataques de plagas), que
a su vez dependen de las condiciones climaticas. El clima representa la fuerza impulsora
del agroecosistema clave de la colonizacion por hongos y la produccion de micotoxinas
(Paterson y Lima, 2010).

Por ejemplo, la lluvia, en o cerca de la cosecha, significa concentraciones inaceptables de
aflatoxinas en muchos cultivos en regiones calidas. Por otro lado, los cultivos en
desarrollo con frecuencia son muy resistentes a la infeccion por A. flavus y a la posterior
contaminacion por aflatoxinas, a menos que las condiciones ambientales favorezcan el
crecimiento fungico y la susceptibilidad de los cultivos. Las heridas producidas por
insectos, mamiferos, aves, procesos mecanicos (por ejemplo, granizo) y / o el estrés de las
condiciones de calor seco producen infecciones significativas durante la primera fase.
Ademas, el clima influye directamente en la susceptibilidad del huésped (Paterson y Lima,
2010).

3.7.2 Micotoxinas importancia en el sector agricola 'y de
salud
Las micotoxinas, metabolitos secundarios toxicos generados por hongos, representan un
riesgo en el estado de salud y bienestar de los consumidores; ademas, también los
productores, empresas y el mercado de exportacion resulta afectado por las pérdidas
econdmicas (Capcarova et al., 2016).

Las micotoxinas han sido clasificadas como el factor de riesgo dietético cronico mas
importante, mas alto que los contaminantes sintéticos, toxinas de plantas, aditivos
alimentarios o residuos de plaguicidas (Kuiper, 1998). Por esto, se han llevado a cabo
muchas investigaciones sobre el andlisis de micotoxinas en matrices de alimentos y
piensos, en humanos y la exposicién de animales de cria y efectos de salud relacionados
(Schenzel, 2012).
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3.7.3 Micotoxinas y su actividad toxica en humanos y
animales

La actividad toxica que generan las micotoxinas es aguda; estos metabolitos secundarios
toxicos inhiben la sintesis de proteinas, generan sindromes de Reye y de Kwashiorkor,
son inmunosupresores, estan involucrados en la irritacion dérmica, son disrupciones
endocrinas, producen hepatitis aguda y otras perturbaciones metabdlicas; dentro del
cuadro clinico se incluye higado graso y edema cerebral severo. A largo plazo se presentan
efectos carcinogenicos, mutagénicos, teratogénicos, estrogénicos, inmunotdxicos,
nefrotdxicos y neurotdxicos. Las micotoxinas suelen entrar en el cuerpo a través de la
ingestion de alimentos contaminados, pero la inhalacion de esporas toxigénicas y el
contacto cutaneo directo son rutas también importantes (Martinez et al., 2013). Son
absorbidas en el tracto gastrointestinal debido a su alta liposolubilidad y biotransformadas
en el higado por enzimas microsomales de la superfamilia del citocromo P450, entre las
que se encuentran CYP1A2, 2B6, 3A4, 3A5, 3A7 y GSTM1. Las dos enzimas mas
importantes son representadas por la CYP3A4, que interviene en la formacion de la forma
exoepoxido y el metabolito aflatoxina Q1 (AFQ1), y la CYP1A2 forma en su mayoria la
forma endoepoxido y la aflatoxina M1 (AFM3). Adicionalmente, en humanos se producen
otros metabolitos como son aflatoxicol, AFP1, AFB2sy AFB: -2,2 dihidrodiol (IARC,
2012).

3.7.4 Aflatoxinas, importancia y generalidades
Las aflatoxinas son metabolitos secundarios toxicos, que contaminan una amplia variedad
de cereales entre estos el maiz, ocasionando una disminucién en su valor nutricional y

comercial (Pefa et al., 2013)

Las especies Aspergillus flavus y A. parasiticus son los principales productores de este
metabolito, y pueden crecer en una amplia variedad de sustratos. Su capacidad para

producir aflatoxinas depende de su sistema metabdlico individual, esencial para el
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metabolismo primario de lipidos y enzimas especificas (sintetasas) capaces de producir
este metabolito secundario (Martins et al., 2000).

Las aflatoxinas son conocidas desde 1960, cuando en Inglaterra se presentd una epidemia
que matd alrededor de 100.000 pavos alimentados con mani infectado con A. flavus
proveniente de Brasil. Hay alrededor de 20 diferentes tipos de aflatoxinas, las méas
importantes por su alto potencial cancerigeno, mutageno y teratdgeno son: B1 (AFB1),
B2 (AFB2), G1 (AFG1), G2 (AFG2), M1 (AFM1), M2 (AFM2), P1 (AFP1), Q1 (AFQ1)
y D (AFD), éste tltimo derivado del tratamiento de la AFB1 con amonio (Martinez et al.,
2013). Las aflatoxinas suelen designarse con letras, que se refieren a una caracteristica
fisica o de otro tipo del compuesto, por ejemplo, las B1 y B2 presentan fluorescencia azul
(blue en inglés) y las G1 y G2, fluorescencia verde (green) cuando se exponen a radiacién

ultravioleta de onda larga (Bogantes et al., 2004).

Es importante sefialar que la capacidad de sintesis de aflatoxinas es caracteristica de la
cepa, no de la especie (Martinez et al., 2013). Los niveles de produccion de aflatoxinas
son afectados por pardmetros como la temperatura, actividad del agua, pH, presion
osmotica, naturaleza del sustrato. Las cepas toxinogénicas de Aspergillus flavus suelen
producir niveles mas altos de aflatoxina Bl y aflatoxina B2, mientras que, con A.
parasiticus se obtienen cantidades mas equitativas de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2
(Martins et al., 2000).

Esta micotoxina se sintetiza por la ruta metabdlica de los policétidos y las reacciones
involucradas incluyen condensacion, oxidacion, reduccién, alquilacién y halogenacion,
llevando a la formacién de una molécula que consiste en un anillo cumarin unido a una
unidad bisdihidrofurano y a una ciclopentanona. Estos metabolitos se forman por la
condensacion del acetil-coenzima A y malonil coenzima A, dando lugar al acetil-S
Coenzima A, la cual serd la molécula iniciadora de la AFB1. Dentro de la via biosintética,
la formacion de la versicolorina A es particularmente relevante, ya que es la primera

molécula en la via de la AFB1 que contiene un doble enlace en la posicion 8,9 de la
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molécula del bisfurano. Este doble enlace es el blanco para la activacion de una molécula
altamente reactiva (Padron et al., 2013).

Son un serio problema de salud, esto debido a que son acumulativas, por lo tanto, una vez
que contaminan el grano o el producto agricola ya sea en campo o almacén, son
persistentes ante la digestion, calor generado durante coccién o bien al congelamiento.
Estos metabolitos son ingeridos a través de los granos, semillas, frutos, leche o carne de

animales contaminados (Requena et al., 2005).

Son un grupo de aproximadamente 20 metabolitos fangicos, compuestos quimicos
organicos no proteicos, de bajo peso molecular, son inodoras, insipidas e incoloras, su
esqueleto basico es un anillo de furano unido al ntcleo de cumarina, son estables en los
alimentos y resistentes a la degradacion bajo procedimientos de coccién normales,
Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius son las especies que principalmente
producen este metabolito (Urrego y Diaz, 2006; Martinez et al., 2013; Ehrlich et al., 2007,
Bbosa et al., 2013), en la tabla 1 se resumen las principales aflatoxinas producidas por

especies de Aspergillus.

Estos metabolitos se clasifican en dos grandes grupos segin su estructura quimica e
incluyen las series de difurocumarociclopentenona (AFB1, AFB2, AFB2A, AFML,
AFM2, AFM2A y aflatoxicol) y la serie de difurocumarolactona (AFG1, AFG2, AFG2A),
AFGM1, AFGM2, AFGM2A y AFB3) (Bbosa et al., 2013) en la Imagen 1 se muestra la

estructura quimica de las principales aflatoxinas.

Las aflatoxinas muestran potencia de toxicidad, carcinogenicidad, mutagenicidad en el
orden de AFB1> AFG1> AFB2> AFG2. El grado de toxicidad depende del 6rgano
afectado, el higado es uno de las principalmente afectados, inclusive las aflatoxinas estan

implicadas en la incidencia de cancer de higado (Bbosa et al., 2013).
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Tabla 1: Resumen de las principales aflatoxinas producidas por especies de Aspergillus

Difuranocoumarins

Difurocomarocyclopenten

one series

Difurocoumarolactone
series

Fuente: Bbosa et al., 2013

Type of aflatoxin
Aflatoxin B1 (AFB:)

Aflatoxin B, (AFBy)

Aflatoxin Bz,
(AFB2a)
Aflatoxin M1 (AFM,)

Aflatoxin M2 (AFM,)

Aflatoxin Maza
(AFM25)
Aflatoxicol (AFL)
Aflatoxicol M3

Aflatoxin G1 (AFG1)
Aflatoxin G2 (AFGy)

Aflatoxin Gaa
(AFG2a)

Aflatoxin GM;
(AFG1)

Aflatoxin GM,
(AFGMy)

AFGM3a

Aflatoxin B; (AFBs)
Parasiticol (P)
Aflatrem
Aspertoxin
Aflatoxin Q1 (AFQ2)

Aspergillus specie(s)

A. flavus, A. arachidicola, A. bombycis, A.
minisclerotigenes, A. nomius, A.
ochraceoroseus, A. parasiticus, A.
pseudotamarii, A. rambellii, Emericella
venezuelensis

A. arachidicola, A. flavus, A. minisclerotigenes,
A. nomius, A. parasiticus

A. flavus

A. flavus, A. parasiticus; metabolite of aflatoxin
B in humans and animals and comes from a
mother's milk

Metabolite of aflatoxin B in milk of cattle fed
on contaminated foods

Metabolite of AFM,

A. flavus, metabolite of AFB
Metabolite of AFM

A. arachidicola, A. flavus, A. minisclerotigenes,
A. nomius, A. Parasiticus

A. arachidicola, A. flavus, A. minisclerotigenes,
A. nomius, A. parasiticus
Metabolite of AFG;

A. flavus
Metabolite of AFG,

Metabolite ot AFGM:;

Aspergillus species not defined

A. flavus

A. flavus, A. minisclerotigenes

A. flavus

Major metabolite of AFB; in in vitro liver
preparations of other higher vertebrates
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Imagen 1: Estructura quimica de las principales aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1, M2,
Boay Goa

Fuente: Bbosa et al., 2013

3.7.4.1 Aflatoxinasy su mecanismo de accion
Las aflatoxinas son compuestos altamente liposolubles y se absorben facilmente desde el
sitio de exposicion, generalmente a través del tracto gastrointestinal y del tracto

respiratorio al torrente sanguineo (Larsson y Tjalve, 2000; Agag, 2004).

Los seres humanos y los animales se exponen a las aflatoxinas por dos rutas principales:

a) ingestion directa de alimentos contaminados con aflatoxinas o ingestion de aflatoxinas
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arrastradas desde el alimento a la leche y productos lacteos como queso y leche en polvo,
asi como otros tejidos animales principalmente como AFM1 (Agag, 2004) (b) por
inhalacion de particulas de polvo de aflatoxinas especialmente AFB1 en alimentos
contaminados en industrias y fabricas (Coulombe y Jr, 1994). Después de ingresar al
cuerpo, las aflatoxinas se absorben a través de las membranas celulares donde alcanzan la
circulacién sanguinea. Se distribuyen en la sangre a diferentes tejidos y al higado, el
principal 6rgano del metabolismo de los xenobidticos. Las aflatoxinas son metabolizadas
principalmente por el higado a un epdxido reactivo intermedio o hidroxilado para
convertirse en la aflatoxina M1 menos dafiina. En humanos y especies animales
susceptibles, las aflatoxinas especialmente AFB1 son metabolizadas por las enzimas
microsomales del citocromo P450 (CYP450) para aflatoxin 8,9-epoxido, una forma
reactiva que se une al ADN y a la albdmina en el suero sanguineo, formando aductos y
causando dafio al ADN. Diversas isoformas de las enzimas CYP450 se producen en el
higado y metabolizan la aflatoxina en una especie de oxigeno reactivo (aflatoxina-8,9-
epoxido), que puede unirse a las proteinas y causar toxicidad aguda (aflatoxicosis) o al
ADN e inducir cancer de higado (Wild y Montesano, 2009; Wu y Khlangwiset, 2010).
Las isoformas de CYP450 humanas predominantes implicadas en el metabolismo humano
de AFB1 son CYP3A4 y CYP1A2. Ambas enzimas catalizan la biotransformacion de
AFB1 al altamente reactivo exo-8,9-epdxido de AFB1; CYP 1A2 también es capaz de
catalizar la epoxidacion de AFB1 para producir una alta proporcién de endoepoxido e
hidroxilacion de AFB1 para formar aflatoxina M1 (AFM1), que es un sustrato pobre para
la epoxidacion y menos potente que AFB1 (Guengerich et al., 1998). Esto se considera
generalmente como la principal via metabdlica de desintoxicacion para las aflatoxinas. El
CYP3A4 es la principal enzima CYP450 responsable de la activacion de AFB1 en la
forma de epoxido y también forma AFQ1, un metabolito de desintoxicacion menos téxico.
El CYP3A5 metaboliza AFB1 principalmente a exo-epoxido y algo de AFQ1 (Wang et
al., 1998). Sin embargo, los estudios de polimorfismo con CYP3ADS5 han indicado que esta
enzima isoforma no es expresada por la mayoria de la gente, especialmente en los

africanos. Los estudios en nifios gambianos mostraron que las aflatoxinas atraviesan la
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placenta y se transportan al feto y al recién nacido, donde pueden causar efectos
perjudiciales. EI CYP3A7 es una isoforma de la enzima CYP450 principal en el higado
fetal humano y metaboliza AFB1 al epdxido 8, 9 que puede causar defectos fetales en el
feto en desarrollo (Kitada et al., 1989).

La epoxidacion de AFBL1 al exo-8, 9-epoxido es un paso critico en la ruta genotdxica de
este carcindgeno. Se ha informado que la unién de AFB1 a la aduccion de ADN y ADN
por AFB1 exo0-8,9 epdxido causa cambios funcionales en la conformacion del ADN
(Raney et al. 1993). El epoxido es altamente inestable y se une con alta afinidad a las
bases de guanina en el ADN para formar aflatoxinas -N7-guanina (Guengerich, 2001). La
aflatoxina-N7-guanina ha demostrado ser capaz de formar mutaciones de transversion de
guanina (purina) a timina (pirimidina) en el ADN y, por lo tanto, afecta al gen supresor de
p53 en el ciclo celular (Bailey et al., 1996). El gen p53 es importante para prevenir la
progresion del ciclo celular cuando hay mutaciones de ADN o sefializacion de apoptosis.
Se ha informado que las mutaciones afectan algunas ubicaciones de pares de bases mas
que otras especialmente en la tercera base del coddn 249 del gen p53 en la region
correspondiente al dominio de unién a ADN de la proteina correspondiente (Sudakin,
2003; Li et al., 1993) y esto parece ser mas susceptibles a mutaciones mediadas por
aflatoxinas que las bases cercanas (Aguilar et al., 1993). AFB1 induce la transversion de
la base G a la base T en la tercera posicion del codon 249 y se han observado mutaciones
similares en el carcinoma hepa-celular (HCC) en alimentos ricos en AFB1 en regiones del
este de Asia y Africa (Li et al., 1993; Gerbes y Caselmann, 1993; Mace et al., 1997).

La epoOxido hidrolasa y la glutation-S-transferasa (GST) estan involucradas en la
desintoxicacion hepéatica de AFB1 activado, pero se cree que la conjugacion catalizada
por GST de glutatién a AFB1-8,9-epdxido juega el papel mas importante en la prevencion
de la union del epdxido a macromoléculas como el ADN vy diversas proteinas de las células
(Sherratt y Hayes, 2001). El epdxido exo y endo también puede convertirse no
enzimaticamente en AFB1-8,9-dihidrodiol, que a su vez puede sufrir lentamente una
reaccion de apertura del anillo catalizada por la base a un ion fenolato de dialdehido

(Guengerich et al., 1998). El dialdehido AFB1 puede formar bases de Schiff con residuos
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de lisina en la albumina sérica formando complejo de aflatoxina-albumina (Sabbionni y
Wild, 1991). También el dialdehido de aflatoxina se reduce a un dialcohol en una reaccion
catalizada dependiente de NADPH por la aflatoxina aldehido reductasa (AFAR) (Knight
et al., 1999). Sin embargo, la alquilacion de guanina por aflatoxina B1 produce exo-8,9-
epoxido que es la forma reactiva y un carcindgeno para el higado y la reaccidn es més de
2000 veces mas eficiente en el ADN que en la solucidn acuosa (Brown et al., 2009).

3.7.4.2 Aflatoxinas y afectaciones en la salud
El estudio de aflatoxinas es de interés médico por su alta incidencia en alimentos, y porque
su consumo en dosis bajas, medias o altas, causa tanto efectos toxicos en corto tiempo
(agudos), como aquellos que pudieran manifestarse a los meses o afios (crénicos), siendo
estos ultimos los mas comunes (Martinez et al., 2013).

Experimentos realizados en animales han demostrado que las aflatoxinas pueden producir
toxicidad aguda y cronica. Los efectos agudos incluyen necrosis hepética, nefritis, y
congestion pulmonar. Los efectos crénicos incluyen dafio celular, carcinogenicidad,

teratogenicidad y mutagenicidad en modelos animales (Bogantes et al., 2004).

Las aflatoxinas ingeridas, que se absorben por el tracto gastrointestinal, son
metabolicamente activadas o detoxificadas en las células de la mucosa intestinal y en el
higado, donde sufren una biotransformacién por medio de procesos de epoxidacion,
hidroxilacion, o-des-metilacion, conjugacion y procesos espontaneos (Bogantes et al.,
2004).

La aflatoxina B1 (AFB1) es considerada por la Agencia Internacional para la investigacién
del Cancer (IARC) como evidente cancerigeno en animales de experimentacion,
convirtiéndola en la aflatoxina de mayor importancia en la salud publica (Martinez et al.,
2013). Ademas de tener efectos teratogénicos y mutagénicos en humanos y animales (Das
etal., 2014).
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3.7.4.3 Hongos aflatoxigénicos y aflatoxinas en maiz
Los hongos filamentosos destruyen alrededor del 10% de la cosecha mundial. Las especies
de hongos que frecuentemente contaminan el sistema agropecuario pertenecen a los
géneros Aspergillus, Fusarium, Claviceps, Penicillium y Stachybotrys. Con base al
comportamiento epidemiol6gico de los mismos pueden clasificarse en “hongos de campo”
y “hongos de almacén”, alrededor de 150 especies de hongos son los que afectan granos
almacenados. En zonas de clima himedo es en donde ocurren las mayores afectaciones
(Sanchez et al., 2009; Bonifaz, 2012).

Ahora bien, los hongos que frecuentemente contaminan el maiz son Aspergillus,
Fusarium y Penicillium, organismos potencialmente productores de micotoxinas. En
México, aproximadamente el 60% del maiz total utilizado (importado y producido) esta
destinado al consumo humano, en contraste con solo el 4% en los EE. UU. Esta planta es
nativa de México y no solo es destinada para consumo humano, sino también del ganado,
ademas de que industrialmente es aprovechada (Martinez et al., 2013). De acuerdo con
SIAP (2018) en 2016 en México se produjeron 28,250,783.32 toneladas de maiz. El
rendimiento, asi como la calidad de este es limitado debido a factores bi6ticos y abidticos;
tales como, enfermedades y plagas causadas por microorganismos, la condiciones de
temperatura, humedad, del suelo, entre otros factores (Moreno y Gonzélez, 2011).

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, ambos pertenecientes a la seccién Flavi, son
las dos principales especies productoras de aflatoxinas; Aspergillus flavus es de las
especies mas frecuentemente aisladas en la agricultura y la medicina, la contaminacién
por aflatoxinas provoca importantes pérdidas anuales de cultivos a nivel internacional
(Cleveland et al., 2009; Sardifias et al., 2011; Nierman et al., 2015). Estas especies
contaminan numerosos productos alimenticios, incluidos cereales, pistachos, nueces y
cacahuetes, especias e higos en climas célidos donde pueden producir aflatoxinas en
diferentes puntos de la cadena alimentaria, como la precosecha, el procesamiento, el
transporte o el almacenamiento. Estas especies tienen diferentes perfiles toxigénicos: A.
flavus produce aflatoxina B1 (excretada en la leche materna como M1) B2, acido
ciclopiazonico, aflatrem, acido 3-nitropropidnico, sterigmatocystin, versicolorin A'y
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aspertoxina, mientras que A. parasiticus produce aflatoxina B1, B2, G1, G2 y versicolorin
A (Sardifas et al., 2011).

Las aflatoxinas tienen un impacto econdémico y comercial, inclusive puede llegar a
ocasionar pérdidas humanas y animales. La infeccion del maiz por Aspergillus durante la
pre-cosecha puede reducir el volumen del cereal destinado al consumo animal y humano.
Los reportes en México sobre la incidencia de aflatoxinas en granos y productos
terminados hechos a base de maiz, se extiende en diversas regiones del pais, pero quizé el
caso mas alarmante fue el reportado en Tamaulipas cuando en 1989 practicamente toda la

cosecha superaba los 100 pg/kg de aflatoxinas (Quezada et al., 2011).

La produccion de aflatoxinas en granos de maiz es favorecida por factores que ocurren
durante el campo o en almacén. En campo, la produccion de aflatoxinas se incrementa con
el estrés hidrico, las altas temperaturas, dafios a la planta hospedante producidos por
insectos y ataque de plagas. En almaceén, las condiciones de alta temperatura y humedad,
aireacion e inoculo primario proveniente del campo también son determinantes en el

incremento de la sintesis de aflatoxinas en el grano de maiz (Martinez et al., 2013).

3.7.4.4 Normatividad para aflatoxinas
Establecer reglamentos para las micotoxinas es una tarea compleja debido a que involucra
diversos factores y partes interesada. En la década de 1960 se establecieron los primeros
limites para las micotoxinas, y estos fueron para las aflatoxinas. En 2003,
aproximadamente 100 paises ya tenian regulados limites para micotoxinas especificos,

tanto para alimentos como para raciones (Van y Jonker, 2004)

Existen multiples formas de aflatoxina, sin embargo, la B1 es la mas prevalente en el maiz,
y de acuerdo con la IARC se clasifica dentro del grupo 1 como sustancia cancerigena. Se
estima que mas de 55 millones de personas estan expuestas a aflatoxinas en niveles no

saludables. En paises subdesarrollados, la regulacion es dificil de aplicar, por lo que los
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métodos de intervencion para reducir la exposicién humana se vuelven costosos y / 0
intensivos (Liu y Wu, 2010; Reese, 2010).

A nivel internacional, la Norma General del Codex para los contaminantes y las toxinas
presentes en los alimentos y piensos, comprende los niveles maximos de contaminantes y
sustancias toxicas naturales que se encuentran en los piensos en los casos en que el
contaminante en los piensos puede ser transferido al alimento de origen animal y que
pueden ser pertinentes para la salud pablica (Codex Alimentarius, 2015). En la Imagen 2
se muestra los rangos y medias por regiones de los limites para las aflatoxinas totales en

los alimentos (Van y Jonker, 2004).
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Imagen 2: Rangos y medias por regiones de los limites para las aflatoxinas
totales en los alimentos

Fuente: Van y Jonker, 2004

En México la NOM-188-SSA1-2002 establece el nivel maximo de aflatoxinas permitido
en los cereales destinados al consumo humano y animal, asi como los requisitos sanitarios
para el transporte y el almacenamiento de los productos; cuando los niveles de este

metabolito son superiores a 20 pg/kg el cereal es destinado para consumo animal.
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3.8 Hongos aflatoxigénicos-Aflatoxinas-Ambiente
En la Imagen 3 se puede observar la interaccion que se llevan a cabo entre los hongos
aflatoxigénicos, las aflatoxinas, el ambiente, y como esta interaccion puede repercutir
sobre la salud humana y animal.

>Maiz contaminado

>Temperatura-Humedad-Viento . 3 >Almacenamiento inadecuado

>Produccion de aflatoxinas

!

>Aflatoxicosis

i

Efectos:
>lnmunosupresores
>Mutagénicos

>Teratogénicos

>Cancerigenos

Imagen 3: Interaccion hongos aflatoxigénicos/aflatoxinas-ambiente-
hombre/animal

Fuente: Propia
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I1l.  PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cual es la condicion del suelo destinado al cultivo de maiz y granos de maiz criollo
almacenado en relacién con hongos potencialmente aflatoxigénicos y, es el maiz
susceptible a contaminacion por aflatoxinas totales, en sitios de Puebla (San Salvador el

Seco y la Junta Auxiliar la Resurreccion) y Tlaxcala (Tlaltepango y Nativitas)?

IV. HIPOTESIS
Los suelos destinados al cultivo de maiz y granos de maiz criollo almacenado estan
contaminados con hongos potencialmente aflatoxigénicos, asimismo, este cereal es
susceptible a contaminacion por aflatoxinas totales, en sitios de Puebla (San Salvador el

Seco y la Junta Auxiliar la Resurreccion) y Tlaxcala (Tlaltepango y Nativitas).
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar la presencia y distribucién de hongos aflatoxigénicos en suelo agricola y maiz
almacenado, asi como la contaminacion por aflatoxinas totales en maiz almacenado, en
sitios de Puebla (San Salvador el Seco y la Junta Auxiliar la Resurreccion) y Tlaxcala

(Tlaltepango y Nativitas).

5.2 Objetivos especificos
1. Determinar la presencia de Aspergillus flavus y A. parasiticus (hongos
potencialmente productores de aflatoxinas) en suelo agricola destinado al cultivo

de maiz y maiz criollo almacenado en sitios de Puebla y Tlaxcala.

2. Analizar la presencia de aflatoxinas totales en muestras de maiz almacenado a la

intemperie.

3. Monitorear la presencia de otros hongos filamentosos en suelo agricola destinado

al cultivo de maiz, asi como la presencia de estos en este cereal.
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VI.  DISENO METODOLOGICO Y TECNICAS DE INVESTIGACION
Para la realizacion de este trabajo fue necesario recolectar muestras de suelo agricola
destinado al cultivo de maiz, asi como, maiz criollo de almacenes a la intemperie de sitios
de Puebla (San Salvador el Seco y Junta Auxiliar la Resurreccion) y Tlaxcala (Tlaltepango
y Nativitas), se escogieron estos sitios de muestro debido a las caracteristicas

socioambientales que comparten y porque se permitid tener acceso a los mismos.

En la fase de campo las muestras se recolectaron usando como referencia la NOM-021-
SEMARNAT-2000 en el caso de suelo agricola y la NOM-188-SSA1-2002, para la
recoleccion de muestras de maiz. Se recolectaron un total de 147 muestras, 67 de suelo
agricola y 80 de maiz criollo almacenado (mazorcas y granos), en dos muestreos
realizados el primero en enero y el segundo en agosto de 2017. EI muestreo de suelo
agricola (Imagen 4) y maiz almacenado se realizado tipo z, obteniéndose muestras

representativas con base a la dimension del terreno.

Imagen 4: Muestreo de suelo agricola tipo Z

Fuente: Propia
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En la fase de laboratorio las muestras obtenidas se analizaron en el “Laboratorio de

Micologia del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas —-ICUAP”.

7.1 Aislamiento e identificacion fenotipica de cepas aflatoxigénicas
Para el aislamiento de cepas aflatoxigénicas se tamizo el suelo agricola y posteriormente
se realizaron diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000; también para el procesamiento de
muestras de maiz se realizaron las diluciones, solo que, estas Ultimas se molieron hasta
obtener un polvo fino; las ultimas dos diluciones se inocularon en agar dextrosa
Sabouraud y fueron incubadas a una temperatura de 28 + 2 0C durante un periodo de 4 a
7 dias, con la finalidad de aislar cepas presuntivas de estos hongos potencialmente
aflatoxigénicos. Para la obtencién de cultivos axénicos, las colonias presuntivas se
sembraron en tubos con agar dextrosa Sabouraud los cuales fueron incubados a la misma
temperatura que se menciond y durante el mismo periodo. Una vez obtenidos los cultivos
axénicos de A. flavus y A. parasiticus se les realiz la técnica de microcultivos, esta técnica
permite la correcta identificacion de estructuras fangicas. Posteriormente se realizo la
identificacion macromorfolégica y micromorfoldgica usando claves taxonomicas
especializadas; las cepas presuntivas de A. flavus y A. parasiticus se inocularon en el
medio diferencial AFPA (Aspergillus flavus parasiticus agar) (SIGMA-ALDRICH) el
cual nos permitié corroborar estas especies, ya que en ambos casos se produce una

coloracion naranja amarillenta al reverso de la colonia.

7.2 Caracterizacion molecular de cepas de potencialmente aflatoxigénicas
A las cepas presuntivas de Aspergillus flavus y A. parasiticus se les realiz6 PCR y

posteriormente se enviaron a secuenciar.

Para la obtencion de ADN, se utilizo el kit de aislamiento de ADN de plantas (sistema de
cuentas magnéticas) suministrado por NORGEN, a partir de la extraccion realizada del
micelio de las cepas de Aspergillus flavus. Una vez obtenido el ADN del hongo se hizo la
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amplificacion de la secuencia parcial del gen benA (beta-tubulina). Esto se llevd a cabo
mediante el procedimiento reportado por Glass y Donaldson (1995). Inicialmente en un
volumen final de 25 pL de reaccidon, se emplearon: 10 ng de ADN genomico, 1.5 mM de
MgClI2, 200 uM de dNTPs (Applied Biosystems Inc.), 1 U de Taq polimerasa (Applied
Biosystems Inc.) y 30 pmol de cada  oligonucledtido Bt2a
(5 GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3) y Bt2b (5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC3). La amplificacion se realizd en wun
termociclador (ESCO, Swift Maxi) usando el programa: 95 0C por 8 min, 35 ciclos de 95
0C por 15 s, 58 OC por 20 s y 72 OC por 1 min, y un ciclo de 72 0C por 5 min. Los
productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
teflido con GelRed (10000X) (Biotium). El corrimiento electroforético se llevd a cabo a
100 V, en amortiguador TBE 0.5X. Como marcador de pares de bases se usd Ladder de
100 pb (Applied Biosystem Inc.). Las imagenes de los geles se capturaron en un
fotodocumentador GelDoc TM XR (Bio-Rad).

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados con el gen benA de los aislados de
Aspergillus flavus se enviaron a secuenciar en ambos sentidos a Macrogen USA
(Rockville, USA).

7.3 Evaluacion de la presencia de aflatoxinas totales en muestras de maiz
almacenado
Para determinar la contaminacion por aflatoxinas totales en muestras de maiz se utiliz6 un

kit de ELISA competitivo directo de fase sélida, siguiendo la siguiente metodologia.

Preparacion de las muestras: se preparé la solucion de extraccion (metanol al 70%), una
vez hecha la preparacion la muestra se molid hasta obtener el tamafio de particula del café
instantaneo fino, posteriormente se peso 1g de la muestra y se afadieron 5ml del
disolvente de extraccion se mezcld agitando durante 2 minutos aproximadamente, la
mezcla se dej6 reposar hasta que precipitd, seguido de esto se filtrd través de un papel de

filtro Whatman # 1, el filtrado obtenido se analiz6 como se menciona a continuacion.
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Analisis del filtrado obtenido a partir de la muestra: de acuerdo con las muestras
analizadas se colocaron 200 pL del conjugado aflatoxina-HRP dentro de cada pozo de
dilucion, se agregaron 100 pL de cada patron y muestra al pocillo de dilucion apropiado
que contenia el conjugado, se mezclo con la pipeta 3 veces y se transfirieron 100 pL de
contenido de cada pocillo de dilucion a un correspondiente pocillo de microtitulacion
recubierto con anticuerpo, se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos y
posteriormente se decantd el contenido de los micropocillos en una cubeta de desecho.
Los micropocillos se lavaron 5 veces llenando cada uno con tampén de lavado PBS-
Tween, posteriormente se elimind el tampon residual, se afiadieron 100 pL de reactivo
sustrato a cada micropocillo y se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos, seguido
de esto se afiadieron 100 pL de la solucion de paro. Finalmente se hizo la lectura de la
densidad dptica (DO) de cada micropocillo con un lector de placas de microtitulacion
usando un filtro de 450 nm. Las concentraciones fueron calculadas por extrapolacion de
la DO con la respectiva curva de calibracién, la cual se construyo a partir de las siguientes
concentraciones: 1, 2.5, 5y 10 pg/kg.

7.4 ldentificacion de otros hongos filamentosos
Se realiz6 la misma metodologia llevada a cabo para el aislamiento e identificacion
fenotipica de cepas aflatoxigénicas, solo que, para la identificacion de otros hongos
filamentosos no se utilizé el medio deferencial AFPA.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
Durante el trabajo de investigacion se realizaron dos muestreos, uno en enero y otro en
agosto del 2017, en dos sitios del estado de Puebla (San Salvador el Seco y la Junta
Auxiliar la Resurreccion) y de Tlaxcala (Tlaltepango y Nativitas), en los cuales se
recolectaron un total de 147 muestras, 67 de suelo agricola y 80 de maiz almacenado
(mazorcas y granos), en el Grafico 1 se muestra el nimero de muestras recolectadas en
cada sitio y mes de muestreo. Es importante mencionar que durante el primer muestreo de
suelo agricola se muestrearon 2 terrenos agricolas destinados al cultivo de maiz tanto en
la localidad de San Salvador el Seco (SSS) y La Junta Auxiliar la Resurreccion (JAR),
ambos sitios pertenecientes al estado de Puebla, mientras que, sélo se muestreo un terreno
agricola en Tlaltepango (TLA) y Nativitas (NAT), ambos sitios de Tlaxcala, y, durante el
segundo muestreo se tuvo acceso a los mismos sitios muestreados en el mes de enero,
muestredndose un terreno agricola mas en el sitio de Tlaltepango, por esto tal como se
observa en el Grafico 1, durante el segundo muestreo se obtuvieron mas muestras en este
sitio. Cabe mencionar que los agricultores propietarios de los sitios muestreados eran los
mismos en cada localidad, por esto, s6lo se muestreo un almacén en cada localidad durante
los dos muestreos, ya que, todo el maiz recabado durante la cosecha lo almacenan en un

solo almacén.
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Muestras recolectadas en cada sitio de muestreo en enero
y agosto
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Gréfico 1: Muestras recolectadas en cada sitio de muestreo en enero y agosto
TLA: Tlaltepango; NAT: Nativitas; SSS: San Salvador el Seco; JAR; Junta Auxiliar la Resurreccion

En cuanto a las condiciones socio ambientales que presentan los sitios de muestreo se
describen en la Tabla 2, como se puede observar NAT comparte el mismo tipo de suelo
que SSS, JAR y TLA, ademas el clima que presentan es templado subhimedo en 3 de los
sitios y SSS es el que difiere ya que el clima que presenta es semiseco templado, mientras
que el rango de temperatura no varia por mucho entre un sitio y otro, y por Gltimo la
precipitacion es la misma por un lado para TLA y NAT, y por otro para JAR y SSS, este

altimo presentando un alto grado de marginacion.
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Tabla 2: Caracteristicas socioambientales de los sitios muestreados

Caracteristicas SSS JAR TLA NAT
socio-
ambientales
Tipo de suelo >Regosol >Regosol >Regosol >Regosoles
>Litosol >Fluvisol >Fluvisol >Fluvisoles
>Andosol >Andosoles
>Litosoles
Clima Semiseco Templado Templado Templado
templado subhimedo subhumedo subhumedo
Rango de 13-15°C 10-16 °C 12-16 °C 14-16 °C
temperatura

Precipitacion 300-900 mm 400-900 mm 800-1000 mm  800-1000 mm

Zona Rural Rural Urbana Rural
Grado de  Alto Medio Medio Medio
marginacion

TLA: Tlaltepango; NAT: Nativitas; SSS: San Salvador el Seco; JAR; Junta Auxiliar la Resurreccion

Como se puede ver en Gréfico 2, en los sitios de muestreo pertenecientes al estado de
Puebla, San Salvador el Seco y la Junta Auxiliar la Resurreccion, se recolectaron 20
muestras tanto de suelo agricola como de maiz almacenado, mientras que, en los sitios
pertenecientes a Tlaxcala, Tlaltepango y Nativitas, se recolectaron 15 y 12 muestras de

suelo respectivamente, y 20 muestras de maiz en ambos sitios.
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Total de muestras recolectadas de suelo agricola 'y maiz
almacenado, en cada sitio de muestreo
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Gréfico 2: Total de muestras recolectadas de suelo agricola y maiz almacenado,
en cada sitio de muestreo

TLA: Tlaltepango; NAT: Nativitas; SSS: San Salvador el Seco; JAR; Junta Auxiliar la Resurreccion

El nimero de muestras recolectadas en los sitios dependié como ya se habia mencionado
del acceso que se tuvo y del niumero de terrenos agricolas muestreados en cada sitio,
aunque como se puede observar no hubo mucha variacion en cuanto al nimero de

muestras recabadas.

8.1 Identificacion fenotipica de especies aflatoxigénicas
A través de caracteristicas macromorfologica y micromorfologica (Imagen 5,
respectivamente), usando claves taxondmicas especializadas, durante la realizacion de
este trabajo de investigacion solo se identificaron especies de Aspergillus flavus en suelo
agricola destinado al cultivo de maiz y en granos de maiz criollo almacenado a la

intemperie, en los cuatro sitios de muestreo. A demas, las cepas positivas a las
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caracteristicas morfologicas de A. flavus se sembraron en el medio diferencial AFPA, para
tener certeza de que se trataba de esta especie, ya que, las cepas de este hongo producen
una pigmentacion naranja amarilla al reverso de la colonia (Imagen 6),

Imagen 5: Caracteristicas macromorfologica (derecha) y micromorfologica
(izquierda) de Aspergillus flavus

Fuente: Propia, 2017

Imagen 6: Anverso y reverso de la colonia de Aspergillus flavus en medio
diferencial AFPA

Fuente: Propia, 2017
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Okoth et al. (2012) también reportan aislamientos de Aspergillus flavus sembrados en
AFPA los cuales produjeron la coloracion amarillo-anaranjada al reverso de la colonia.
La contaminacion por este hongo potencialmente aflatoxigénico en estos sustratos (suelo
agricola y maiz) representa una constante amenaza en la salud humana y animal en los
sitios donde se llevd a cabo el muestro porque las cosechas son destinadas para
autoconsumo de las familias de los agricultores o bien se comercializan en la region; por
lo tanto, la presencia de estas especies altamente aflatoxigénicas compromete el acceso a

alimentos nutritivos y culturalmente adecuados derivados de este cereal (maiz).

Se aislaron un total de 43 cepas de Aspergillus flavus, tal como se muestra en el Gréafico
3, obteniéndose 18 aislamientos en suelo agricola y 25 en muestras de maiz. La presencia
de este hongo en suelo coincide con lo reportado por Meareg y Nancy (2014), y por Arias
y Pifieros (2008), quienes aislaron cepas de A. flavus en muestras de suelo, el principal
reservorio de este hongo, la presencia de este hongo filamentoso en este sustrato
representa un riesgo debido a que actla como patégeno afectando una amplia gama de
cultivos agricolas que incluye dicotiledoneas y monocotiledéneas (Cleveland et al., 2009),

dentro de esta Ultima se encuentra el maiz.

Por otro lado, la presencia de A. flavus en maiz coincide con lo reportado por Arrua et al.
(2012) quienes también aislaron cepas de este hongo en muestras de maiz; este moho al
ser potencialmente aflatoxigénico, y al no tener las condiciones de almacenamiento
adecuadas en donde se controle la temperatura y humedad, podria ser un factor
determinante para la produccién de aflatoxinas, metabolitos secundarios toxicos

implicados ampliamente en el cancer hepatico (Bbosa et al., 2013).

Ademas, como se puede observar en SSS se obtuvieron un menor nimero de aislamientos
de estas especies aflatoxigénicas esto puede deberse al clima que ahi se presenta el cual
es semiseco templado, y, aunque Aspergillus es un hongo cosmopolita que puede
encontrarse en diversos climas, el clima que favorece su proliferacion es el himedo de
acuerdo con Sanchez et al., 2009 y a Bonifaz, 2012, clima que se presenta en los demas

sitios muestreados, con estos resultados se pone de manifiesto que el clima es un factor
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que contribuye a la proliferacion de hongos aflatoxigénicos y en este estudio en particular
en la produccion de Aspergillus flavus, Unica especie aflatoxigénica aislada en los sitios

muestreados.
Numero de aislamientos de Aspergillus flavus en suelo
y maiz
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Gréfico 3: Numero de aislamientos de Aspergillus flavus en suelo y maiz

TLA: Tlaltepango; NAT: Nativitas; SSS: San Salvador el Seco; JAR; Junta Auxiliar la Resurreccion

De acuerdo a Diaz (1996) uno de los constituyentes de la microflora del suelo es
Aspergillus flavus, ademas, al ser un hongo cosmopolita puede encontrarse en areas
tropicales, subtropicales o templadas, esto concuerda con los resultados obtenidos, ya que,
en el suelo agricola de los cuatro sitios de muestreo se identifico la presencia de este hongo
potencialmente aflatoxigénico. Se obtuvieron un mayor numero de aislamientos de
especies de Aspergillus flavus en muestras de maiz, mas del 50%, en comparacién con los
aislamientos obtenidos en suelo, tal como se muestra en el Grafico 4, esto se justifica con

lo reportado por Rodriguez et al. (1993), que mencionan que la contaminacion por este
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hongo puede iniciar durante la fase de campo e incrementar durante la fase de
almacenamiento, si no se tienen las condiciones de almacenamiento adecuadas, por
ejemplo si no se tiene un control de la temperatura, si los granos contaminados no son
retirados estos pueden contaminar a otros, si hay poblaciones de insectos o0 acaros pueden
dafar los granos haciéndolos més susceptibles a ser contaminados; estos factores pudieron
influir en que en el maiz se presentara una mayor contaminacién por este hongo, debido a
que, en los sitios de muestro los lugares destinados al almacenamiento del maiz eran a la

intemperie.

Porcentaje de aislamientos de Aspergillus flavus
en suelo y maiz

Suelo
42%

Maiz
58%

m Maiz mSuelo

Gréfico 4: Porcentaje de aislamientos de Aspergillus flavus en suelo agricola y
maiz almacenado

8.2 Identificacién molecular de Aspergillus flavus
De las 43 cepas obtenidas de Aspergillus flavus a 7 de estas se les realizo PCR, para la
amplificacion se utilizo el gen B-tubulina, debido a que en estudio realizado por Garzon
(2013) se demostro que en la identificacion molecular de Aspergillus flavus usando la

region amplificada con B-tubulina se muestran mejores resultados, ya que, a esta especie
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la ubica dentro del arbol filogenético en el clado de Aspergillus flavus y Aspergillus oryzae
que comparten la seccion "flavi”, mientras que en el &rbol realizado con la amplificacion

de regiones ITS queda ubicado fuera de este clado.

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa,
obteniéndose el siguiente corrimiento electroforético (Imagen 7), demostrandose que el
gen B-tubulina es un marcador de amplificacion adecuado para especies de Aspergillus

flavus.

Marcador ASP-08 ASP-12 ASP-18
ASP-07 ASP-09 ASP-15 ASP-03

Imagen 7: Corrimiento electroforético de las regiones amplificadas de cepas de A.
flavus.

Fuente: Propia

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados con el gen B-tubulina de los aislados de
Aspergillus flavus, se enviaron a secuenciar a Macrogen USA (Rockville, USA). Las
secuencias se editaron en el programa BioEdit 7.0.5.3, obteniéndose las siguientes

secuencias (Tabla 3).

Las secuencias se compararon con la secuencia del genoma de Aspergillus flavus NRRL
3357 (tubulin beta, putative (AFLA _068620), partial MRNA) depositada en el BLASTN

2.8.0 (programa informaético de alineamiento de secuencias de tipo local). Todas las
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secuencias presentaron valores de E(S) (E-value) <= 0,001, que de acuerdo con Sebastian
(2014) son habitualmente suficientes para considerar que el alineamiento de dos
secuencias no es fruto del azar sino de la homologia. Los resultados obtenidos en el
BLAST se reportan en la Tabla 3.

Como se puede observar en la Tabla 4 el porcentaje de Identidad (Ident) el cual mide el

grado en el que dos secuencias son invariantes, es alto entre el 95 y 99%.

Con los datos obtenidos se corrobora que los aislamientos obtenidos son cepas de
Aspergillus flavus, hongo potencialmente aflatoxigénico. Es importante la identificacion
molecular ya que esta informacion aunada a la identificacion fenotipica nos da la certeza
de que se trata de esta especie, la cual es importante debido a los efectos que genera en la

salud humana y animal.

54 |Pagina



Tabla 3: Secuencias de cepas de Aspergillus flavus editadas en BioEdit version 7.0.5.3.

CLAVE
DE LA | SECUENCIA
CEPA

1 CACGGCCTTG ACGGCTCCGG TGTGTAAGTA CAGCCTGTAT ACACCTCGAA CGAACGACGA
ASP.07 61 CCATATGGCA TTAAAAGTTG GAATGGATCT GACGGCAAGG ATAGTTACAATGGCTCCTCC
121 GATCTCCAGC TGGAGCGTAT GAACGTCTAC TTCAACGAGG TGCGTACCTC AAAATTTCAG
181 CATCTATGAA AACGCTTTGC AACTCCTGAC CGCTTCTCCA GGCCAGCGGAAACAAGTATG
241 TCCCTCGTGC CGTCCTCGTT GATCTTGAGC CTGGTACCAT GGACGCCGTC CGTGCCGGTC
301 CCTTCGGACA GCAGAAACCG TCCCGACAAC TTCGTTTTCG GCCAGTCCGG TGCTGGTAAC
361 AACTGGGCCA AGGGTCACTA CACTGAGGGT
1 CGAGTTAGTA TGCTTTGGAC CAAGGAACTC CTCAAAAGCA TGATCTCGGA TGTGTCCTGT
ASP-0g | 61 TATATCTGGC ACATGTTTGC TAACAACTTT GCAGGCAAAC CATCTCTGGC GAGCACGGCC
121 TTGACGGCTC CGGTGTGTAA GTACAGCCTG TATACACCTC GAACGAACGACGACCATATG
181 GCATTAGAAG TTGGAATGGA TCTGACGGCA AGGATAGTTA CAATGGCTCC CCCCGTCCCG
241 TCAGGGGGAC
1 GACGAGAGGC ACGAGGGAGT AGTTGGGGGG GCTGGGATGG AGAAGCGGTC AGGAGTTGAA
ASP-0g  6LAAGCGCTTTC TTAGATGCTG AAATTTTGAG GTACGCACCT CGTTGAAGTAGACGTTCATA
121 CGCTCCAGCT GGAGATCGGA GGAGCCATTG TAACTATCCT TGCCGTCAGATCCATTCCAA
181 CTTCTAATGC CATATGGTCG TCGTTCGTTC GAGGTGTATA CAGGCTGTAC TTACACACCG
241 GAGCCGTCAA GGCCGTGCTC GTCAGAGATG GTTTGCCTGC AAAGTTGTTA GCAAACATGT
301 GGCAGATATA ACAGGACACA TCCGATATTA TGCTTTTGAG GATTCCCTTG GTCCAAANCA
361 CACTAACTCG
1 GTTGTCGGGA CGGAGAGCTG ACCGAGGGAC CGGCACGGAC GGCGGACCAT GGTACCAGGC
ASP-17 61 TCAAGATCAA CGAGGACGGC ACGAGGGACA TACTTGTTTC CGCTGGCCTG GAGAAGCGGT
121 CAGGAGTTGC AAAGCGTTTT CATAGATGCT GAAATTTTGA GGTACGCACC TCGTTGAAGT
181 ACACGTTCAT ACGCTCCAGC TGGAGATCGG AGGAGCCATT GTAACTATCC TTGCCGTCAG
241 ATCCATTCCA ACTTCTAATG CCATATGGTC GTCGTTCGTT CGAGGTGTAT ACAGGCTGTA
301 CTTACACACC GGAGCCGTCA AGGCCGAGCT CGACAGAGAT GGTTTGACTG CAAATTTGTT
361 ACCAACTATG TGGCAGATAT AACAGGACAC
1 AGTGTTTGCT AACAACTTTG CAGGCAAACC ATCTGTGGCG AGAACGGCCT TGACGGCTCC
ASP.15 61 GGTGTGTAAG TACAGCCTGT ATACACCTCG AACGAACGAC GACCATATGGCATTAGAAGT
121 TGGAATGGAT CTGACGGCAA GGATAGTTAC AATGGCTCCT CCGCCCCCCC GCTGGAGCGT
181 ATGAACGTCT ACTTCAACGA GGTGCGTACC TCAAAATTTC AGCATCTATG AAAACGCTTT
241 GCAACTCCTG ACCGCTTCTC CAGGCCAGCG GAAACAAGTA TGTCCCTCGT GCCGTCCTCG
301 TTGATCTTGA GCCTGGTACC ATGGACGCCG TCCGTGCCGG TCCCTTTGGT CATTTCTTCT
361 TTCCCGACAA TTTCGTTTTC GGCCAATCCG GTGCTGGTAA CATCTGGGCC AAGGGTCACT
1 GGAGCCGCTG GCTGGAAACG GTCAGAGTTG CAAAGCGTTT TCATAGATGC TGAAATTTTG
61 AGGTACGCAC CTCGTTGAAG TAGACGTTCA TACGCTCCAT CTGGAGATCG GAGGAGCCAT
121 TGTAACTATC CTTGCCGTCA GATCCATTCC AACTTCTAAT GCCATATGGT CGTCGTTCGT
ASP-18 181 TCGAGGTGTA TACAGGCTGT ACTTACACAC CGGAGCCGTC AAGGCCGTGC TCGCCAGAGA
241 TGGTTTGCCT GCAAAGTTGT TAGCAAACAT GTGGCAGATA TAACAGGACA CATCCGAGAT
301 CATGCTTTTG AGGAGTTCCT TGGTCCAAAG CATACTAACT CGGGGGCATT GAAACATACC
361 AAAAAGCAAC
1 AGTTGTCGGG ACGGAGAGCT GACCGAAGGG ACCGGCACGG ACGGCGTCCA TGGTACCAGG
ASP.03 6L CTCAAGATCA ACGAGGACGG CACGAGGGAC ATACTTGTTT CCGCTGGCCT GGAGAAGCGG
121 TCAGGAGTTG CAAAGCGTTT TCATAGATGC TGAAATTTTG AGGTACGCAC CTCGTTGAAG
181 TAGACGTTCA TACGCTCCAG CTGGAGATCG GAGGAGCCAT TGTAACTATC CTTGCCGTCA
241 GATCCATTCC AACTTCTAAT GCCATATGGT CGTCGTTCGT TCGAGGTGTA TACAGGCTGT
301 ACTTACACAC CGGAGCCGTC AAGGCCGTGC TCGCCAGAGA TGGTTTGCCT GCAAAGTTGT
361 TAGCAAACAT GTGGCAGATA TAACAGGANA CATCCGAGAT CATGCTTTTG AGGAGTTCCT
421 TGGTCCAAAG CATACTAACT CGAAGGCATT GAACACATAC CAAAAAGCAA CATCGATTTG
481 ATTCCC

Fuente: Propia
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Tabla 4: Valores E-value y de Identidad, obtenidos en BLASTN 2.8.0

CLAVE CEPA E-value Identidad

ASP-07 %e-74 96%
ASP-08 2e-68 99%
ASP-09 7e-60 95%
ASP-12 7e-45 96%
ASP-15 4e-67 95%
ASP-18 3e-73 98%
ASP-03 3e-74 98%

ASP: Cepa de Aspergillus flavus

8.3 Determinacion de aflatoxinas totales en maiz
Se determino la presencia de aflatoxinas totales en 40 muestras de maiz. Para determinar
la concentracion de este metabolito en las muestras, se construyd una curva de calibracién
mediante regresion lineal con los estdndares de aflatoxinas totales a diferentes
concentraciones. La curva se muestra en el Grafico 5, en donde puede observarse un ajuste
con un valor de R?de 0.9727. Los resultados del analisis de las muestras de maiz se

muestran en la Tabla 5.
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Gréfico 5: Curva de calibracion, concentraciones de aflatoxinas totales 1, 2.5,5y
10 ug/kg de maiz.

Fuente: R version 3.5.1, 2018

Como el valor de R? es cercano a 1, podemos entonces predecir los valores de las
concentraciones de aflatoxinas totales presentes en la muestra a partir de los valores de la
absorbancia obtenidos durante el analisis de estas, y confirmar de esta manera si las
muestras de maiz analizadas son susceptibles a contaminacion por aflatoxinas totales y
cudles son las concentraciones de este metabolito contaminante en las muestras. Y asi
confirmar o rechazar la hipétesis de que las muestras son susceptibles a contaminacion

por este metabolito.
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Cepas

2S-M5
2J-M5
2N-M5
1T-M10
2T-M5
25-M1
2S-M4
2J-M4
IN-M10
1T-M9
2T-M4
1S-M10
25-M3
2J-M3
2N-M3
IN-M6
2T-M3
2S-M2
2N-M2
2J-M2

Tabla 5: Concentracién de aflatoxinas totales en maiz

Absorbancia Concentracion = Cepas

0.765
0.985
0.86
0.76
0.915
0.388
0.975
0.423
0.525
0.72
0.408
0.12
0.935
1.09
0.975
0.71
1.08
0.67
1.04
0.71

Ha/kg
5.637
3,516
4.721
5.685
4.191
**9 27
3.613
8.933
7.95
6.07
**9.078
*11.854
3.998
2.504
3.613
6.167
2.601
6.553
2.986
6.793

2N-M4
2T-M2
1S-M9
2J-M1
2N-M1
1J-M6
2T-M1
1J-M10
IN-M9
1J-M8
1T-M7
1S-M8
1J-M9
IN-M8
1S-M7
1T-M6
1S-M6
13-M7
IN-M7
1T-M8

Absorbancia ' Concentracion

0.645
0.495
0.705
0.255
1.185
0.915
0.44
0.81
0.382
0.66
0.35
0.67
0.48
0.635
0.6
0.405
0.81
0.685
0.575
1.13

Ha/kg
8.239
6.215
*10.552
1.589
4191
8.769
5.203
**9.328
6.649
**9.637
6.553
8.384
6.89
7.227
**9,107
5.203
6.408
7.468
6.167
2.119

Concentraciones de aflatoxinas totales: * superiores a 10 pg/kg de maiz; ** cercanas a 10 pg/kg de

maiz

Fuente: Elaboracion propia

Como se puede observar en todos los casos se reporta la presencia de algun tipo de

micotoxina y en un porcentaje alto de las muestras analizadas, en este estudio realizado,

se puede ver en la Tabla 4 que todas las muestras presentaron contaminacion por
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aflatoxinas totales (AFB1, AFB., AFBs, AFB4), la media de las concentraciones de
aflatoxinas totales presentes en las muestras analizadas es 6.3 ug/kg de maiz, en 2 de estas
la concentracién es superior a 10 pg/kg y en 5 cercana a esta concentracion, aunque
ninguna rebasa la NOM-188-SSA1-2002 si se hace la comparacion con normas europeas,

estas concentraciones son superiores a lo permitido.

La contaminacion por este metabolito en un cereal de alto consumo en nuestro pais, y
especificamente en los sitios muestreados representa un riesgo para la salud humana y
animal, debido a los efectos que pueden generar estos metabolitos, ya que este maiz
muestreado se comercializa en la region, ademés, también repercute sobre el valor
nutricional y comercial, lo cual pone en riesgo los ingresos familiares de los productores
debido a que en los sitios muestreados la agricultura es una de las principales actividades

econdmicas.

Por lo tanto, podemos decir que las muestras de maiz analizadas en los cuatro sitios de

muestro son susceptibles a contaminacion por aflatoxinas totales.

8.4 ldentificacion de otras especies de Aspergillus y otros hongos filamentosos
Otras de las especies de Aspergillus identificadas se reportan en el Grafico 6. Como se
puede observar se aislo A. fumigatus y A. terreus especies implicadas en la aspergilosis.
También se puede ver que estas especies solo se aislaron de Nativitas y de la Junta Auxiliar

la Resurreccion, y particularmente en Nativitas sélo en suelo.
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Gréfico 6: Namero de aislamientos de otras especies de Aspergillus

NAT: Nativitas; JAR: Junta Auxiliar la Resurreccion

Otros hongos filamentosos identificados y de importancia econémica (Gréafico 7) fueron
Penicillium, Fusarium y Alternaria, dentro de los cuales algunas de sus especies son
también potencialmente aflatoxigénicas. Podriamos considerar que solo los aislados de

Penicillium, Paecilomyces y Fusarium son relevantes por el nimero de cepas obtenidas.
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Gréfico 7: Namero de aislamientos de otros hongos filamentosos

Los géneros identificados en muestras de maiz almacenado, en cada uno de los sitios de muestreo
se muestran en el Gréfico 8. En la Junta Auxiliar la Resurreccion es donde se obtuvieron mayor
diversidad en cuanto a los géneros identificados, seguido de Tlaltepango, Nativitas y San Salvador
el Seco, en este Ultimo se obtuvieron sélo dos géneros obteniéndose 3 aislamientos de Penicillium

y 1 de Fusarium.
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Grafico 8: Géneros identificados en maiz almacenado

TLA: Tlaltepango; NAT: Nativitas; SSS: San Salvador el Seco; JAR; Junta Auxiliar la Resurreccion

En cuanto a los géneros identificados en suelo agricola (Gréafico 9), al igual que en el maiz, en la
Junta Auxiliar la Resurreccién se obtuvieron mas géneros, seguido de Tlaltepango, San Salvador
el Seco que en este sustrato se identificaron 3 pero también un mayor nimero de aislamientos, y
por Gltimo Nativitas que, aunque s6lo que identificé a Penicillium el nimero de aislamientos fue
de 7.

Con los resultados obtenidos se pone de manifiesto que Aspergillus flavus es un hongo
contaminante de suelo agricola y maiz. En este trabajo se reporta la presencia de este
hongo potencialmente aflatoxigénico en estos dos sustratos y en los cuatro sitios
muestreados: Tlaltepango, Nativitas, San Salvador el Seco y Junta Auxiliar la
Resurreccion, los dos primeros pertenecientes a Tlaxcala y los otros dos a Puebla, sitios

en donde nunca se habia llevado a cabo el monitoreo de hongos aflatoxigénicos.
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Gréfico 9: Géneros identificados en suelo agricola

TLA: Tlaltepango; NAT: Nativitas; SSS: San Salvador el Seco; JAR; Junta Auxiliar la Resurreccion

También se destaca la importancia de las practicas agricolas, las cuales pueden contribuir
a que durante la fase de almacenamiento la proliferacion de estos hongos incremente, asi
como, si las condiciones de almacenamiento no son adecuadas la produccion de
aflatoxinas suceda, y aunque todas las muestras presentaron contaminacion por este

metabolito ninguna rebasa el limite maximo permitido por la NOM-188-SSA1-2002.

Por esto es importante llevar a cabo practicas agricolas sustentables que contribuyan a

garantizar la inocuidad de los cultivos.
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VIIl. CONCLUSIONES

» Los suelos destinados al cultivo de maiz y granos de maiz criollo almacenado estan
contaminados con hongos potencialmente aflatoxigénicos, en este estudio de
investigacion se identifico Aspergillus flavus, asimismo, este cereal es susceptible
a contaminacion por aflatoxinas totales, en sitios de Puebla (San Salvador el Seco

y la Junta Auxiliar la Resurreccion) y Tlaxcala (Tlaltepango y Nativitas).

» De las especies potencialmente aflatoxigénicas sélo se identificd la presencia
ambiental de Aspergillus flavus tanto en suelo agricola y maiz criollo almacenado,
lo cual pone en riesgo la calidad de este cereal, y al mismo tiempo la salud humana

y animal pueden verse comprometidas.

» Ladistribucion de Aspergillus flavus fue mayor en maiz, obteniéndose un total de

25 aislamientos, mientras que, en suelo agricola se obtuvieron 18 aislados.

» El mayor nimero de asilamientos se obtuvieron en Nativitas (14), seguido de la

Junta Auxiliar la Resurreccion (13), Tlaltepango (9) y San Salvador el Seco (7).

» Las muestras analizadas presentaron contaminacion por aflatoxinas totales, 2 de
ellas con niveles superiores a 10 pg/kg y 5 muy cercanas a esta concentracion,
aunque ninguna rebasa el limite permisible de 20 pg/kg establecido en la NOM-
188-SSA1-2002, es importante el monitoreo de este metabolito en un cereal de

alto consumo en México, el maiz.

» Se aislaron otros géneros filamentos que cuentan con especies potencialmente

micotoxigénicas los cuales fueron Penicillium, Fusarium y Alternaria.

» En laJunta Auxiliar la Resurreccion se identificaron un mayor nimero de géneros

fangicos (5), seguido de Tlaltepango (4) y San Salvador el Seco (3); mientras que
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en Nativitas solo de identifico a Penicillium, estos resultados independientemente
de las especies identificadas de Aspergillus. Por lo que, la presencia de otros
hongos puede estar jugando un rol importante en el crecimiento de especies

aflatoxigeénicas.

Factores ambientales como el clima, asi como las practicas agricolas contribuyen
a la proliferacion de hongos potencialmente aflatoxigénicos, por esto es importante
llevar a cabo préacticas agricolas sustentables, como el monitoreo de especies
aflatoxigénicas para disminuir la contaminacion por estos hongos, asi como la
produccion de su metabolito en un cereal de alto consumo a nivel mundial como

lo es el maiz.
Se aporta informacion sobre la presencia de Aspergillus flavus, especie

potencialmente aflatoxigénico, asi como la contaminacion por aflatoxinas en los

sitios de muestreo.
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