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1. INTRODUCCION
El calentamiento global ha generado cambios ambientales debido a actividades
antropogénicas. Estos cambios provocan perturbaciones ambientales que modifican la
estructura de las comunidades microbianas y por ende alteran el funcionamiento del
ecosistema (Kaisermann et al., 2015; Perrone et al., 2020). Asi también, la seguridad
alimentaria se ve afectada por alteraciones generadas por el cambio climatico ya que, los
impactos fisicos, quimicos y bioldgicos modifican la produccion agricola (Gitz et al., 2016).
El maiz es un cereal importante a nivel mundial en cuento a su produccion, este cereal es
afectado por las alteraciones en el ambiente debido al calentamiento global. (Gongora et al.,

2018). Por lo tanto, garantizar su inocuidad es fundamental para la seguridad alimentaria.

Las micotoxinas son algunas de las sustancias que comprometen la seguridad alimentaria y
por ende la inocuidad del maiz. Estas sustancias quimicas son producidas de manera natural
por ciertas especies flngicas, y su produccion esta asociada al estrés ambiental (Majeed et
al., 2013; Medina et al., 2017). Las micotoxinas son de mayor importancia en la inocuidad
alimentaria, ya que, la Organizaciéon Mundial de la Salud las ha categorizado como toxinas
naturales peligrosas para la salud humana y animal, por sus propiedades nefrotoxicas,
hepatotoxicas, teratogénicas, neurotoxicas, estrogénicas y cancerigenas. De acuerdo con la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) la
contaminacion por micotoxinas afecta al 25% de los cultivos mundiales. Sin embargo, este
porcentaje podria ser del 60 al 80% debido a la sensibilidad de los métodos analiticos y al

impacto del cambio climatico (Eskola et al., 2019).

Por tal motivo, asegurar la inocuidad de los alimentos es uno de los objetivos que se ha

establecido a nivel internacional y nacional. Estos metabolitos son generados principalmente
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por especies de los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Alternaria; siendo las
aflatoxinas (AF), la ocratoxina A (OTA), zearalenona (ZEA), Fumonisinas (FB) y
tricotecenos (TCT) las micotoxinas mas relevantes por sus efectos en la salud (Leite et al.,
2020). Sin embargo, las aflatoxinas son los metabolitos mas estudiados debido a que la
aflatoxina B1 (AFB1) se clasifica en el grupo 1 como sustancia cancerigena humana, de
acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) (IARC, 1995).
Este metabolito es la sustancia mds toxicas generada de manera natural, y es producida
principalmente por las especies A. flavus y A. parasiticus (Carvajal, 2013). La correcta
identificacion de estas especies es de suma importancia debido a la aparicion de especies
cripticas. Para garantizar la correcta identificacion de estas especies, los taxonomos
recomiendan usar un enfoque polifasico, que incluya la caracterizacion genotipica

idealmente complementado con caracteristicas fenotipicas y fisiologicas (Arraa et al., 2012).

En el presente trabajo de investigacion, se llevo a cabo el muestreo de suelo agricola
destinado al cultivo de maiz, asi como de granos de maiz hibrido almacenado, para
determinar la distribucion de los tres principales géneros micotoxigénicos Aspergillus spp.,
Penicillium spp. y Fusarium spp. Los aislados presuntivos de especies micotoxigénicas
fueron previamente caracterizados a través de un enfoque polifadsico que incluyd la

caracterizacion fenotipica y genotipica.

Aunado a lo anterior, es importante llevar a cabo el control de estos hongos micotoxigénicos,
por lo que, en los Ultimos afios ha habido un interés creciente en el uso de compuestos
antimicrobianos como agentes fungicidas con base en extractos de plantas (Gumus et al.,

2010). En este trabajo de investigacion se evaluard el potencial antifungico del extracto
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natural de azalea (Rhododendron spp.) in vitro sobre aislados potencialmente

micotoxigénicos.

La pertinencia del presente estudio en el Posgrado en Ciencias Ambientales radica en que la
contaminacion por hongos micotoxigénicos en los cultivos agroalimentarios es de interés
mundial. Ya que, factores ambientales influyen en la proliferacion de estos hongos y en la
produccion de sus metabolitos secundarios, con graves efectos sobre la salud humana y
animal. Asi como, en la economia y el comercio exterior de algunos paises. Ademas, es de
suma importancia resaltar que el control de estos hongos y sus metabolitos se lleve a cabo a
través de métodos amigables con el ambiente, como por ejemplo la implementacion de
extractos naturales. Por lo tanto, el monitoreo de hongos micotoxigénicos y sus metabolitos,
contribuye a conocer la distribucion de estos con la finalidad de proponer una alternativa de

control de hongos micotoxigénicos eficaz.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El maiz es de importancia econémica, social y cultural, suministra nutrientes tanto a humanos
como animales. Es uno de los cereales con mayor superficie de cultivo a nivel mundial, el
cual es destinado a la alimentacion humana y animal. Este cereal es susceptible de
contaminacion por hongos micotoxigénicos y sus metabolitos. Aunado a esto, los hongos
productores de estos metabolitos contribuyen a la degradacion de los alimentos y por lo tanto

afectan el valor nutritivo de los mismos.

El monitoreo de estos metabolitos es importante desde una perspectiva econéomica por las
pérdidas monetarias que se presentan cuando el rendimiento de los cultivos se ve disminuido,
o bien por los costes derivados de la prevencion o descontaminacion (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 2004; Organizacion Mundial de la
Salud, 2018). No solo el monitoreo de hongos micotoxigénicos y sus metabolitos juegan un
rol importante en la prevencion o diminucion de estos en la cadena agroalimentaria. Sino
también, es importante reducir el uso de sustancias quimicas como medida comun para la
reduccion fungica en la postcosecha de los cultivos, porque aumenta el riesgo de residuos
toxicos dando lugar a problemas ambientales y de salud (Hua et al., 2014; Kumar et al.,
2020). Ademas, el uso de fungicidas quimicos puede llegar a generar resistencia en los
hongos. Por lo mencionado, en los ultimos afios ha habido un interés creciente en el desarrollo
de agentes antimicrobianos, con base en extractos de plantas, como un método sustentable
para la inhibicion del crecimiento de hongos micotoxigénicos (Gumus et al., 2010). El uso
del extracto de Rhododendron spp. puede ser una alternativa amigable con el ambiente para

el control de 4. flavus, potencialmente micotoxigénico.
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Finalmente, es importante destacar que los factores ambientales son determinantes en la
proliferacion de hongos micotoxigénicos y la produccion de micotoxinas, metabolitos que
directa o indirectamente pueden afectar la salud tanto humana como animal, y la economia
global. Por esto, es necesario llevar a cabo estudios complejos que integren el ambiente y la
salud, para proponer soluciones eficaces que contribuyan de una manera sustentable a
garantizar el consumo de alimentos con bajas concentraciones de estos metabolitos, y

especificamente de aflatoxinas, o en el mejor de los casos libres de estos.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Pregunta 1.

(Qué influencia tiene el enfoque polifasico en la correcta identificacion de hongos

micotoxigénicos en un sistema maiz-suelo de diferentes regiones de Puebla y Tlaxcala?

Pregunta 2.

(Cual es la importancia de conocer la filogenia de los aislados de hongos micotoxigénicos

en el sistema maiz-suelo de diferentes regiones de Puebla y Tlaxcala?

Pregunta 3.

(Cual es la actividad antifungica del extracto Rhododendron spp sobre el crecimiento de

hongos micotoxigénicos de diferentes regiones de Puebla y Tlaxcala?

Pregunta 4.

(Cudles son los compuestos encontrados mediante cromatografia de gases acoplado a
espectrometro de masas (GC/MS) del extracto etandlico de Rhododendron spp (azalea) que

inhiben el crecimiento de hongos potencialmente micotoxigénicos?
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4. HIPOTESIS
El sistema maiz-suelo se encuentra contaminado por hongos micotoxigénicos pertenecientes
a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Y, la filogenia de las especies
pertenecientes a cada uno de estos géneros refleja su evolucion a partir de un ancestro en
comun. En cuanto a su control, la proliferacion de estos hongos micotoxigénicos puede ser

inhibida por el extracto etanolico de Rhododendron spp (azalea).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la distribucion ambiental de hongos micotoxigénicos en un sistema maiz-suelo, a
través de la correcta identificacion de las especies implicadas mediante un andlisis
filogenético, de diferentes zonas de Puebla y Tlaxcala. Y, proponer un sistema de control de

estos hongos micotoxigénicos mediante el uso del extracto natural de Rhododendron spp.

5.2 Objetivos particulares

* Obtener aislados de hongos potencialmente micotoxigénicos a partir de muestras de
suelo agricola y maiz almacenado de diferentes regiones de Puebla y Tlaxcala.

» Caracterizar fenotipicamente los aislados de hongos potencialmente micotoxigénicos
a partir de muestras de suelo agricola y maiz almacenado de diferentes regiones de
Puebla y Tlaxcala.

» Conocer las relaciones evolutivas de las especies potencialmente micotoxigénicas
obtenidas a partir de suelo agricola y maiz almacenado, a través del analisis
filogenético.

* Obtener y caracterizar mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometro
de masas (GC/MS), un extracto etandlico de Rhododendron spp (azalaea).

» Evaluar la actividad antifingica in vitro del extracto Rhododendron spp (azalaea) en
las diferentes cepas micotoxigénicas aisladas de suelo agricola y maiz almacenado de

diferentes regiones de Puebla y Tlaxcala.
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6. JUSTIFICACION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) sugirio
que, la contaminacion por micotoxinas afectaba al 25% de los cultivos mundiales. Sin
embargo, esto podria alcanzar del 60 al 80% debido a la sensibilidad de los métodos
analiticos y al impacto del cambio climatico. Dentro de los cultivos afectados esta el del
maiz, un cereal de suma importancia por su caracter econdmico-agricola, social y cultural.
Este cultivo constituye la base de la dieta basica en muchos lugares del mundo, y nuestro pais
se encuentra dentro de los primeros diez con mayor produccidon de maiz en el mundo (FAO,
2022). Por lo que, la FAO y la OMS recomiendan llevar a cabo el monitoreo de hongos
micotoxigénicos y sus metabolitos en alimentos agricolas, para prevenir y controlar la
contaminacion por estos metabolitos en cereales.

Por lo anterior, es importante conocer el estado de inocuidad del maiz con respecto a la
presencia de hongos potencialmente micotoxigénicos, y proponer una medida de control
eficaz que al mismo tiempo sea amigable con el ambiente. En este trabajo de investigacion
se identifico la presencia de hongos potencialmente micotoxigénicos en muestras de suelo
agricola y maiz almacenado, a través de un enfoque polifasico. Lo cual, nos permitio conocer
la distribucion ambiental en el sistema maiz suelo con respecto a hongos micotoxigénicos.
Que, de acuerdo con la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) las
micotoxinas representan una problematica de salud publica. Particularmente la aflatoxina B1,
la cual es la méas comun y mas toxica que induce principalmente cancer de higado (Hernandez

& Navarro-Blasco, 2015; International Agency for Research on Cancer, 2015; Zhang et al., 2020).

La pertinencia de este trabajo de investigacion en el area de Ciencias Ambientales radica en

que la parte ambiental y social, son temas implicados en la produccion de micotoxinas en la
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cadena alimentaria. Asimismo, la FAO y la OMS consideran al tema de las micotoxinas de
relevancia mundial por sus efectos a la salud y a la economia. Ya que, disminuye el
rendimiento de los cultivos y afecta al sector agropecuario, incluso alteran las propiedades
organolépticas de los alimentos haciendo que disminuya su valor nutritivo.

Una de las aportaciones mas importantes del presente proyecto, es la evaluacion de las
propiedades inhibitorias del extracto de Rhododendron spp sobre aislados potencialmente
micotoxigénicos obtenidas de muestras de maiz y suelo agricola, que podria ser una

alternativa amigable con el ambiente.

Cabe mencionar que al no haber suficiente informacién acerca de este tema tanto en Puebla
como en Tlaxcala, este trabajo contribuira en el aporte de informacion. Finalmente, al ser un
tema de relevancia no solo a nivel nacional sino también a nivel mundial, este trabajo puede

ser replicable, de ahi el valor cientifico del presente proyecto de investigacion.
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7. MARCO CONCEPTUAL Y ANTECEDENTES

7.1 Analisis de redes de hongos micotoxigénicos y sus metabolitos
La importancia y relevancia del presente estudio de investigacion radica en que, el sistema
agroalimentario se ve afectado por hongos micotoxigénicos y sus metabolitos. Estos afectan
tanto la salud humana como animal, ademas de impactar negativamente en la economia de

una region y la economia global, porque disminuye el rendimiento de los cultivos.

A partir de las siguientes palabras clave: mycotoxins, fungi, mycotoxin control, maize y
climate changue, se realiz6 un andlisis de redes, con la finalidad de conocer las variables
involucradas con el tema de hongos micotoxigénicos y sus metabolitos en el cambio
climatico. Se compararon los resultados obtenidos en la base de datos de Web of science y

Scopus.

En la matriz se escribieron las palabras clave que describen el trabajo de investigacion,
posteriormente se colocaron sindonimos de estas palabras clave. La ecuacion de busqueda

obtenida fue la siguiente:

(Mycotoxins OR Aflatoxin OR Deoxynivalenol OR Zearalenona OR Ochratoxin OR
"Micotoxigenic fungi") AND (Fungi OR Aspergillus OR Penicillium OR Fusarium) AND
("mycotoxin control” OR "antifungal activity" OR "natural extracts") AND (maize OR corn

OR "Food contamination") AND ("climate change" OR environmental).

Esta ecuacion de busqueda se realizo en la base de datos de Web of Science, obteniendo la

siguiente imagen (Treemap) (figura 1).
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8 3 2 P

FOOD SCIENCE TECHNOLOGY TOXICOLOGY MICROBIOLOGY MYCOLOGY

p.

AGRICULTURE MULTIDISCIPLINARY

1

GENETICS
HEREDITY

.

BIOTECHNOLOGY APPLIED MICROBIOLOGY

Figura 1. Visualizacion Treemap de los campos de estudio, obtenida en Web of Science

Como se puede observar y de acuerdo con las categorias de esta base de datos, en el campo
de la tecnologia de la ciencia de los alimentos hay un mayor nimero de coincidencias con
las palabras clave. Ademas, se obtuvo el Treemap del numero de publicaciones por afio hasta
el ano 2020 (figura 2), como se puede observar son pocas las publicaciones en esta base de

datos.
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Figura 2. Visualizacion Treemap de las publicaciones por afio, obtenida en Web of Science

Asi también, en el siguiente Treemap (figura 3) se puede ver que México no aparece en los

paises donde se llevaron a cabo estas investigaciones, al menos hasta el afio 2020.

p
ARGENTINA ENGLAND

1

MALAYSIA

1
ROMANIA

Figura 3. Visualizacion Treemap de los paises y regiones donde se llevaron a cabo las

investigaciones, obtenida en Web of Science.
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Al realizar el analisis en el programa VOSviewer version 1.6.15, obtenemos la siguiente red

de datos (figura 4) con la relacion entre las palabras mas mencionadas en los articulos. En

esta figura se pueden visualizar los principales hongos micotoxigénicos, factores ambientales

y algunas de las micotoxinas mas estudiadas.

chemical-g@mposition

fusarium4angsethiae

aspergillusisection flavi

cinnamaldehyde

,@R\ VOSviewer

aspergillgs flavus

aspergilluggparasiticus
fusarium-goniliforme.. g

affatain b-1

cQpn

temp@pature - inhiRition

fapgi
wategactivity fumaepisins
maize
antifu n@activity
fusagium
m.ﬂ;ro aflatoxin{@Foduction
environmental-factors
essential oils

mycotoxins
aspergillus-flavus

fusarium verticillioides

Figura 4. Red de datos con las palabras mas mencionadas y la relacion entre estas, obtenida

de Vosviewer

En la base de datos de Scopus, se introdujo la siguiente ecuacion de biisqueda debido a que

no se pudo introducir toda la ecuacién anterior:
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((mycotoxins OR aflatoxin OR deoxynivalenol OR zearalenona OR ochratoxin) AND (fungi
OR aspergillus OR penicillium OR fusarium) AND ("mycotoxin control” OR "antifungal

activity” OR "natural extracts") AND (maize OR corn))

A pesar de no introducir toda la ecuacion que se introdujo en Web of Science, se obtuvieron
113 documentos y la red de datos obtenidas se puede ver en la figura 5. Como podemos
observar aparecen hongos de relevacian pertenecientes a los géneros Aspergillus y Fusarium,
asi también,los estudios de control y actividad antifungica son temas de relevancia a nivel

mundial.

antifungal agent

essengial oil drugigffect

fungusigrowth

aflat@iin b1 metabolism
chemistry
controligg study
minimum inhikigory concentrati
myc@Epxins
aflag@xins
aspergi flavus i
PerelE : : ICTAIR. . mycgoxin
antifungalactivity
mgie
aflagoxin -
= growthiiphibition fusariufm gaminearum fusdum

zeaiays

unclassified.drug

as| ilus
P high performange liquid chroma

a food corg@mination fi i
“ VOSviewer -

Figura 5. Red de datos con las palabras mas mencionadas y la relacion entre estas, obtenida

de Vosviewer
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7.2 Sistema maiz-suelo
De acuerdo con la Real Academia Espafiola un sistema se define como el “Conjunto de cosas
que relacionadas entre si ordenadamente contribuyen a determinado objeto”. Asi también,
Brandao (2012), menciona que el término “‘sistema”, proviene de griego synhistanai que
significa “poner junto”, que, en un sentido amplio significa “un conjunto o una totalidad de
objetos, reales o ideales, reciprocamente articulados e interdependientes, uno en relacion con

los otros™.

Aunado a lo anterior, el sistema maiz-suelo (figura 6), en el presente trabajo de investigacion
hace referencia a la relacion del suelo agricola y el cultivo de maiz, ya que, en el ciclo de este
cultivo uno de los factores importantes en su produccion es el suelo. Por lo que, el cultivo de
maiz con el suelo agricola forma un sistema, al estar ambos elementos estrechamente

relacionados.

Es asi como, para un buen desarrollo en la planta de maiz influyen las condiciones del suelo,
tanto sus condiciones fisicoquimicas como las comunidades microbianas presentes. A pesar
de que, el maiz se adapta a una amplia variedad de suelos donde puede producir buenas
cosechas, se obtiene un mejor desarrollo de la planta en suelos con pH entre 5.5 y 7.8 (Deras,

2020).

Aunado a lo anterior, el cultivo de maiz puede verse afectado por condiciones adversas del
clima, lo que puede favorecer la aparicion de especies de microrganismos que afectan la
produccion de este cultivo como lo son: virus, bacterias y hongos, que incluso pueden
provocar la perdida completa del cultivo. Estos tltimos microorganismos, los hongos, pueden
descomponen los granos de maiz, debido a su metabolismo. Ya que, son capaces de producir
enzimas descomponedoras de carbohidratos, grasas e incluso de proteinas, tanto del grano
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como de la semilla, provocando un deterioro en cuanto a su calidad. Esto sucede porque la
acidez de los granos incrementa reduciendo la capacidad germinativa hasta desaparecer. Los
principales hongos que pueden aparecer en este sistema maiz-suelo, pertenecen a las especies

de los géneros Fusarium, Penicillium y Aspergillus.

e
ENTRADAS ’ 5MIENTE ‘

*TEMPERATURA

*HUMEDAD ”
*NUTRIENTES
*MICROORGANISMOS

SALIDAS
*CALIDAD DE NUTRIENTES
*RENDIMIENTO DEL CULTIVO
*FERTILIDAD DEL SUELO
*AGRICULTURA SUSTENTABLE

Figura 6. Sistema maiz-suelo

7.3 Maiz importancia y generalidades
El sistema agropecuario, especificamente el cultivo de maiz es susceptible a contaminacioén
por hongos micotoxigénicos lo que genera afectaciones severas a los agricultores y ganaderos
(Leite et al., 2020). El maiz (Zea mays L) es uno de los cereales mds antiguos que se conoce,
el cual ha ido evolucionando gracias a la intervencion de los agricultores. Desde tiempos
remotos se ha considerado un alimento basico para los humanos y el ganado. En México no

solo es considerado un cultivo ya que, forma parte de su vida, su historia, sus tradiciones e
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incluso es considerado el centro de su identidad. De acuerdo con la FAO este es el segundo
cultivo a nivel mundial en cuanto a su produccion y el primer cereal en rendimiento de grano

por hectarea (Matthew, 2016; Paliwal, 2001).

Ademés, la calidad de este cereal asi como el rendimiento se ve afectado por factores
ambientales entre estos la salinidad y déficit de nutrientes del suelo, las variaciones en la
temperatura, sequias, asi como, plagas y enfermedades (Martinez et al., 2013). Sin embargo,
el estudio de los hongos micotoxigénicos han adquirido relevancia a nivel mundial, estos
pueden colonizar los cereales antes o después de la cosecha. Tanto la colonizacion y
proliferacién depende de las condiciones ambientales y ecoldgicas, por lo que, la produccion
de micotoxinas resultante diferira (Bryden, 2012). De acuerdo con la FAO y la ONU (2004),
alrededor del 25% de los cultivos alimentarios a nivel mundial son afectados por hongos
micotoxigénicos, generando pérdidas de alimentos por 1000 millones de toneladas al afio.

El maiz aporta aproximadamente el 5% de las calorias de la dieta y el 4% de las proteinas a
nivel mundial. En el comercio mundial se importan 107 millones de toneladas con un valor
comercial aproximadamente de 26 mil millones (Shiferaw et al., 2013). Se espera que en los
proximos cinco afios las ganancias globales en el cultivo de maiz se apuntalen y haya una

expansion mundial en el uso de maiz (International Grains Council, 2019).

7.4 Influencia del cambio climatico en hongos micotoxigénicos y micotoxinas
Segun la Organizacion Meteorologica Mundial (OMM), se espera que la temperatura global
anual promedio aumente en los proximos cinco afios (2020-2024) al menos 1°C. Sin
embargo, existe un 20% de probabilidad de que este aumento supere los 1.5°C en al menos

un afio (World Meteorological Organization, 2021). El cambio climatico global esperado
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incluye un aumento en la temperatura y modificaciones en los regimenes de lluvia que
cambian el rango de especies incluso en las regiones actualmente mas frias. Por ejemplo, el
nivel actual de CO; ha aumentado de 280 a 400 ppm, lo que ha contribuido a los efectos del
calentamiento global (Chourasiya et al., 2021; Nesic et al., 2015). Las comunidades agricolas
locales poseen la experiencia adecuada para producir un grupo particular de cultivos
productivos en ese entorno especifico. Si el clima cambia a partir de este escenario, entonces
se necesitan ajustes a las practicas actuales para mantener la productividad (Chakraborty et

al., 2021).

En ultima instancia, el cambio de asociaciones adaptadas bajo el cambio climatico global
modificara el resultado de las interacciones microbios planta-suelo. Las perturbaciones
ambientales pueden provocar cambios en las estructuras de las comunidades microbianas,
afectando el funcionamiento del ecosistema (Kaisermann et al., 2015). En regiones tropicales
y aridas donde las temperaturas atmosféricas estan cerca de los valores fisiolégicos maximos
del cultivo; las temperaturas mas elevadas son dafiinas mas inmediatamente al aumentar el
estrés por calor y la pérdida de agua por evaporacion (Chakraborty et al., 2021). Ademas, el
clima representa el principal impulsor de los agroecosistemas, siendo la temperatura y la
humedad relativa factores ambientales clave en la colonizaciéon de hongos micotoxigénicos
y la produccidén de micotoxinas (Mshelia et al., 2020; Perrone et al., 2020; Valencia et al.,

2020).

La contaminacion por micotoxinas en la cadena alimentaria estd condicionada
principalmente a la diversidad de cepas fingicas, la vulnerabilidad fingica de la planta en el

campo, la poblacion microbiana, humedad, temperatura, nutrientes y factores de estrés
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(Kalagatur et al., 2020). Se ha informado que la actividad fungica y la produccion de toxinas

en otros lugares son Optimas a 25-37 °C (Atongbiik et al., 2017).

El contenido de agua es un factor importante que afecta tanto el grado como la capacidad de
almacenamiento de los granos y las legumbres, ya que influye significativamente en el
crecimiento microbiano y la produccioén de toxinas (Okello et al, 2010). Es asi como las
condiciones ambientales y en particular el cambio climatico repercute en la proliferacion de

hongos micotoxigénicos y sus metabolitos.

7.5 Hongos micotoxigénicos y sus metabolitos
Los hongos requieren metabolitos primarios para poder proliferar, dentro de estas sustancias
estan las proteinas, dcidos nucleicos, carbohidratos y lipidos. Los metabolitos mencionados
estan asociados a la fase de crecimiento rdpido. Sin embargo, también estdn aquellos
compuestos denominados metabolitos secundarios los cuales no son esenciales en el
desarrollo vegetativo, siendo las micotoxinas las mas estudiadas por sus efectos sobre la salud

y la economia (Atanda S. A, 2011).

Existen dos clasificaciones de hongos micotoxigénicos: hongos de campo (o patdégenos de
plantas), los cuales van a contaminar los cultivos y generan sus metabolitos antes de la
cosecha; y los hongos de almacenamiento (o saprofitos), que pueden incrementar la
produccion de sus metabolitos si no hay medidas de control adecuadas. Sin embargo, a pesar
de que existe esta clasificacion la principal fuente de contaminacion se origina en el campo

(Sathasivam et al., 2019).
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Alrededor de 100 especies fungicas, principalmente pertenecientes a especies de Penicillium,
Fusarium y Aspergillus producen micotoxinas. El termino micotoxina deriva de la palabra
griega “mikes” que quiere decir hongo y de la palabra latina “toxicum” que significa toxico.
Estos metabolitos se producen durante la etapa final y estacionaria de la fase de crecimiento,
asociados con la diferenciacion y esporulacion (Gonzalez et al., 2006). Existen alrededor de
400 micotoxinas con potencial toxigénicos, producidas por alrededor de 100 hongos
(Berthiller et al., 2007; Paterson, & Lima, 2010). Entre las principales micotoxinas identificadas
y estudiadas se encuentran las aflatoxinas, la fumonisina, las ocratoxinas, el deoxinivalenol,
la zearalenona, los tricotecenos y la patulina, las cuales contaminan significativamente los

granos almacenados (Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

Se espera que el cambio climatico global provoque que algunas especies de hongos
micotoxigénicos dominen a otras (Bogantes et al., 2004). En la Tabla 1 se muestran algunos
de los principales hongos productores de micotoxinas. Se ha informado que si hay
temperatura alta o baja la proliferacion fungica y la producciéon de sus metabolitos
secundarios son inevitables. Atanda et al. (2011), observaron que las temperaturas por debajo
de 20 °C favorecieron a Penicillium, mientras que por encima de 20 °C aumentaron el
crecimiento de las especies de Aspergillus. También reportaron que los productos
alimenticios como los cereales y las legumbres eran mas propensos a las especies de
Aspergillus que cualquier otro hongo productor de toxinas, més ain en el almacenamiento

debido a las temperaturas involucradas.

Cuando estos metabolitos son consumidos a través de la dieta generan una amplia gama de
trastornos, por lo que es considerado un problema de salud publica en el mundo (Huerta et

al., 2016). Se han identificado dos rutas de exposicion a estos metabolitos, mediante la
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inhalacion (frecuentemente esporas) y a través de la dieta, pudiendo generar efectos a la salud
tanto humana como del ganado (Berthiller et al., 2007). Los principales efectos son
inmunotoxicos, teratogénicos, nefrotdoxicos y cancerigenos (Organizacion Mundial de la

Salud, 2018).

Tabla 1. Principales hongos productores de micotoxinas

Especie de moho Micotoxinas producidas

Aspergillus flavus Aflatoxinas B1 y B>
Fusarium moniliforme (F. verticillioides) Fumonisina B

Aspergillus ochraceus Ocratoxina A

Fuente: FAO - ONU, 2004

Los tax6bnomos recomiendan llevar a cabo una identificacion polifasica de especies fungicas
debido a la aparicion de especies cripticas. En concepto, las especies cripticas (hermanas)
son organismos con apariencia idéntica pero que representan linajes evolutivos distintos.
“Las especies cripticas pueden diferir de los taxones de especies convencionales en el tipo
de datos, métodos de andlisis o diferentes criterios de lo que deberia ser una especie” (Brown

et al., 2023).

7.5.1. Aspergillus flavus y aflatoxinas
Aspergillus flavus es de las especies mas frecuentemente aisladas en la agricultura y tiene

una gran importancia como agente causal de diversas patologias en el humano. Esta especie
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tiene como reservorio el suelo, asi como una amplia gama de cultivos agricolas del mundo,
que incluye numerosos productos alimenticios, incluidos cereales, pistachos, nueces y
cacahuetes, especias e higos en climas calidos donde pueden producir aflatoxinas en
diferentes puntos de la cadena alimentaria, como la precosecha, el procesamiento, el

transporte o el almacenamiento (Cleveland et al., 2009; Nierman et al., 2015).

La identificacion fenotipica de esta especie generalmente se basa en criterios microscopicos
y macroscopicos, los cuales consideran las caracteristicas de conidioforos, fidlides y esporas,
y las caracteristicas coloniales (Samson et al., 2014). En cuanto a las caracteristicas
macromorfologicas de 4. flavus, este hongo crece en 5 a 7 dias en medio ADS (figura 7) o
agar Czapek a 25y 37 °C. El color de la colonia es verde amarillento, con textura pulverulenta
y surcos radiales, ocasionalmente puede llegar a ser algodonosa en centro o margen de la

colonia, mientras que el reverso de la colonia es incoloro (Rangel-Muioz et al., 2020).

Figura 7. Anverso (A) y reverso (B) de la colonia de Aspergillus flavus.

Fuente: Propia, 2019
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En su micromorfologia se observan cabezas conidiales (Figura 8) uniseriadas y biseriadas,
principalmente radiales, sus estripes normalmente son rugosos, hialinos o de color marrén
palido. Las vesiculas son esféricas, con métulas ocupando practicamente toda la superficie

de esta (Abarca, 2000).

Figura 8. Micromorfologia de Aspergillus flavus a 40X.

Fuente: Propia 2017

Sin embargo, las caracteristicas micro y macromorfologicas no son suficientes para la
correcta identificacion en los aislados de Aspergillus atipicos, en la cuales se incluyen
aquellas cepas que presentan una esporulacion lenta, o en presencia de especies de
Aspergillus cripticas o hermanas. Ademas, llevar a cabo la identificacion solo a través de
estos métodos requiere de mucho tiempo y conocimientos técnicos considerables ( Hong et
al., 2005; Balajee et al., 2006) . Por tal motivo, existe un interés creciente en creciente en
utilizar otras herramientas para su identificacion, por lo que se ha propuesto utilizar un

enfoque polifésico, que incluya métodos fenotipicos y genotipicos, estos ultimos, se realizan
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con base en la secuenciacioén parcial o total del genoma de diferentes dianas genéticas,
incluidas las regiones espaciadoras transcritas internas (ITS) de ADNr y genes que codifican

proteinas como la calmodulina y la B-tubulina (Nasri et al., 2015).

La importancia de identificar correctamente las especies del género Aspergillus, es debido a
la importancia de un adecuado tratamiento ya que hay especies que son resistentes a algunos
antifungicos. Y es que, estas especies son el agente causal de un amplio espectro de
presentaciones clinicas que van desde la colonizacion de cavidades preexistentes y
aspergilosis broncopulmonar alérgica hasta afectacion cutdnea, otomicosis y aspergilosis
invasiva (IA) (Nasri et al., 2015). A pesar de que 4. fumigatus es el principal agente causal
de la aspergilosis en humanos y otros animales 4. flavus también es de importancia en esta
afeccion que incluye la aspergilosis alérgica, colonizadora saprofitica y la invasiva (Balajee
et al., 2007). La importancia de esta especie es que es el segundo patdgeno principal que
causa aspergilosis invasiva y no invasiva (Krishnan et al., 2009). Ademas, A. flavus se ha
identificado como una de las principales causas de queratitis micotica, una infeccion de la

cornea causada por hongos (Tilak et al., 2010).

Aunado a esto, 4. flavus es una de las principales especies productoras de aflatoxinas, las
cuales son al alrededor de 20 tipos, estos metabolitos son de bajo peso molecular, inodoras,
insipidas e incoloras, estables en los alimentos y resistentes a la degradacion bajo
procedimientos de coccion normales (Bbosa et al., 2013; Ehrlich et al., 2007; Martinez et al., 2013;
Urrego & Diaz, 2006). Los cereales y las legumbres como el mijo, arroz, guinea, frijoles y soya
son relativamente menos susceptibles a la toxina en comparacion con el maiz y el mani
(Sirma et al., 2015). Después de establecer estas fuentes de alimentos como huésped, este

hongo produce aflatoxinas, incluida AFB1, que luego contaminan el suministro de alimentos.
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La capacidad de este hongo para producir aflatoxinas estd en funcién de su metabolismo,
importante en el metabolismo primario de lipidos y enzimas, las cuales van a tener la
capacidad de generar aflatoxinas (Martins et al., 2000). Sin embargo, la capacidad de

producir aflatoxinas depende de la cepa (Martinez et al., 2013).

Ademés, las altas temperaturas y la humedad favorecen el crecimiento de estos hongos por
lo que, los paises que tienen estas condiciones ambientales a menudo experimentan una
mayor contaminacion (Rushing & Selim, 2019). Aunado a esto, a medida que el cambio
climatico modifica las temperaturas promedio y la precipitacion anual, se espera que regiones
adicionales puedan comenzar a experimentar problemas con la contaminacién AFBI1 y los
paises con contaminacion AFB1 existentes puedan comenzar a ver niveles mas altos en los

cultivos (Battilani et al., 2016; Liu & Wu, 2010).

El contenido de agua es un determinante clave del desarrollo de aflatoxinas en cultivos
alimentarios. Los hongos de almacenamiento como Aspergillus requieren aproximadamente
13% de humedad o humedad relativa del 65% (actividad del agua de 0.65) para el crecimiento
y la produccion de toxinas (Atanda, 2011). Sin embargo, 77% o mas es Optimo para el
crecimiento y la proliferacion (Atongbiik et al., 2017) en la Tabla 2 se muestran las

aflatoxinas producidas por especies de Aspergillus.

La produccién de aflatoxinas ocurre en un amplio rango de temperatura de 12 a 42°C (con
un optimo de 28 y 30°C). Aunque existen alrededor de 20 tipos de aflatoxinas, son seis las
mas investigadas por su capacidad para afectar una amplia variedad de cultivos agricolas y
por sus efectos en la salud tanto humana como animal (Martinez et al., 2013). Las aflatoxinas

mas relevantes son AFB1, AFB2, AFGI1, AFG2, AFM1 y AFM2 (Figura 9). La letra "B" se
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refiere a la fluorescencia azul que generan cuando llega la luz ultravioleta. Mientras que la

letra "G" se refiere a la fluorescencia verde y la "M" que se ha identificado en la leche.

Tabla 2. Especies productoras de aflatoxinas

Tipo de aflatoxina Especies de Aspergillus
Aflatoxina B1 (AFB1) A. flavus, A. arachidicola, A. bombycis, A. minisclerotigenes, A.
nomius, A. ochraceoroseus, A. parasiticus,
Aflatoxina M1 (AFM1) A. flavus, A. parasiticus; metabolito de aflatoxina B1 en
humanos y animales proveniente de la leche materna

Aflatoxina G1 (AFG1) A. arachidicola, A. flavus, A. minisclerotigenes,
A. nomius, A. Parasiticus
Aflatoxina GM1 (AFG1) A. flavus
Parasiticol (P) A. flavus
Aflatrem A. flavus, A. minisclerotigenes

Fuente: Bbosa et al. (2013)
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Figura 9. Estructura molecular de las principales aflatoxinas.

Fuente: National Center for Biotechnology Information (2023)
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Wajih et al. (2020), reportaron la contaminacion por aflatoxinas en maiz en Pakistan, en todas
las muestras se presentd una contaminacion de aflatoxinas con limites superiores a 20 pg/kg.
Ademas, hubo una mayor concentracion de AFG1 en todas las variedades de maiz analizadas.
Por su parte Park et al. (2005), reportaron la presencia de AFB1 en un rango de 1.8 a 7.3 ng/g
en muestras de arroz recolectadas en la Republica de Corea, mientras que el 17 % de las

muestras estaban contaminadas con 4. flavus.

En otro estudio Majeed et al. (2013), reportan la presencia de AFB1 en muestras de maiz,
con un valor de 7.9 pg/kg, mientras que de aflatoxinas totales en una concentracion de 12.08
pg/kg. También indican que el 14% de las muestras presentaron contaminacion por AFB1,
mientras que el 28 % por aflatoxinas totales. Ferri et al. (2017), evaluaron la presencia de
aflatoxinas en muestras de suero y orina de trabajadores de fabricas de piensos, ellos reportan
que ninguna de las muestras de suero resulté positiva. Mientras que, el 73.3% de las muestras
de orina present6 contaminacion por AFM1 con una concentracién media de 0.035 y 0.027

ng/ml en trabajadores expuestos y no expuestos respectivamente.

Las aflatoxinas pueden producir efectos mutagénicos, teratogénicos y cancerigenos, y se han
relacionado con enfermedades hepaticas cronicas y agudas (Iamanaka et al., 2007; Murphy
et al., 2006). La aflatoxina mas examinada es AFB1 porque la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) la clasifica en el grupo 1 como carcinégeno humano (IARC,

1995).

Estos metabolitos y en general las micotoxinas son metabolitos capaces de generar
enfermedades e incluso la muerte de humanos y animales (Sirot et al., 2013). Son
termoestables y su produccion depende de la cepa, el sustrato, y las condiciones de
temperatura y humedad. Tienen propiedades lipofilicas y son capaces de unirse con proteinas
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plasmaticas, estas propiedades les permiten persistir en el organismo cuando hay una
exposicion cronica o repetida (Sirot et al., 2013). Aunado a lo anterior, al ser 4. flavus
productor de aflatoxinas estos metabolitos pueden causan problemas a la salud humana y de
los animales, conocidas como aflatoxicosis. Esta aflatoxicosis es la enfermedad provocada
por la intoxicacion por aflatoxinas. Y, la ingesta diaria de dosis bajas de aflatoxinas a lo largo
del tiempo puede causar aflatoxicosis cronica, lo que da como resultado un consumo de
alimentos deficiente, retraso en el crecimiento, inmunosupresion y posible desarrollo de
cancer de higado (Nasri et al., 2015). En la Tabla 3 se muestran el contenido maximo de

aflatoxinas en cereales y productos a base de cereales para consumo humano.

Tabla 3. Nivel maximo de aflatoxinas en cereales y sus subproductos para consumo

humano
Micotoxina Cereales y productos de cereales Nivel maximo, pg/kg
Aflatoxina B1 Cereales y productos derivados de estos 2.0
Aflatoxinas totales Cereales y productos derivados de estos 4.0

Fuente: Pinotti et al. (2016)

7.5.2. Fusarium Verticillioides y fumonisinas

Otro de los hongos potencialmente micotoxigénicos es Fusarium verticillioides (F.
verticillioides), anteriormente conocido como F. moniliforme (teleomorfo Gibberella
moniliformis, también reportado como poblaciéon de apareamiento A del complejo G.

fujikuroi), es un hongo contaminante de plantas tales como el maiz, arroz y trigo, importantes
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en la dieta alimentaria mundial. Bajo condiciones de estrés ambiental puede provocar dafios

en plantas maiz, como lo es la pudricion del tallo y de la mazorca (Kant et al., 2017) .

F. verticillioides es un hongo patégeno transmitido por el suelo que puede sobrevivir en los
residuos de maiz hasta 630 dias, tanto en la superficie del suelo como en tallos enterrados a
profundidades de 15 0 30 cm (Xu et al., 2023). En cuanto a la macromorfologia de Fusarium
verticillioides en agar PDA (figura 10a) el micelio es blanco al inicio, formando pigmentos
que van de gris a violeta. En algunos cultivos conforme va envejeciendo, la hifa produce
melanina para formas estructuras llamadas esclerocios (De la Torre-Hernandez et al., 2014).
Su micromorfologia (figura 10b) en estado anamorfo contiene abundantes microconidias
ovaladas con base plana y agrupadas en cadenas. Algunas cepas pueden producir
macroconidias largas y delgadas con cinco o seis septos. Muestra una célula apical (curva) y

otra basal (forma de pie) (de la Torre-Hernandez et al., 2014)

ZEEU Ve
Figura 10. Macromorfologia (a) y micromorfologia (b) de Fusarium verticillioides

Fuente: De la torre et al., 2014

La importancia de identificar correctamente las especies pertenecientes al género Fusarium
entre estas a F. verticilliodes, radica en que es un género que puede generar fusariosis

invasiva (FI) que afecta a pacientes inmunocomprometidos (Tu et al., 2007).
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La identificacion de Fusarium spp. en el laboratorio clinico incluye caracteristicas
macroscopicas y microscopicas, como el color de la colonia, la longitud y forma de los
macroconidios, y el nimero, forma y disposicion de los microconidios, Sin embargo, la
morfologia por si sola no siempre es suficiente para caracterizar especies cripticas, y la
identificacion de una cepa de Fusarium por su fenotipo puede ser erronea hasta en el 50% de
los casos, por lo que es importante llevar a cabo estudios complementarios como lo es la

caracterizacion genotipica (da Rosa et al., 2021).

El género Fusarium es el patdgeno de plantas mas prevalente que invade cultivos agricolas,
y las micotoxinas producidas por especies de este género son las mds importantes
econémicamente (Huang et al., 2017). Dentro del grupo de metabolitos producidos por este
género los mas importantes por su toxicidad en humanos y animales, son las fumonisinas

(FB), zearalenona (ZEA) y tricotecenos (Huang et al., 2019).

Existen alrededor de 15 fumonisinas, pero las mas estudiadas son las FB1, FB2 y FB3 (figura
11), de las cuales la mas toxica es la FBI1, que, de acuerdo con la IARC, se encuentra
clasificada dentro del grupo 2B como sustancia posiblemente carcinogénica en humanos,
asociada a cancer hepatico y esofagico (Serrano y Cardona, 2015; Luo et al., 2018). Estos
metabolitos son producidos principalmente por Fusarium el cual se desarrolla en un amplio
rango de temperatura que va de 2 a 37 °C. En un estudio realizado por Castellari et al. (2015),
se reportd la contaminacion por fumonisinas en el 100% de las muestras analizadas de maiz
almacenado en silos bolsa, con concentraciones maximas de 5.707 mg/kg. Cendoya et al.
(2018), reportan una tasa maxima de crecimiento de F. proliferatum en trigo cuando hay una
alta actividad de agua (aw; 0.995) a 25 °C; ademas a la misma aw, pero a 15 °C se producen

la mayor concentracion de aflatoxinas totales (FB1, FB2 y FB3).
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Figura 11. Estructura quimica de las fumonisinas B1, B2 y B3.

Fuente: De la Torre et al., 2014.

7.5.3 Penicillium verrucosum y ocratoxinas

Otro de los hongos productores de micotoxinas que contaminan el sistema agroalimentario
es Penicillium verrucosum. Este hongo es considerado un patégeno de almacenamiento. Sin
embargo, aln existe una falta de conocimiento sobre la ecologia de los hongos de
almacenamiento antes de la cosecha, lo cual es esencial para mejorar el prondstico y la
prevencion de las micotoxinas de Penicillium ((Kopke et al., 2007). El crecimiento de las
colonias de P. verrucosum es lento alcanza de de 15 a 25 mm de didmetro, son de color verde
opaco a verde oscuro y es un hongo que se desarrolla aproximadamente de 0 a 30 °C y hasta

0.80 de actividad de agua (Figura 12).
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Figura 12. Macromorfologia de las especies de Penicillium verrucosum

Fuente: Kopke et al., (2007)

Las ocratoxinas son metabolitos producidos principalmente por los géneros Penicilium y
Aspergillus, siendo las principales especies productoras A. ochraceus, A. carbonarius, A.
niger'y P. verrucosum, siendo el maiz uno de los principales cereales contaminados. Hasta
el momento se han descrito 5 tipos de ocratoxinas la A, B, C, a y ; pero la més toxica es la
ocratoxina A (figura 13), la cual es considerada una sustancia posiblemente carcinogénica,
catalogada dentro del grupo 2B de acuerdo con la IARC (Kumar et al., 2020; Gonzalez,
2010). Esta ultima micotoxina se encuentra asociada a efectos nefrotoxicos, mutagénicos y

cancerigenos; y es sintetizada principalmente por Penicillium verrucosum y Aspergillus

ochraceus.
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Figura 13. Estructura quimica de la ocratoxina A (OTA).

Fuente: Ravelo et al., 2011

Majeed et al. (2013), reportan la contaminacion por ocratoxina A con un valor de 5.29 ug/kg
en muestras de maiz en Pakistan. En otro estudio realizado por Ibafiez et al. (2011), se reportod
la contaminacion por ocratoxina A en el 39% de las muestras analizadas de trigo y arroz,

cuyos valores fueron de 0.37 pg/kg.

7.6 Control y prevencion de hongos micotoxigénicos
Dado que las aflatoxinas pueden causar toxicidad aguda, subaguda y cronica en animales y
humanos, se ha puesto mucho énfasis en el control o la eliminacidon de estos hongos y / o sus
metabolitos toxicos. Varias estrategias de control incluyen control biologico, desarrollo de
cultivares resistentes, fungicidas y mantenimiento de relaciones hidricas casi dptimas en el
cultivo a través del riego; control de insectos alimentadores de vainas y semillas; momento
optimo de excavacion y cosecha; evitar daflos mecédnicos durante el cultivo, la cosecha y el
manejo posterior a la cosecha; secado rapido posterior a la cosecha; ademas, el
mantenimiento de la baja temperatura y la humedad relativa en el almacenamiento han sido
ampliamente estudiados durante los ultimos afios recomendados para prevenir la

contaminacion por aflatoxinas (Wilson, 1995, Kabak et al., 2006; Jouany, 2007).

El estrés oxidativo estd involucrado en el metabolismo secundario de los hongos, los cuales
pueden usar especies reactivas de oxigeno que van a actuar como mensajeros inductores o

moduladores de la biosintesis de micotoxinas (Kumar et al., 2020). Por lo que, existe un
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interés creciente por el uso de sustancias antioxidantes naturales que inhiban el crecimiento
de hongos micotoxigénicos y sus metabolitos, debido a su no toxicidad y por ser amigable

con el ambiente (Dwivedy et al., 2016).

En un estudio realizado por Silva et al. (2012), se evalud la actividad antifingica de cuatro
aceites esenciales, hinojo (Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae), jengibre (Zingiber officinale
Roscoe, Zingiberaceae), menta (Mentha piperita L., Lamiaceae) y tomillo (Thymus vulgaris
L., Lamiaceae), frente a cepas de A. flavus y A. parasiticus, sus resultados mostraron que los
cuatro aceites tienen actividad antifungica, las concentraciones efectivas para hinojo,
jengibre, menta y tomillo fueron 50, 80, 50 y 50% (aceite / DMSO (dimetilsulfoxido); v/v)
respectivamente. Asimismo, Kalagatur et al. (2020), evaluaron la actividad antifungica de
los aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum'y Cymbopogon martini sobre cepas de A.
ochraceus y Penicillium verrucosum, y evidenciaron una inhibicién fungica del 100% en el
crecimiento y produccion de OTA, a concentraciones de 1500 y 2500 pg/g en granos de maiz,

respectivamente.

También, Gemeda et al. (2014), evaluaron la actividad antifungica de los aceites esenciales
de Cymbopogon martinii, Foeniculum vulgare y Trachyspermum ammi (T. ammi), sobre
cepas de Aspergillus, sus resultados mostraron una mejor eficacia del aceite de 7. ammi, al
mostrar una inhibicion micelial absoluta a 1 pl / mL con el aceite de 7. ammi, asimismo,
inhibié completamente la germinacion de las esporas a una concentracion de 2 pl / mL.
También inhibi6 totalmente la produccion de aflatoxinas de Aspergillus niger y Aspergillus

flavus a 0.5 y 0.75 pl / mL, respectivamente.

De manera que, el uso de aceites esenciales, representan una alternativa importante en el
control de hongos micotoxigénicos y sus metabolitos, que también serian de gran utilidad en
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la producciéon de alimentos, debido a que el uso de agroquimicos representa un problema
ambiental y de salud, ademas los aceites esenciales tienen baja toxicidad, alta volatilidad y

son biodegradables (Gemeda et al., 2014).

Por otro lado, se conoce que algunas plantas son una fuente de metabolitos secundarios con
actividad antifingica, lo que es de gran relevancia, ya que, a partir de éstos, se puede
controlar la contaminacion por micotoxinas en cultivos (Dikhoba et al., 2019). Los extractos
de plantas son una alternativa para control de hongos durante la etapa de postcosecha.
Ademads, en comparacion con los antifingicos quimicos, los extractos de plantas son
amigables con el ambiente, debido a su baja o nula toxicidad y poca persistencia en el

ambiente (Rodriguez-Maturino et al., 2015).

Ademads, en comparacion con los antiflingicos quimicos, los extractos de plantas son
amigables con el ambiente, debido a su baja o nula toxicidad y poca persistencia en el

ambiente (Rodriguez et al., 2015).

En un estudio realizado por Goémez et al. (2020), se evalto la actividad antifingica a partir
de extractos de semillas de manila, los autores reportan una inhibicion del crecimiento
micelial del hongo Colletotrichum brevisporum, del 100% después de 9 dias y una
germinacion de esporas del 0% después de 20 h, con extracto de semillas de manila a 3 g/L.
Andleeb et al. (2020), realizaron un estudio en el que reportan una actividad antifingica
mayor del 50% sobre cepas de A. fumigatus y A niger, mediante el uso de extractos de flores,
bayas y hojas de Argemone mexicana L. Asimismo, Rodriguez et al. (2015), realizaron un
estudio en el cual reportan una inhibicion del 85% sobre la germinacion de conidios de F.
oxysporum al quinto dia de tratamiento, usando extractos fenolicos obtenidos de frutos de
chiltepin. Por otro lado, Goémez et al. (2020), reportaron una actividad antifungica del 100%
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sobre el crecimiento micelial de Colletotrichum brevisporum, utilizando extracto etandlico
de grano de Manila a 3 g/L, ya que se inhibi6 por completo después de 9 dias y una

germinacion de esporas del 0% después de 20 horas.

7.7 Rhododendron spp. (azalea)

Se ha mostrado que las plantas son una fuente de moléculas biolégicamente activas, las
cuales producen metabolitos secundarios con actividad antifungica (Davicino Roberto et al.,
2007). Por lo que una alternativa para el control de hongos podria ser el extracto de
Rhododendron spp., una planta conocida como azalea (figura 14) y conformada por 8
subgéneros, su taxonomia se muestra en la Tabla 4 (Quimica.es, 2023). Son un grupo amplio
de plantas lefiosas, con aproximadamente 1025 especies, las cuales se distribuyen
principalmente en el este y sudeste de Asia, asi como, en América del Norte y Europa (Chang
etal., 2021; Popescu & Kopp, 2013). Etimoldgicamente, la palabra Rhododendron proviene del
griego: rodos:rosa y dendron:arbol, ademas de ser importantes plantas horticolas con
hermosas flores, muchas especies de Rododendron también se han utilizado como medicina
popular para el tratamiento de bronquitis, asma, resfriado comun, enfermedades de la piel,

dolor e inflamacién (Zeng et al., 2021).
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Figura 14. Planta Rhododendron spp. (azalea)

Fuente: Propia, 2021

Tabla 4. Taxonomia de Rhododendron

Division Magnoliophyta (Spermatophyta)

Clase Magnoliopsida (Dicotyledoneae)

Subclase Dilleniidae

Orden Ericales

Familia Ericaceae o Brezal

Genero  Rhododendron

Especie  spp.

Fuente: (Quimica.es, 2023)

Las partes vegetativas de las plantas, el néctar y la miel obtenida de especies de
Rhododendron spp., contienen una gran cantidad de compuestos fenolicos, principalmente

arbutodsido, y algunos flavonoides derivados del kanferol y del quercetol (Garcia et al., 2005).

En un estudio realizado por Martinez et al. (2017), se determind la actividad antifiingica del

acido clorogénico, un metabolito secundario fenodlico que se acumula en diversos tejidos
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vegetales y se puede encontrar en varios subproductos y desechos agroindustriales, los
autores reportan que este metabolito mostré una inhibicion del 100% en el crecimiento
micelial y en la germinacion de esporas de Aspergillus flavus. Asimismo, Rodriguez-
Maturino et al. (2015), realizaron un estudio en el cual reportan una inhibicion del 85% sobre
la germinacion de conidios de F. oxysporum al quinto dia de tratamiento, usando extractos

fenolicos obtenidos de frutos de chiltepin.

Otros estudios han demostrado que, componentes de las plantas tales como flores, hojas y
tallos, pueden ser aprovechados para obtencion de extractos que controlen el crecimiento de
microorganismos, particularmente de hongos potencialmente aflatoxigénicos. Debido a que,
los principales compuestos bioactivos con actividad antioxidante que se obtienen de
productos vegetales son acidos fendlicos y flavonoides, los cuales presentan actividad
antimicrobiana (Castromonte et al., 2020).

Debido a esto, existe un interés creciente en nuevas iniciativas legislativas para restringir el
uso de los pesticidas quimicos comerciales existentes e incentivar el desarrollo de nuevos
plaguicidas fingicos que sean amigables con el medio ambiente y no generen residuos
toxicos, lo cual da lugar a problemas ambientales y de salud. Por lo tanto, son necesarias

medidas sustentables para el control de hongos micotoxigénicos y sus metabolitos.
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8. DISENO METODOLOGICO Y TECNICAS DE INVESTIGACION

8.1 Sitios de muestreo
El muestreo de aislados de hongos presuntivamente micotoxigénicos, se llevo a cabo en areas
de suelo agricola destinado al cultivo de maiz, asi como en sitios de almacenamiento de maiz
hibrido, almacenado a la intemperie. Los sitios de muestreo muestreo fueron: Junta Auxiliar
la Resurreccion (JAR), San Salvador el Seco (SSS), Tlaltepango (TLA) y Nativitas (NAT),
los dos primeros sitios pertenecientes al estado de Puebla y los otros dos sitios ubicados en
el estado de Tlaxcala (figura 15). La obtencion de las muestras se realiz6 en un muestreo
representativo de suelo agricola con base en los lineamientos de la NOM-021-SEMARNAT-
2000 y el muestreo de maiz almacenado se realiz6 con base en la NOM-188-SSA1-2002. La
figura 16, muestra una amplificacion de los sitios donde se llevo a cabo el muestreo den los
sitios de Puebla (JAR y SSS), en ambos se observar la presencia de zonas urbanizadas. La
figura 17 se muestra el mapa del uso de suelo en las zonas de muestreo JAR y SSS, que
pertenecen al grupo de vegetacion de tipo agricultura de temporal, a pesar de que ambas
zonas se encuentran cercanas a zonas urbanizadas. Asimismo, la figura 18 muestra la imagen
amplificada de los sitios de muestreo en Tlaxcala (TLA y NAT), donde también se observa
la cercania con zonas urbanizadas, sin embargo el uso de suelo en las zonas de muestreo,
tanto de Tlaltepango como de Nativitas, pertenecen al grupo de vegetacion de tipo agricultura
de temporal (figura 19), al igual que las zonas de muestreo Junta Auxiliar la Resurreccion
como a San Salvador el Seco, a pesar de que ambas zonas se encuentran cercanas a zonas

urbanizadas.

Pagina | 41



/ "
f ¢ . / "
N \ ~ >
A } J
DAL e . o
F. . ) Poza Rica AL o
$ / ’ a %ot
\ K. n . y, Poza Rica
/ £ |
- £ -
l!.lir:l.‘;]:h P '\ C = Muxquahuala p &’ ¥
Bl } - Huauchinango, e de Juarez (PN T S
o ex : N \ U Shin X0
Adama  Pachuca s Pod /7 Tezontepec . i - ~
: Tulancingo . » Martinez da Al YLJ Pachica > E
) ! 4 de la Torre : i IRvsngng § Marinez
4 ) ! de la Torre
~ N Z
VJ N { o el £\ Z
\ . \
Ecatépecy e Junta Auxiliar San Salvador El
de Morelos e | Y o .2 catepec g
il & Morelos. g
s a Resurreccion, v . F Morelos Seco atioe
-\ ) - i, < T
» N ) \ »
Me{uO City ! \\ " ’ Mexico City | \ -
) X Loamg \ = Tlaxcala -
e / ERACRU. | ) \
\ ” e ¢ ~ AN ~
" i 5 ~ . 3 Puebla 5
\ /£ ~ ) ’
ica . Allixco b Y { = \ ) -
i LI £ON1zaba . ardoba - Atlixco Tecamachaco L
Cuautla 4 ¢ Cisuls 1Zaba - cardoba
4 | 2bcar de PUEBLA t » [ 1 Aca de A
| Matam ocos 2\ \ Matamoros ¥ VEBLA
~n 1 S\ AN N & ¥
. j Tehuacany \ / k o o Tehuacany
J . )
X s e 6 S
", A 2 " N
= { 2 ’ L ¢ P
) { N\ h 4 :
& ~ \L 20 Samte OF \ \
-~ & (6 - A o3 < 2 -
g™y T Heroica Cindad A by E T
~n i L ) 1 Héroica Ciudad
- e Huajus
©ESRI W phy LL,:"' SESRI e fi-gL-.I-:::.-.
ata
mho v ome Apan
e e e
na
o &
Tl & e Morelos
Mt
Apdpan Apudpan
Nativitas
i
Tlaltepango /¢ s,
Tlascala s wtly Toma g Hum el -
o o
# Labadidy San ond # Labastids San José
o g
e RatolL s R pj:'l‘lﬂl )
Huey Ly s San S0 Hueptany S Pabk Sans
" 0o % st h
L. Ay % M 7 S3Akd % Morte
WO OEIRG an Pacho oy oA San b e

Figura 15. Geolocalizacion de los sitios de muestreo: Junta Auxiliar la Resurreccion (N 19°

6' 50.3", 0 98° 8' 10.5"), San Salvador el Seco (N 19° 9' 50.5", O 97° 37' 48.5"), Tlaltepango

(N 19°7'15.047", O 98° 9' 17.704") y Nativitas (N 19° 14' 3.5", O 98° 18' 41.5").
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Figura 16. Localizacion de las zonas de muestreo SSS y JAR en el estado de Puebla

Fuente: Sistema de Informacion Geografica para la Evaluacion del Impacto Ambiental
(SIGEIA) (2023)
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Figura 17. Uso de suelo del estado de Puebla, en SSS (San Salvador el Seco) y JAR (Junta

Aucxiliar la Resurreccion)

Fuete: SIGEIA (2023)
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Figura 18. Localizacion de las zonas de muestreo TLA y NAT en el estado de Tlaxcala

Fuente: SIGEIA (2023)
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Figura 19. Uso de suelo del estado de Tlaxcala, en SSS (San Salvador el Seco) y JAR

(Junta Auxiliar la Resurreccion)

Fuete: SIGEIA (2023)

8.2 Aislamiento de hongos potencialmente micotoxigénicos

Para la recuperacion de cepas de hongos potencialmente micotoxigénicos se utilizaron los
medios ADS y AFPA. Se realiz6 un extendido en superficie de las cepas micotoxigénicas,
sobre las placas con los medios. Posteriormente, se incubaron a una temperatura de 28 + 2
C durante un periodo de 4 a 7 dias, con la finalidad de obtener las cepas presuntivas de
hongos potencialmente micotoxigénicos. Una vez obtenido el crecimiento de algunas de las
cepas, para la obtencion 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 loscultivos axénicos se les realizo
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la técnica de microcultivos, esta técnica permite la correcta identificacion microscopica de
estructuras fingicas. Posteriormente, se corrobord la identificacion macromorfologica y
micromorfoldgica usando claves taxondmicas especializadas (Rippon & Castaneda, 1992;

Cepero et al., 2012; Bonifaz, 2015).

8.3 Identificacion molecular de cepas micotoxigénicas
La caracterizacion molecular de las cepas obtenidas identificadas como potencialmente
micotoxigénicas se llevo a cabo en el laboratorio del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia en la Facultad de Medicina de la UNAM. Para la caracterizacion molecular de
las cepas potencialmente micotoxigénicas, fue necesario realizar cultivos monospoéricos de
estos aislados (figura 20). La importancia de estos cultivos para la correcta identificacion
molecular radica en que, estos permiten contar con aislados genéticamente homogéneos, con
una mayor estabilidad en todas sus propiedades. Ya que, caracteristicas como: la
germinacion, tasa de crecimiento y los factores de virulencia, se ven mejoradas (Ayala-
Zermetio et al.,, 2012). Ademas, estos cultivos permiten que los resultados puedan ser
reproducibles, libres de contaminacion; incluso, es un método relativamente sencillo, de bajo

costo y eficaz.

Pagina | 47



Figura 20. Cultivos monosporicos de Aspergillus flavus en ADS

De estos cultivos monosporicos se sembrod Aspergillus flavus en medio YPD, del micelio
desarrollado se hizo la extraccion de DNA, a partir del cual se hizo la amplificacion de la

secuencia parcial del gen BenA (beta-tubulina).

Los aislados identificados fenotipicamente como A. flavus, se cultivaron en PDA (Bioxon,
Meéxico D.F., México) durante 3 dias a 28°C. A partir de estos cultivos, se obtuvo una
suspension de conidios agregando 1 ml de tampon PBS con Tween® 20 al 0,5% a cada tubo
y agitando las soluciones en un vortex (Daigger Vortex-Genie 2®, Scientific Industries Inc.,
NY, EE. UU.). Posteriormente, esta suspension de conidias se sembrd en medio liquido
YEPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% dextrosa) y se incubd a 37°C con agitacion
durante 2 dias o hasta que se observd crecimiento micelial. La biomasa micelial de cada
aislado se filtr6 en un embudo Biichner con papel de filtro estéril, se lavé con agua milliQ®
y se elimino el exceso. La extraccion de ADN se realiz6 con un kit de purificacion de ADN

genomico Wizard® (Promega, Madison, WI, EE. UU.), segun las instrucciones del

Pagina | 48



fabricante. La biomasa micelial de cada aislado (100 mg) se coloc6 en microtubos de 1,5 mL
que contenian 0,2 g de perlas de vidrio y se agregaron 600 pL de solucién de lisis. Los tubos
se colocaron en un dispositivo FastPrep®24 (MP Biomedicals, CA, EE. UU.) para alterar el
micelio. El ADN total se cuantifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se
compar6 con diferentes concentraciones (10, 30 y 50 ng/uL) del fago A (Gibco BRL®, San
Francisco, CA, EE. UU.), tefiido con acido nucleico GelRed™. gel 10000X (Biotium, EE.
UU.). Ademads, también se cuantifico mediante espectrofotometria UV utilizando un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.

Uu.).

La amplificacion por PCR del gen BenA se realizé segun lo descrito por Glass y Donaldson
[17] y los oligonucledtidos utilizados fueron Bt2a (5°-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") y Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3"). Para la mezcla de reaccion se utilizd un
volumen de 25 pL, con 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de cada ANTP, 1U/uL de ADN
polimerasa Taq, 10 uM de cada cebador y 5 ng/uL de ADN y 30 pmol de cada uno.
oligonucleotido. La amplificacion se realizo en un termociclador (Bio-Rad, CA, USA) con
las siguientes condiciones: 95°C por 8 min, 35 ciclos de 95°C por 15 s, 55°C por 20 s y 72°C.
C durante 1 min, y un ciclo de 72 C durante 5 min. Los productos de PCR fueron enviados
para secuenciacion en ambas direcciones por Macrogen USA (Rockville, MD, EE. UU.),

utilizando el método Sanger.

Pagina | 49



8.4 Extracto Rhododendron spp. por cromatografia de gases acoplado a
espectrometro de masas (GC/MS)
Se llevo a cabo el muestreo de plantas silvestres de Rhododendron spp. (azalea) en dos
jardineras localizadas en el municipio de Puebla en su etapa madura (figura 21). Se
muestrearon hojas, tallo y flor, el andlisis se llevo a cabo en el laboratorio de Ecologia
Molecular Microbiana y el laboratorio de Micologia, ambos de la BUAP. Las muestras

recolectadas fueron pesadas, obteniendo un peso de 120g (flores), 45g (hojas) y 30g (tallos).

A las muestras recolectadas se les retir6 el polvo y se enjuagaron con agua. Es importante
mencionar que las hojas, flores y tallos que presentaron dafios provocados por insectos o por
algtn otro medio, fueron desechados. Seguido de esto, se realizo el secado (figura 22) de las
muestras a temperatura ambiente y el tiempo de secado fue menor a 7 dias. En el caso de las
muestras de flor se realizaron dos tiempos de secado uno fue de 5 dias y otro de 7 dias, el
tiempo de secado puede influir en conservar las propiedades antimicrobianas (Cendrowski et
al., 2020). Y, posteriormente se realiz6 la molienda de las hojas, flores y tallos muestreados,

esto por separado.
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Figura 21. Jardineras muestreadas de Rhododendron spp

Figura 22. Muestras obtenidas de flor (A), tallo (B), y hoja (C) de Rhododendron spp

Para la extraccion se utilizd6 como solvente etanol grado reactivo analitico. Primero se
colocaron las moliendas en un frasco de vidrio, previamente esterilizado, posteriormente la
molienda se cubrid con el solvente y se tapd el frasco para dejar macerar a temperatura
ambiente, esto en un lugar fresco y con poca iluminacion durante 5 dias. Durante este periodo
el frasco se agitd constantemente con la finalidad de obtener una extraccion mas eficiente.

Al finalizar este tiempo, con ayuda de embudos y lana de vidrio se filtr6 la mezcla.

Una vez obtenido el extracto, se sometio al proceso de concentracién como se describe a
continuacion: se coloco el matraz conteniendo el volumen total obtenido del extracto, en el
rotavapor, a una temperatura de 42 °C con vacio de 40-50 mmHg. A partir de este punto hubo
dos procesos: 1) con presencia de agua se recuper? el solvente y se llevo a cabo la separacion,

el extracto turbio se filtro con sulfato de sodio anhidro para posteriormente ser filtrado con
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silica gel y el extracto final que se obtuvo se llevo a 1 ml. 2) sin presencia de agua, el cual
consistidé en recuperar el solvente, al mismo tiempo de recuperar el extracto, a través del

filtrado con silica gel, para posteriormente llevarlo a 1 ml.

Para analizar los componentes del extracto concentrado y purificado, se inyect6 1 puL de éste

en el sistema GC/MS de acuerdo con las siguientes indicaciones:

Cromatografia de gases. Se emple6 un equipo HP 6890/columna HP-5MS equipado con una
columna HP-5MS de 60x0.25mmx0.25umlD, la columna cont6 con una longitud de 60m, un
flujo constante, una velocidad promedio de 37cm/s y una presion de 7.85psi. La
programacion de temperatura fue la siguiente: temperatura inicial de 56°C con un incremento
de 12°C/min hasta llegar a los 194°C manteniéndose por I min para continuar con un aumento
de temperatura de 10°C/min hasta llegar a 280°C y mantenerse asi por 15min. El gas portador

fue helio, la inyeccion se efectud en modo Splitless a una temperatura de 270°C.

Espectrometria de masas. Se utilizé un espectrometro de masas Agilent Technologies 5973
Network el modo de adquisicion es Scan (35 u.m.a. a 500 u.m.a.). La identificacion se realizo
partir del espectro de masas que se gener6 para cada pico cromatografico obtenido mediante

la biblioteca NISTO02.

8.5 Evaluacion antifungica del extracto Rhododendron spp.
Bajo condiciones de esterilidad, con un asa micologica se realizd un raspado de las esporas
en el cultivo monosporico desarrollado en agar dextrosa Sabouraud y se coloco en un tubo
con 10 ml de agua. Posteriormente, se evalud su densidad optica con la finalidad de obtener

una concentracion inicial de esporas de aproximadamente 3X10%. A través del estandar de
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McFarland ya que, una turbidez de 1 en la escala de McFarland tiene la concentracion
necesaria para este analisis (Centros para el Control y la Prevencion de enfermedades &

Organizacién Mundial de la Salud, 2003).

Una vez obtenida la concentracion deseada, a partir de esta dilucion (1:10) se realizaron las
siguientes diluciones seriadas logaritmicas decimales de base 10 (1:100, 1:1000, 1:10000,
1:100000). Posteriormente, en diferentes tubos eppendorf se adicionardn 100 pL de las
diluciones 1:10000 y 1:100000, por separado, y en cada uno se adiciond el mismo volumen
del extracto de Rhododendron spp.. La mezcla se dejé en contacto durante 15 min.
Transcurrido este tiempo, se colocaron 200 pL de la mezcla en agar dextrosa Sabouraud y se
realiz6 un extendido en superficie por triplicado. Como testigo, se usaron 100 pL de la
suspension de conidios (por triplicado). Las placas inoculadas con el agar fueron incubadas
a 28°C. El periodo de incubacién fue de 7 dias, transcurrido este tiempo se realizé el conteo

de las UFC's.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Muestreo

En el muestreo se obtuvieron 67 muestras de suelo agricola destinado al cultivo de maiz y
80 muestras de maiz criollo almacenado a la intempeerie. En San Salvador el Seco (SSS) y
la Junta Auxiliar la Resurreccion (JAR), se obtuvieron un total de 20 muestras tanto de suclo
como de maiz en cada sitio muestreado. Y, en Tlaltepango (TLA) 15 muestras de suelo y en
Nativitas (NAT) 12 muestras, mientras que, de maiz en estos ultimos dos sitios se
recolectaron 20 muestras en cada uno.

Asi también, se identificaron las caracteristicas socioambientales de las zonas de muestreo,
con la finalidad de conocer las similitudes o diferencias de estos datos entre los sitios
muestreados (Tabla 5). Como se puede observar en la Tabla 5 los cuatro sitios muestreados
presentan similitudes entre sus caracteristicas socioambientales. Sin embargo, en San
Salvador el Seco el clima es semiseco templado, a diferencia de los otros tres sitios que
presentan un clima templado subhiimedo. Asi también, la precipitacion puede llegar a ser

menor que en los otros tres sitios, con un valor de 300 mm.
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Tabla 5. Caracteristicas socioambientales de los sitios muestreados

Caracteristicas  San Salvador el Junta Auxiliar Tlaltepango Nativitas
socio- Seco la
ambientales Resurreccion
Tipo de suelo ! Regosol y litosol Regosol y Regosol, Regosol,
fluvisol fluvisol y Fluvisol,
andosol litosol y
andosol
Clima? Templado Templado Templado Templado
subhumedo subhumedo 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 800-1000
mm mm
Zona® Urbana Rural Urbana Urbana
Grado de Medio Bajo Bajo Bajo
marginaciéon*
Altitud (msnm)? 2421 2291 2450 2300

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (2023)

9.2 Aislamiento de hongos potencialmente micotoxigénicos

En el presente trabajo de investigacion se identificaron cepas pertenecientes principalmente
a los géneros Penicillium spp, Fusarium spp, Paecilomyces spp y Aspergillus spp., tal como
se puede ver en la figura 23. Sin embargo, de acuerdo con la morfologia colonial solo se

identificaron cepas presuntivas de especies potencialmente micotoxigénicas pertenecientes a

A. flavus.
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Figura 23. Numero de aislamientos de otros hongos filamentosos

Se aislaron un total de 34 cepas de 4. flavus, las cuales fueron conservadas en el cepario del

laboratorio de micologia del ICUAP-BUAP. De las cepas de Aspergillus flavus identificadas,

21 se aislaron de muestras de maiz y 13 de suelo agricola (figura 24).
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Figura 24. Numero de aislamientos de Aspergillus flavus obtenidas a partir de suelo agricola

y maiz almacenado a la intemperie.
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Figura 25. Morfologia de 4. flavus.- a: anverso de la colonia de A. flavus en medio ADS, b:

micromorfologia de 4. flavus, c: reverso colonial de 4. flavus en medio diferencial AFPA.
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Como se puede observar la morfologia colonial mostré un color amarillo verdoso con micelio
blanco, con una textura polvorienta y algodonosa con surcos radiales, el reverso era incoloro
en medio ADS. Ademas, en la micromorfologia a 40X se observo micelio septado, hialino,
ramificado, con conididéforos largos, cenociticos, vesiculas esféricas, con 1 a 2 series de
fialides, conidios de forma globosa a elipsoide. La descripcion macro y micromorfologica

coincide con lo descrito por Pimenta et al. (2020) y Saif et al. (2021) .

Todos los aislados recuperados de A. flavus dieron positivo al crecimiento en medio
diferencial AFPA. De acuerdo con Corry et al. (2003), este es un medio selectivo para la
recuperacion en alimentos de los hongos productores de micotoxinas tales como: 4. flavus 'y
A. parasiticus. Ademads, este medio permite reconocer colonias de estos hongos a las 42-48
h a 30+ 2 °C. Lo cual coincide con los aislados recuperados de 4. flavus, ya que como lo
menciona Corry et al. (2003), al anverso de las colonias se presentd un pigmento de color
amarillo anaranjado (figura 25c). Esta pigmentacion es debido a que estos hongos producen
acido aspergilico o 4cido noraspergilico, que reaccionan con el citrato de amonio férrico para
formar el complejo de color naranja (Hocking, 2014). Cabe mencionar que esta pigmentacion

no es indicativa de la presencia de aflatoxinas.

9.3 Identificacion molecular de cepas micotoxigénicas
En la figura 26 se puede observar el corrimiento electroforético de 7 cepas caracterizadas
ASP-03, ASP-07, ASP-08, ASP-09, ASP-12, ASP-15 y ASP-17, en la figura 27 se puede
observar el corrimiento electroforético de las 27 cepas restantes de las 34 recuperadas de A.

flavus, todas las cepas de A4. flavus se amplificaron utilizando el gen beta tubulina. Con esto,
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queda demostrado que el gen BenA es un marcador de amplificacion adecuado para especies

de A. flavus.

Ivlmwador ASP-08 A5HSP-12

ASP-18
ASP-07 AHSP-09 55P-15 ASP-03

Figura 25: Corrimiento electroforético de la Amplificacion de la secuencia parcial del gen

BenA de aislados presuntivos de A4. flavus.
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Figura 26. Corrimiento electroforético de la amplificacion de la secuencia parcial del gene

BenA de aislados presuntivos de A. flavus.

Las secuencias obtenidas una vez que estas se enviaron a secuenciar a Macrogen USA
(Rockville, USA), se editaron en la interfaz BioEdit 7.2, que es un editor de alineacion de

secuencias.

Como resultado de estas ediciones se obtuvieron las secuencias consenso de las cepas ASP-
01, ASP- 02, ASP-03, ASP-04, ASP-05, ASP-06, ASP-07, ASP-08, ASP-09, ASP-10, ASP-
11, ASP-12, ASP-13, ASP-15, ASP-16, ASP-17, ASP-18, ASP-19, ASP-20, ASP-21, ASP-
22, ASP-23, ASP-24, ASP-26, ASP28, ASP-29, ASP-30, ASP-31, ASP-32, ASP-33, ASP-
34, ASP-35, ASP-36 y ASP-37 reportadas en la Tabla 6, asi también se reporta el nimero
de pares de bases (pb). Estas secuencias consenso 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 informatico de alineamiento de

secuencias de tipo local).

Tabla 6. Secuencias consenso de aislados de Aspergillus flavus

Secuencias consenso en formato fasta

>ASP1_CONSENSO_520pb
TGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGCATG
ATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAG
CACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATATGGC
ATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTA
TGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGA
CCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCA
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TGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGT
GCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACT

>ASP2_CONSENSO 546pb
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAA
CTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAA
ACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAAC
GACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCT
CCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGC
TTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTT
GAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTT
CGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP3_CONSENSO 535pb
AATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAA
AAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCT
CTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGAC
C
ATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTG
GAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAA
CTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCT
GGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCC
AGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGG

>ASP4 CONSENSO 548pb
TGGTAACCCCAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGSCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGA
ACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCA
AACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAA
CGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAAC
GCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATC
TTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTT
TTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP5_CONSENSO_523pb
CGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGC
ATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGC
GAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATAT
GGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
CGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC
CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGT
ACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTC
CGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACT

>ASP6_CONSENSO_522pb
GGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGC
ATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGC
GAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATAT
GGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
CGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC
CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGT
ACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTC
CGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACT

>ASP07 CONSENSO 538pb
TGTAACCAAATCTGTGCTGCTTTTTGGGGGGGGTTTATTCCTTCCCCCCAAAATAAGCTGGGGGCCAAGG
AATTCTTCTTTGCCAGATTTTGGGAGTCCGGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAA
ACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAAC
GACGACCATATGGCATTAAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTC
CAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCT
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TTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTT
GAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTT
TCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTG

>ASP08 CONSENSO 479pb
GGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGC
ATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGG
CGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATA
¢
GGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
C
GTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCC
TGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTA
CCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTT

>ASP09 CONSENSO 540pb
TAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACT
CCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAA
CCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACG
ACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTC
CAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCT
TTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTT
GAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTT
TCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAG

>ASP10_CONSENSO 547pb
TGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGA
ACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCA
AACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAA
CGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAAC
GCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATC
TTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTT
TTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP11_CONSENSO 549pb
TTGGTAACCAAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGG
AACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGC
AAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGA
TCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAA
CGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP12_CONSENSO_548pb
TGGTAACCAAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGG
AACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGG
CAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACG
AACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCG
A
TCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAA
CGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGA
TCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTC
GTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP13_CONSENSO_536pb
TGGTAACCCCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGG
AACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGC
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AAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGA
TCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAA
CGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAC

>ASP15 CONSENSO 497pb
TGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGA
ACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGC
AAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGA
A
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAAC
GCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCG
TTCGGCC

>ASP16_CONSENSO_498pb
TGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGA
ACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCA
AACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAA
CGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAAC
GCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATC
TTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGTGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TCGGCC

>ASP17 CONSENSO 539pb
TGGTAACCCCCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAG
GAACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGG
CAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACG
AACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCG
ATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAA
ACGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTG
ATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTC
GTTTTCGGCCAGTCCSGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTC

>ASP18_CONSENSO 535pb
AACCCCCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAA
CTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCA
AACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAA
CGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGAT
C
TCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACG
CTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATC
TTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTC

>ASP19 CONSENSO_534pb
GGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATRCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGCA
TGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCG
AGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATATG
GCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGC
GTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCC
TGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTA
CCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCC
GGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP20 CONSENSO_524pb
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CGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGC
ATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGC
GAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATAT
GGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
CGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC
CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGT
ACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTC
CGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTA

>ASP21 CONSENSO 523pb
CGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGC
ATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGC
GAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATAT
GGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
CGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC
CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGT
ACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTC
CGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACT

>ASP22_CONSENSO 535pb
CGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAGC
ATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGC
GAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATAT
GGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
CGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC
CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGT
ACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTC
CGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP23_CONSENSO 551pb
TTTGGTAACCAAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAG
GAACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGG
CAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACG
AACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCG
ATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAA
ACGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTG
ATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTC
GTTTTCGGCTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP24 CONSENSO_523pb
CGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCCTCAAAAG
CATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGG
CGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATA

TGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
CGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC

CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGT

ACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTC
CGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAC

>ASP26 CONSENSO 537pb
TTGGTAACCCCAAATTGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAG
GAACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGG
CAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACG
AACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCG
ATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAA
ACGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTG
ATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTC
GTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAA

>ASP28 CONSENSO_523pb
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TCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAAAAG
CATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGG
CGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATA
TGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAG
CGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC
CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGT
ACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTC
CGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAC

>ASP29 CONSENSO 550pb
TTGGTAACCAAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGG
AACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGC
AAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGA
TCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAA
CGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TTTCGGCCAGTCCGGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP30_CONSENSO_547pb
TGGTAACCAAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGG
AACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGC
AAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGA
TCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAA
CGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP31_CONSENSO_546pb
GTAACCAAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAA
CTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAA
ACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAAC
GACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCT
CCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGC
TTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTT
GAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGYTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTT
CGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

>ASP32 CONSENSO_ 535
GGTAACCAAAAACGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATAGCTTTGGACCAAGG
AACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGC
AAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGA
TCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAA
CGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGT
TTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAC

>ASP33_CONSENSO 541pb
GTAACCAAATTGGTGTTGCTTTGGGGTATGTCCCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAAC
TCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAA
CCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACG
ACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTC
CAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCT
TTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTG
AGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCAATCAGCTCTTCTTCGTCCCGCACAACTCTTTT
TTTGAGCCGGGTGGGGGGGGAACAGGGGAACACAGGGGTTATTCTCAT

>ASP34 CONSENSO_526pb
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CAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACTCCTCAA
AAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTC
TGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACC
ATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTG
GAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAA
CTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTG
GTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAG
TCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAT

>ASP35 CONSENSO 533pb
TAACCAAAACGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGAACT
CCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAA
CCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACG
ACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTC
CAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCT
TTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTG
AGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTC
GGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTC

>ASP36_CONSENSO_548pb
GGTAACCAAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGGACCAAGGA
ACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCA
AACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAA
CGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAAC
GCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATC
TTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTT
TTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACCTGAGGGTA

>ASP37_CONSENSO_540pb
TGGTAACCCAAAAACGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTCAATGCCTTCGAGTTAGTATGCTTTGAGACCAA
GGAACTCCTCAAAAGCATGATCTCGGATGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAG
GCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAAC
GAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCC
GATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAA
AACGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCAGACAAC
TTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTA

ASP: Aspergillus; pb: pares de bases.

Una vez comparadas en el BLAST las secuencias ASP-1, ASP-2, ASP-4, ASP-5, ASP-6,
ASP-10, ASP-17, ASP-19, ASP-20, ASP-21, ASP-22, ASP-23, ASP-24, ASP-28, ASP-35
dieron como resultado 100% en porcentaje de identidad (% Ident) con 4. flavus. Mientras
que, ASP-16 y ASP-33 dieron resultados de 98% y 97% de identidad con A. flavus,
respectivamente. Y, las cepas ASP-11, ASP-13, ASP-26, ASP-29, ASP-30, ASP-31, ASP-

32, ASP-34, ASP-36 y ASP-37 presentaron porcentajes de identidad mayores del 99% tanto
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con Aspergillus flavus y Aspergillus oryzae. Cabe mencionar que las cepas ASP-03, ASP-
07, ASP-08, ASP-09, ASP-12, ASP-15 y ASP-18, las cuales fueron previamente

secuenciadas, dieron porcentajes de identidad mayores al 95% con Aspergillus flavus.

Se sabe que A. flavus y A. oryzae son especies de Aspergillus seccion Flavi, importantes a
nivel industrial, de salud; asi como, en la biotecnologia y alimentos (Abastabar et al., 2022).
Una de las caracteristicas que va a diferenciar estos hongos es su crecimiento, ya que, A.
oryzae produce colonias color amarillo mostaza, mientras que 4. flavus de color verde olivo
en medio YES (extracto de levadura sacarosa) (Suleiman, 2023). Sin embargo, al ser especies
estrechamente relacionadas en la evolucion filogenética, con estos resultados queda
demostrado que es necesario llevar a cabo una correcta identificacion de A. flavus, a través
de un enfoque polifasico. Porque, este hongo puede llegar a confundirse con A. parasiticus y
A. oryzae. Pero, A. flavus es de relevancia mundial por ser el principal productor de aflatoxina
B1, sustancia clasificada en el grupo 1 como cancerigena, de acuerdo con la IARC. Mientras
que, A. oryzae generalmente es considerado como seguro por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos y la Organizacion Mundial de la Salud, ya que, la mayoria de las cepas

pertenecientes a esta especie no pueden producir aflatoxinas (Niu et al., 2023).

En un estudio realizado por (Nasri et al., 2015), reportan que, el PCR-RFLP del gen de la
beta tubulina es una herramienta economica con la cual se pueden diferenciar especies de A.

flavus, de una manera confiable y rapida.

Las 34 secuencias obtenidas de los aislamientos de A. flavus se depositaron en la base de
datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabla 7), y se utilizaron para realizar el
analisis filogenético mediante el Método de méaxima verosimilitud. Los resultados mostraron
un arbol en el que los aislamientos se agruparon en dos grupos. El Grupo I se subdividié en
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siete subgrupos y el Grupo II se subdividido en dos subgrupos. El grupo Ia incluyé los
aislamientos ASP-29, ASP-30, ASP-28, ASP26, ASP-24, ASP-23, ASP-22, ASP-21, ASP-
20, ASP-19, ASP-18, ASP-17 , ASP-16, ASP-15, ASP-13, ASP-12, ASP11, ASP-10, ASP-
09, ASP-08, ASP-06, ASP-05, ASP-04, ASP-01, ASP-02 , ASP-03, ASP-31, ASP-33, ASP-
32, ASP-34, ASP-35, ASP-36 y ASP-37, y se asociaron con las secuencias de referencia de
A. flavus (MG991316.1, MN148857.1, MN148875.1, MN148880.1, MN148881.1,
MN148839.1, MN148878.1, MN148876.1, MN148858.1, MT009229.1, MN148836.1,
KJ482654.1, JX51654.1 61.61MG.1 , con un bootstrap del 99 %. El grupo Ib incluyo las
cepas de referencia de A. aflatoxiformans (MT261362.1, MT261361.1 y MT261356.1) y A.
austwickii MG517712.1, MG517702.1 y MG517704.1), con un bootstrap de 91 %. El grupo
Ic agrupo el aislado ASP-07 y las secuencias de referencia de 4. arachidicola (KX621174.1),
A. novoparasiticus (KY924673.1), A. parasiticus var. globosus (EF203158.1), A. sojae
(KX943523.1, KX943522.1 y KX943520.1). El ID de grupo incluia la secuencia de
referencia de 4. mottae (MG517687.1). El grupo Ie incluia la secuencia de referencia de 4.
subflavus (MG517773.1). El grupo If incluy6 las secuencias de referencia de 4. caelatus
(MG517640.1, EF203127.1 y MG517738.1). El grupo Ig compuesto por las secuencias de
referencia de A. luteovirescens (MG517625.1), A. nomius (MG517657.1, MG517762.1) y A.
pseudonomius (MG517758.1 y MG517731.1). El grupo Ila incluia la secuencia de referencia
de A4. togoensis (FJ491477.1), con un bootstrap del 99% con el grupo IIb. Finalmente, el
grupo IIb incluy¢ las secuencias de referencia de A. lanosus (FJ491479.1 y MG517633.1),
A. alliaceus MG517790.1, MG517787.1 y MG517791.1) y A. neoalliaceus (MG517613.1,

MG517768 .1, MG517765.1 y MG517766.1) con un arranque del 99 % (Figura 27).
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La correcta identificacion de cepas de A4. flavus, a través de un enfoque polifasico es de suma
importancia, debido a la aparicion de especies cripticas, ya que estos estudios nos permiten

tener certeza de las especies implicadas.

Tabla 7. Numero de acceso de Genbank de los aislamientos incluidos en este estudio.

Isolate Key GenBank Access Number
ASP-01 Seql 0Q560583
ASP-02 Seq2 00Q560584
ASP-03 Seq3 0Q560585
ASP-04 Seq4 0Q560586
ASP-05 Seq5 0Q560587
ASP-06 Seq6 00560588
ASP-07 Seq7 0Q560589
ASP-08 Seq8 00560590
ASP-09 Seq9 00560591
ASP-10 Seq10 0Q560592
ASP-11 Seql1 0Q560593
ASP-12 Seq12 00Q560594
ASP-13 Seql3 0Q560595
ASP-15 Seql4 0Q560596
ASP-16 Seq15 0Q560597
ASP-17 Seq16 00Q560598
ASP-18 Seql7 0Q560599
ASP-19 Seq18 0Q560600
ASP-20 Seq19 0Q560601
ASP-21 Seq20 0Q560602
ASP-22 Seq21 0Q560603
ASP-23 Seq22 0Q560604
ASP-24 Seq23 00560605
ASP-26 Seq24 0Q560606
ASP-28 Seq25 0Q560607
ASP-29 Seq26 00560608
ASP-30 Seq27 0Q560609
ASP-31 Seq28 0Q560610
ASP-32 Seq29 0Q560611
ASP-33 Seq30 0Q560612
ASP-34 Seq31 0Q560613
ASP-35 Seq32 0Q560614
ASP-36 Seq33 0Q560615
ASP-37 Seq34 0Q560616
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Figura 27. Analisis filogenético mediante el método de Méaxima Verosimilitud de secuencias

amplificadas con el gen benA. La significacion de los nodos de los grupos formados se

determino6 con 1000 repeticiones (bootstrap).

El maiz y sus derivados son susceptibles a la contaminacidon por micotoxinas producidas por

Aspergillus spp, 1o que puede tener importantes repercusiones econdémicas; por la pérdida de
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cultivos o dafos a la salud humana por la ingestion de productos derivados del maiz
contaminado. En México es comun que los pequenios productores de maiz mantengan sus
cultivos en condiciones no ideales para evitar la contaminacion por hongos. Entre otras
causas, como la precariedad econdmica, el riesgo de contaminacion esté latente. Asimismo,
la identificacion de los agentes causales representa un desafio. Ya que la aparicion de
especies cripticas hace necesario recurrir a métodos de identificacion efectivos que permitan
tener certeza de las especies involucradas. Este estudio evidencié la incidencia y
toxigenicidad de aislados identificados como A. flavus, obtenidos de granos de maiz

almacenados y muestras de suelo de comunidades agricolas de Puebla y Tlaxcala, México.

Ademas, con este estudio se evidencia el riesgo latente de no garantizar alimentos seguros.
Incluso, la precariedad en el almacenamiento del maiz puede conllevar a la contaminacion
de este grano y productos alimenticios derivados de este, debido a cepas de Aspergillus
flavus. Es importante mencionar que, la presencia de estos hongos en un cereal de alto
consumo en nuestro pais y a nivel mundial, puede conllevar a la produccion de aflatoxinas,

lo que pone en riesgo latente tanto la salud de las personas como la de los animales.

Incluso, las caracteristicas socioambientales de los sitios analizados (Tabla 5) muestran que
los sitios muestreados en los estados de Tlaxcala y Puebla comparten el mismo clima.
Asimismo, los rangos de temperatura y precipitacion no son tan diferentes, ademas; estan
cerca de las zonas urbanas. Es fundamental sefialar que la altitud juega un papel importante;
porque puede favorecer la presencia y distribucion de hongos aflatoxigénicos, ya que la
altitud esta intimamente relacionada con la humedad. La atmoésfera se vuelve mas seca, la
concentracion de oxigeno en el aire es menor y la humedad se evapora rdpidamente (Tejeda

et al., 2018).
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Este tipo de estudio también se ha informado en otras partes del mundo. Rashid et al. (2019)
documentaron la incidencia y toxigenicidad de aislamientos de Aspergillus seccion Flavi en
granos de maiz en la provincia de Guangxi, China. Se encontraron cuatro especies de la
seccion Flavi incluyendo A. flavus, A. arachidicola, A. pseudonomius y A. novoparasiticus

con diversos perfiles toxigénicos, siendo A4. flavus la mas aislada.

En otro estudio realizado por Barontini et al. (2022), reportaron la incidencia de Aspergillus
flavus en el 35% de las muestras de maiz hibrido analizadas. En Mé¢éxico los estudios
realizados para la identificacion de Aspergillus flavus, frecuentemente son estudios que no

consideran un analisis polifasico para la identificacion de Aspergillus flavus.

Ademads, Nargesi et al. (2022), realizaron la identificacion molecular de 213 aislamientos
clinicos de Aspergillus pertenecientes a las secciones Flavi y Nigri. En este estudio también
usan el gen BenA, los aislamientos mas comunes en las secciones Flavi y Nigri fueron A.

Sflavus (110/113, 97,3 %) y A. tubingensis (49/100, 49,0 %), respectivamente.

9.4 Obtencion del extracto Rhododendron spp. por cromatografia de gases
acoplado a espectrometro de masas (GC/MS)
Se realiz6 la cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas (GC/MS) de los
extractos obtenidos de la planta de azalea: flores, hojas y tallos. El extracto obtenido de flores
con menos tiempo de secado (5 dias) mostré un cromatograma que se observa en la figura
28, asimismo los compuestos encontrados se enlistan en la Tabla 8. En la figura 29 se
muestra el cromatograma del extracto obtenido de la flor con mayor tiempo de secado (7

dias), asi también, en la Tabla 9 se muestran los compuestos identificados en este extracto.
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Para el extracto obtenido del tallo, se obtuvo el cromatograma de la figura 30, y los
compuestos identificados se enlistan en la Tabla 10. Finalmente, el extracto obtenido de hojas
dio como resultado el cromatograma de la figura 331, y los compuestos encontrados se

muestran en la Tabla 11.

Figura 28. Cromatograma obtenido del extracto etandlico obtenido de las flores de

Rhododendron spp. con 5 dias de secado.

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 8. Compuestos identificados en el extracto etandlico obtenido de las flores de

Rhododendron spp
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Compuesto Compuesto reportado  Efecto reportado Fuente Concen
tracion
Y%
Butanoic acid, 3- Butanoic acid, 3-amino- Efecto hidrofébico y Smirnov & 7.78
amino-2-methyl-  2-methyl- de solvatacion en los Badelin, 2009
alcoholes acuosos
Phenethylamine, = P-Methylamphetamine = Agonistas indirectos Fan et al., 7.34
p de la dopamina 2021
Benzyl alcohol, a- Metaraminol Vasopresor Sardaneh et 6.65
(1-aminoethyl)- al., 2021
m-hydroxy-, (-)-
dl-Phenylephrine  (£)-3-hydroxy-alpha- Tratamiento para la Day et al, 5.13
[(methylamino)methyl]  hipotension 2014
benzyl alcohol
Propanamide Propionamide Antimicrobiano Qiu et al, 16.69
2018
Benzeneethanami N- Precursor de Keller, 1980 5.02
ne, N-methyl- Methylphenethylamine  alcaloides
Phenylephrine Phenylephrine Vasoconstrictor Palanisamy et 13.87
periférico al., 2022
Amphetamine D/L-Amphetamine Potente  estimulante (Rao et al, 7.79
hydrochloride central 2018)
2-Amino-1-(o- 2-(2-aminopropyl) Antioxidante, Rao et al, 3.02
hydroxyphenyl)pr phenol antimicrobiano 2018
opane
Phenethylamine,  4-Methylamphetamine  Estimulante (Power et al.,, 3.91
p,.alpha.- anfetaminico 2013)
dimethyl
Benzyl ND ND ND 8.79
alcohol, .alpha.-
(1-aminoethyl)-
m-hydroxy-, (-)-
Cyclobutanol Cyclobutanol Termodindmicamente Yan et al, 3.98
activos, contribuyen 2022
en la sintesis verde y
sostenible
Benzeneethanami f-benzeneethanamines  Antiinflamatorio Wilkerson et 6.72
ne, 3-ethoxy-o- al., 1993
methyl-
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Acetamide, 2- 2-Cyanoacetamide Antioxidante Krishnan et 0.61

cyano- al., 2020
Phenethylamine, = Methoxyamphetamine  Sustancia alucinégena Martin-Lopez 2.68
p- etal., 2018

methoxy-.alpha.-
methyl-, (.+/-.)-

Figura 29. Cromatograma del extracto etanolico obtenido a partir de las de flores de

Rhododendron spp con 7 dias de secado.

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 9. Compuestos identificados en el extracto etandlico obtenido a partir de la flor de

Rhododendron spp con 7 dias de secado
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Concentrac

Compuesto Compuesto reportado Efecto Fuente ion %
reportado
3.19
Amphetamine Amphetamine Psicoestimul  (Guillory et
ante al., 2022)
4.37
Phenethylamine, P-Methylamphetamine  Agonistas (Fan et al.,
p,.alpha.-dimethyl indirectos de 2021)
la dopamina
3.55
Butanoic acid, 3- Butanoic acid Antimicrobia (Hanifa,
amino-2-methyl- no Sirajuddin,
Kubicki, &
Tiekink,
2022)
3.16
n- N-Methylhexylamine Sintesis de (David &
Hexylmethylamine complejos Brodbelt,
2003)
2.12
dI-Phenylephrine (+)-3-hydroxy-alpha- Tratamiento  (Day et al.,
[(methylamino)methyl] para la 2014)
benzyl alcohol hipotension
2.83
2-Heptanamine, 5- 5-Methyl-2- ND ND
methyl- heptanamine
2.26
4-Fluorohistamine  1H-Imidazole-4- Sustancia (Cao et al,
ethanamine, 5-fluoro- toxica 2022)
3.49
Phenethylamine, 4-Methylamphetamine ~ Estimulante =~ (Power et
p,.alpha.-dimethyl anfetaminico  al, 2013)
341
Amphetamine-3- 1-(3- Compuesto (Layek et
methyl methylphenyl)propan-  organico al., 2020)
2-amine volatil
1.01
Ala-gly, Alanylglycine ND (National
trimethylsilyl ester Center for
Biotechnol
ogy
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Informatio

n, 2022c)
0.76
Benzenemethanol, DL-Alpha- Cataliticame  (National
.alpha.- (methylaminomethyl)be nte muy Center for
[(methylamino)met nzyl alcohol activos en la Biotechnol
hyl]- adicion  de ogy
radicales Informatio
libres n, 2022c¢)
2.04
Benzeneethanamin N- Precursor de (Keller,
e, N-methyl- Methylphenethylamine  alcaloides 1980)
7.20
Phenethylamine, p- Methoxyamphetamine  Sustancia (Martin-
methoxy-.alpha.- alucinébgena  Lopez et
al,, 2018)
5.84
1,3,3,5- 1,3,3,5- ND
Pentanetetracarbox Pentanetetracarboxylica
ylic acid, tetraethyl cid, 1,3,3,5-tetraethyl
ester ester
5.45
Hydroxyurea Hydroxyurea Anticancerig  (Li & Zhao,
eno, 2021)
mutagénico
de hongos
7.18
Nonadecylamine I-Aminononadecane Inhibidor de (Kusch,
la corrosion ~ Knupp,
Hergarten,
Kozupa, &
Majchrzak,
2007)
1.44
1,3,3,5- 1,3,3,5- ND
Pentanetetracarbox Pentanetetracarboxylica
ylic acid, tetraethyl cid, 1,3,3,5-tetraethyl
ester ester
19.50
Ethanamine, 2- 2-Phenoxyethylamine Antimicrobia (Guluma,
phenoxy- no G, Teju, &
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Dekebo,

2020)

9.18
Acetamide, 2- Fluoroacetamide Rodenticidae (Chemical
fluoro- insecticida Book,

2017a)

2.08
Ethanone, 1-(4- 1-(pyridin-4- Escinden el (Andreou
pyridinyl)-, oxime  yl)ethanone oxime DNA et al., 2016)

1.32
1,3,3,5- 1,3,3,5- ND
Pentanetetracarbox  Pentanetetracarboxylic
ylic acid, tetraethyl acid, tetraethyl ester
ester

3.88
Cystine L-Cystine Antioxidante  (Chemical

Book,
2017b)

1.78
Cyclotrisiloxane, 1,3,5-Trimethyl-1,3,5- Ayuda en la (Chang,
2,4,6-trimethyl- triphenylcyclotrisiloxan isomerizaci6 Leung, &
2,4,6-triphenyl- e n catalitica Yang, 2004)

2.96
2-Amino-1-(o- 2-(2-aminopropyl) Antioxidante, (Rao et al,
hydroxyphenyl)pro phenol antimicrobia  2018)
pane no
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Figura 30. Cromatograma del extracto etanolico obtenido a partir de tallo de Rhododendron

spp.

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 10. Compuestos identificados en el extracto etandlico del tallo de Rhododendron spp

Compuesto Compuesto Efecto Fuente Concentra
reportado reportado cion %
Benzenemethanol, Phenylpropanolamine Descongestiona Chemical  0.05
.alpha.-(1- nte nasal, Book,
aminoethyl)-, 2017
(R*,S*)-(.4/-.)-
Phenethylamine, P- Agonistas Fan et al.,, 0.04

p,.alpha.-dimethyl =~ Methylamphetamine  indirectos de la 2021
dopamina
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Phenethylamine, p- Methoxyamphetamin  Sustancia Martin- 0.20
methoxy-.alpha.- e alucindgena Loépez et
methyl-, (.4/-.)- al., 2018
Butanoic acid, 3- Butanoic acid, 3- Efecto Smirnov & (.04
amino-2-methyl- amino-2-methyl- hidrofobico y de Badelin,
solvatacion en 2009
los  alcoholes
acuosos
2-Amino-1-(o- 2-(2-aminopropyl) Antioxidante, Rao et al,, 0.07
hydroxyphenyl)pro phenol antimicrobiano 2018
pane
1-Methyl-2- 1-Methyl-2- Antibacteriana ~ Guluma et 0.21
phenoxyethylamine phenoxyethylamine y antifiingica al., 2020
Pregn-5-en-3-ol, (20S)-20- ND 0.07
20-amino-, Aminopregn-5-en-3[3-
(3.beta.,20S)- ol
2-Amino-1-(o- N- Actividad Thevis et 0.05
methoxyphenyl)pro desmethylmethoxyph broncodilatador al., 2010
pane enamine a
Benzeneethanamin N- Precursor de Keller, 0.08
e, N-methyl- Methylphenethylamin alcaloides 1980
e
Cyclobutanol Cyclobutanol Termodinamica Yan et al., 0.04
mente activos, 2022
contribuyen en
la sintesis verde
y sostenible
Phenethylamine, p- Methoxyamphetamin  Sustancia Martin- 0.01
methoxy-.alpha.- e alucinogena Lopez et
methyl-, (.+/-.)- al., 2018
Acetamide, 2- 2-Cyanoacetamide Antioxidante Krishnan  0.14
cyano- etal., 2020
Ethanone, 1-(4- 1-(pyridin-4- Escinden el Andreou  0.06
pyridinyl)-, oxime  yl)ethanone oxime DNA etal.,2016
1,3,3,5- 1,3,3,5- ND 0.10
Pentanetetracarbox Pentanetetracarboxyli
ylic acid, tetraethyl cacid, 1,3,3,5-
ester tetraethyl ester
Acetamide, 2- 2-Cyanoacetamide Antioxidante Krishnan  0.23
cyano- etal., 2020
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Nonadecylamine I-Aminononadecane  Inhibidor de la Kusch et 0.18
corrosion al., 2007
Hydroxyurea Hydroxyurea Anticancerigen  (Li & Zhao, 0.13
0o, mutagénico 2021)
de hongos
Cyclotrisiloxane, 1,3,5-Trimethyl- Ayuda en la National 0.11
2,4,6-trimethyl- 1,3,5- 1somerizacion Center for
2,4,6-triphenyl- triphenylcyclotrisilox — catalitica Biotechno
ane logy
Informatio
n, 2023b
Cyclotrisiloxane, 1,3,5-Trimethyl- Ayuda en la National 0.41
2,4,6-trimethyl- 1,3,5- isomerizacion Center for
2,4,6-triphenyl- triphenylcyclotrisilox  catalitica Biotechno
ane logy
Informatio
n, 2023b
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Figura 31. Cromatograma del extracto etanolico obtenido de hojas de Rhododendron spp.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 11. Compuestos identificados en el extracto etanolico de hojas de Rhododendron spp

Concentrac
Compuesto Compuesto reportado Efecto Fuente i6on %
reportado
2.40
Hydrogen chloride Hydrochloric acid Desinfectant  (National
e, Center for
sanitizante, Biotechnol
virucida, ogy
fungicida y Informatio
microbicida  n, 2022b)
2.16
1,2-Benzenediol, N-2-(3,4- ND
4-[2- dihydroxyphenyl)
(methylamino) ethylmethylamine
ethyl]-
2.40
Phenethylamine, P-Methylamphetamine = Agonistas Fan et al.,
p,.alpha.-dimethyl indirectos de 2021
la dopamina
8.30
1,4-Eicosadiene 1,4-Eicosadiene ND
5.87
2-Amino-1-(o- 2-(2-aminopropyl) Antioxidante Rao et al.,
hydroxyphenyl)pro phenol , 2018
pane antimicrobia
no
5.93
Phenethylamine, p- Methoxyamphetamine  Sustancia Martin-
methoxy-.alpha.- alucinogena  Lopez et
methyl-, (.+/-.)- al., 2018
2.29
Actinobolin Actinobolin Antibidtico  National
Center for
Biotechnol
ogy
Informatio
n, 2022
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1.87

Benzeneethanamin  Benzenemethanol, 2- ND
e, 2-fluoro-.beta.,5- fluoro-5-hydroxy-a-
dihydroxy-N- [(methylamino)methyl]
methyl- -

2.55
Amphetamine-3- 1-(3- Compuesto  Layek et
methyl methylphenyl)propan-  orgéanico al., 2020

2-amine volatil

1.73
Benzenemethanol, Phenylephrine Vasoconstric Palanisamy
3-hydroxy-.alpha- tor periférico et al., 2022
[(methylamino)me
thyl]-, (R)-

0.78
2-Amino-1-(o- N- Actividad Thevis et
methoxyphenyl)pr  desmethylmethoxyphe broncodilata al., 2010
opane namine dora

2.99
Ethanone, 1-(4- 1-(pyridin-4- Escinden el Andreou et
pyridinyl)-, oxime  yl)ethanone oxime DNA al., 2016

1.00
Cefaclor Cefaclor Antibiotico ~ Chemical

Book, 2022

45.11
14- Hydroxycodeine Analgésico,  National
Hydroxycodeine antitusigeno  Center for

y antagonista Biotechnol
de ogy
estupefacient Informatio
es. n, 2023c¢

11.17
Cyclotrisiloxane, 1,3,5-Trimethyl-1,3,5- Ayuda en la (National
2,4,6-trimethyl- triphenylcyclotrisiloxa  isomerizaci6 Center for
2,4,6-triphenyl- ne n catalitica Biotechnol

ogy
Informatio
n, 2023b)
3.46

7-Chloro-5-(2-
chlorophenyl)-3-
hydroxy-1,3-

7-Chloro-5-(2-
chlorophenyl)-3-
hydroxy-1,3-dihydro-

ND
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dihydro-1,4-
benzodiazepin-2-
one;acetate

1,4-benzodiazepin-2-

one;acetate

A partir de los resultados obtenidos en los cromatogramas se realizo la siguiente Tabla (Tabla

12), la cual enlista los principales componentes antimicrobianos reportados en el extracto de

Rhododendron spp, asi como, las concentraciones encontradas en cada una de las muestras

analizadas.

Tabla 12. Principales componentes antimicrobianos en el extracto etandlico de

Rhododendron spp

Compuesto Compuesto Efecto Fuente Concentraci Extrac
reportado reportado on % to
Propanamide Propionamide Antimicrobia Qiu et al., 16.69 Flor I
no 2018; Wu et
al., 2018
2-Amino-1-(o- 2-(2- Antioxidante Rao et al.,, 3.02 Flor I
hydroxyphenyl)pro  aminopropyl) , 2018
pane phenol antimicrobia
no
Ethanamine, 2- 2- Antimicrobia Guluma et 19.50 Flor II
phenoxy- Phenoxyethylam no al., 2020
ine
2-Amino-1-(o- 2-(2- Antioxidante Rao et al., 2.96 Flor II
hydroxyphenyl)pro  aminopropyl) , 2018
pane phenol antimicrobia

no
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Hydroxyurea Hydroxyurea Cancerigeno, (Li & Zhao, 5.45 Flor II
mutante de 2021)
hongos
1-Methyl-2- 1-Methyl-2- Antibacteria  Guluma et 0.21 Tallo
phenoxyethylamine phenoxyethylam na y al., 2020
ine antifungica
2-Amino-1-(o- 2-(2- Antioxidante Rao et al., 0.07 Tallo
hydroxyphenyl)pro  aminopropyl) , 2018
pane phenol antimicrobia
no
Hydroxyurea Hydroxyurea Cancerigeno, (Li & Zhao, 0.13 Tallo
mutante de 2021)
hongos
Hydrogen chloride = Hydrochloric Desinfectant ~ National 2.40 Hoja
acid e, Center for
sanitizante, Biotechnolo
virucida, gy
fungicida y Information
microbicida , 2022b
2-Amino-1-(o- 2-(2- Antioxidante Rao et al.,, 5.87 Hoja
hydroxyphenyl)pro  aminopropyl) , 2018
pane phenol antimicrobia
no

Flor I: 5 dias de secado; Flor II: 7 dias de secado

A partir de los resultados anteriores se realizd una matriz de correlacion (figura 32) usando
el software R-comander (version R-4.3.1), que mostré una correlacion positiva entre el
compuesto 2-(2-aminopropyl) phenol y el Hydrochloric acid, ambos compuestos presentes en las

muestras de hojas.
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El compuesto 2-(2-aminopropyl) phenol, se encontro en los cuatro tipos de muestra analizadas, sin
embargo, ¢l tallo es que presentd un menor porcentaje de concentracion el cual solo fue del 0.07%.
De acuerdo con Santra & Banerjee (2022), este al igual que otros compuestos obtenidos de agentes
naturales cumplen funciones antimicrobianas, antioxidantes y anticancerigenas. Por lo que, su uso es
ampliamente utilizado en campos como la agricultura, la industria farmacéutica y en los principales

sectores biotecnologicos.

> cor (Bntifingico[,c("Hydrochloric.acid....", "Hydroxyurea"”, "Propionamide....","X1.Methyl.2.phenoxyethylamine....",
+ "¥2..2.aminopropyl..phenol....","%2.Phenoxyethylamine....")], use="complete")
Hydrochloric.acid.... Hydroxyurea Propionamide.... X1.Methyl.2.phenoxvethylamine....
Hydrochloric.acid.... 1.0000000 -0.34393137 -0.33333333 -0.3333333
Hydroxyurea -0.3439314 1.00000000 -0.343%83137 -0.3118804
Fropionamide.... -0.3333333 -0.34393137 1.00000000 -0.3333333
X1.Methyl.Z2.phenoxyethylamine. ... —0.3333333 -0.31188042 —-0.33333333 1.0000000
X2..Z2.aminopropyl. .phenol.... 0.8136279|-0.02536782 0.0112612% -0.8192585
X2 .FPhenoxyethylamine. ... -0.3333333 0.93974315 —-0.33333333 -0.3333333
X2..2.aminopropyl..phenol.... X2.Phenoxyethylamine....
Hydrochloric.acid. ... -0.333333333
Hydroxyurea -0.025367825 0.859743151
Propionamide.... 0.011281285 —0.333333333
[¥1.Methyl.2.phenoxyethylamine. ... -0.819258510 —0.333333333
[¥2..2. aminopropyl. .phenol.... 1.000000000 —-0.005630643
¥2.Phenoxyethylamine. ... -0.005630643 1.000000000

Figura 32. Matriz de correlacion entre los compuestos analizados de los cromatogramas de

las muestras usando del software R-4.3.1

9.5 Evaluacion antifungica del extracto Rhododendron spp
Ahora bien, en la siguiente Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos de las
concentraciones bajo las cuales se evaluo el efecto antifungico de los diferentes extractos a

diferentes concentraciones 100, 500, 1000 y 1500 ppm.

Tabla 13. Efecto antifungico de Rhododendron spp sobre Aspergillus flavus
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Extractos (halos de inhibicion cm)

Concentraciones
ppm Flor I Flor IT Hoja Tallo
100 NP NP NP NP
500 NP NP NP NP
1000 NP NP 1.5 NP
1500 2.0 1.4 2.3 NP

Flor I: 5 dias de secado; Flor II: 7 dias de secado; NP: No presento

A partir de los halos de inhibicidon reportados y los compuestos analizados en los
cromatogramas de las diferentes muestras, se obtuvo la siguiente matriz de correlacion

(figura 33) usando el coeficiente de Pearson mediante el software R-4.3.1.

+ rea”™, "Propi 2", "Xl Methyl. 2. phenoxyethy
henoxyethylamine....")], use="complete™)

Halo.de.inhibicidn..cm..1500.ppm Halo.de.inhibicidn..cm...1000.ppm
Halo.de.inhibicidn..cm..1500.ppm 1.00000000 0.57131%81
Halo.de.inhibicidén..cm...l000.ppm 0.57131812 1.0000000
Hydrochloric.acid.... 1.0000000
Hydroxyurea -0.038815%98 -0.3439314
Propionamide.... 0.37543828 -0.3333333
X1.Methyl.2.phenoxvethylamine.... —-0.93043400 —-0.3333333
X2..Z.aminopropyvl..phenol....
X2 .Phenoxvethvlamine. ... —0.01632340 —0.3333333

Figura 33. Matriz de correlacion de los halos de inhibicion bajo las concentraciones 1,000 y

1,500 ppm y los compuestos con mayores concentraciones obtenidos en los cromatogramas
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Como se puede observar en la Tabla 13, el tiempo de secado, asi como, el tipo de muestra 'y
la concentracion del extracto determinan el efecto antifngico de una planta, en este caso
particular de Rhododendron spp.. En la tabla anterior podemos ver que la flor con menos
tiempo de secado (5 dias) obtuvo un mayor efecto antifingico, en comparacion con el
extracto de la flor con mayor tiempo de secado (7 dias). El tiempo de secado juega un rol
importante en la conservacion o degradacion de las propiedades antimicrobianas de una
planta. Ademas, a 1,500 ppm hay una mayor actividad antifingica del extracto obtenido de
la hoja, en comparacion con el mismo extracto a una concentracion de 1,000 ppm. También,
podemos observar en la Tabla 13, que a las concentraciones de 100 y 500 ppm ningun
extracto presento alguna actividad antifingica. Aunado a lo anterior, en la matriz de
correlacion se puede observar que existe una correlacion positiva (0.9236) entre 2-(2-

aminopropyl) phenol y los halos de inhibicion formados a las concentraciones 1,500 ppm de los

diferentes extractos.

La actividad antifungica del extracto de la hoja a 1,500 ppm, podria estar relacionada a la
cantidad de 2-(2-aminopropyl) phenol (5.87%), ya que, todas las muestras presentaron este
compuesto, sin embargo, la concentracion en las otras muestras fue menor. Pero, a pesar de
que las muestras presentaron una menor concentracion si hubo actividad antifingica. Por esto
se realizé el test de correlacion entre el 2-(2-aminopropyl) phenol y el halo de inhibicion del
extracto de la hoja a 1,500 ppm, a través del software R-4.3.1, obteniendo los siguientes

resultados (figura 34).
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Pearson's product-moment correlation

data: Halo.de.inhibicidn..cm..1l500.ppm and X2..2.aminopropyl..phenol....
t = 3.4064, df = 2, p-value = 0.07643
alternative hypothesis: true correlation is not egqual to 0O
95 percent confidence interwval:
-0.3338732 0.9984244
sample estimates:
CoOr
0.,59235702

Imagen 34. Resultados test de correlacion entre el 2-(2-aminopropyl) phenol y el halo de

inhibicion del extracto de la hoja a 1,500 ppm

La importancia de los compuestos fenolicos en las hojas es de gran importancia, ya que,
existen reportes de una buena actividad antimicrobiana sobre 4. flavus (Borjan et al., 2020).
En un estudio realizado por Lyu et al. (2020), se determind que en el extracto de Hibiscus
acetosella obtenido de hojas el compuesto fenolico mas abundante fue el acido cafeico con
niveles de 4cido cafeico entre 14.95 y 42.93 mg/100 g. Los extractos fendlicos de H.
acetosella mostraron una actividad antibacteriana con halos de inhibicion entre 12 y 13 mm

sobre Staphylococcus aureus, y de 10.67 y 13.33 mm sobre Pseudomona aeruginosa.

Asi también, en un estudio realizado por (Giordani et al., 2020), se evalu6 la actividad
antifingica de extractos obtenidos de 14 plantas en Mongolia, obteniendo como resultado
que, el extracto metandlico de S. scordifolia L., obtenido a temperatura ambiente, mostré la
mejor actividad contra Candida spp., Malassezia furfur y dermatofitos con valores de 22

png/mL, 64 pg/mL y 32 pg/mL, respectivamente.
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Estos resultados coinciden con lo reportado en el presente trabajo de investigacion, ya que la
actividad antifungica evaluada, se atribuye a los compuestos fendlicos encontrados en los
diferentes extractos evaluados. Sin embargo, la concentracion de estos compuestos es
importante para inhibir el crecimiento de hongos y en el caso particular de este estudio sobre
A. flavus. Ya que, este hongo es importante a nivel econdmico, agricola, sanitario y de salud
publica, es que existen estudios encaminados a inhibir el crecimiento de este hongo, e
indirectamente disminuir o eliminar la produccion de sus aflatoxinas. Esto a través de

métodos amigables con el medio ambiente como lo es el uso de extractos de plantas.

Es por ello por lo que Di Ciaccio et al. (2020), utilizardn el extracto de Peltophorum dubium
para medir su actividad antifingica sobre A.s flavus. Ellos reportan que los extractos
exhibieron una concentracion inhibitoria minima de 125 pg/mL, y las diferencias entre los
tratamientos y el control de indculo fueron de 11 mm de P. dubium A'y 10 mm de P. dubium
F en crecimiento de colonia. Asi también Abdelghany et al. (2020), reportan la inhibicidn de
A. flavus usando el extracto metanolico del tallo de Juniperus procera, en concentraciones
de 30, 60 y 90 mg/mL donde la inhibicion llegd a 50.86, 51.60 y 52.58 %, respectivamente.
Boudjaber et al. (2023), también evaluaron la actividad antifingica de extractos fendlicos
obtenidos de Chamaerops humilis. Ellos reportan una concentracion minima inhibitoria de

los extractos frente a la cepa toxigénica de A. flavus que oscil6 entre 3 mg/ml y 3.50 mg/ml.

Por lo tanto, los compuestos fenolicos son una alternativa eficaz que puede inhibir el
crecimiento de Aspergillus flavus y de manera indirecta disminuir o eliminar la produccion
de aflatoxinas. Aunque, cabe mencionar que no todas las cepas de A. flavus producen

aflatoxinas, y aunque se elimine el hongo las aflatoxinas pueden persistir.
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10 CONCLUSIONES

Como se puede observar en el analisis de redes del presente trabajo de investigacion, el tema
de las micotoxinas es un tema multidisciplinario, el cual involucra diversas areas. Dentro de
las micotoxinas mas estudiadas estan las aflatoxinas, metabolitos secundarios toxicos
producidos principalmente por cepas de Aspergillus flavus. Ademas, estos metabolitos
afectan areas importantes a nivel mundial como la biotecnologia de alimentos y agricultura,
ya que, la contaminacion por estos metabolitos en alimentos puede comprometer la salud

humana y animal.

Este tema de investigacion es de relevancia y prioridad a nivel mundial, ya que, cepas de
Aspergillus flavus pueden llegar a producir Aflatoxina B1, la sustancia més toxica producida
de manera natural. Ademads, este hongo y su metabolito contaminan una gran variedad de
cultivos agricolas y productos derivados de estos. En este trabajo de investigacion se
evidencio la contaminacion por Aspergillus flavus en muestras de maiz, que es un cultivo de
suma importancia a nivel mundial por su produccion. Asi también, se evidencio la presencia
de este hongo en suelo agricola siendo su principal reservorio, lo que influye en la

contaminacion de diversos cultivos agricolas tal es el caso del cultivo de maiz.

Aunado a lo anterior, se concluye que es importante llevar a cabo la identificacion de
Aspergillus flavus a través de un enfoque polifasico, debido a la aparicién de especies
cripticas. Tal es el caso de 4. oryzae, ambas especies estan estrechamente relacionadas en la
evolucion filogenética, pero Aspergillus flavus es de mayor relevancia e importancia porque
puede llegar a producir aflatoxinas. Mientras que, 4. oryzae es considerado un hongo seguro

por la Administracion de Alimentos y Medicamentos y la Organizacion Mundial de la Salud.
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Esta correcta identificacion de Aspergillus flavus considero la identificacion fenotipica, uso
del medio diferencial AFPA y la amplificacion del gen usando el gen beta-tubulina. Este gen
demostré ser un gen confiable para la diferenciacion de Aspergillus flavus con otras cepas de
Aspergillus, confirmado los resultados obtenidos en las fases anterior a la caracterizacion de

las cepas obtenidas.

También se reporta que el extracto de Rhododendron spp obtenido de las hojas present6 una
mayor actividad antifingica, esto es atribuible a la cantidad de compuestos fendlicos que
presentd. Incluso el tiempo de secado juega un papel importante en la conservacion de las

propiedades de la planta las cuales le atribuyen su actividad antimicrobiana.

En conclusion, la multidisciplinariedad del presente trabajo de investigacion permitio llevar
a cabo la correcta identificacion de Aspergillus flavus y contribuir con una propuesta para el
control de este hongo aflatoxigénico. La cual, es una propuesta amigable con el medio
ambiente y puede contribuir de manera sustentable al control de Aspergillus flavus, para
disminuir la contaminacion de este en diversos cultivos agricolas, asi como en cereales y

productos derivados de estos.
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11 PERSPECTIVAS

Determinar si las cepas de Aspergillus flavus obtenidas en este trabajo de

investigacion producen aflatoxinas, in vitro.

e Evaluar a través de un analisis molecular si las cepas obtenidas de Aspergillus flavus
cuentan con algiin gen productor de aflatoxinas.

e Realizar un estudio con el cual se proponga un sistema de liberacion controlado, in
vivo, a partir del extracto de Rhododendron spp obtenido de hojas.

e Realizar un andlisis del costo-beneficio de implementar ese método de control

antifungico.
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