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RESUMEN

Se analizd la presencia de hongos toxigénicos durante dos ciclos agroecologicos
consecutivos muestreados bajo lineamientos normativos mexicanos (técnica “M”) en
unidades de produccion lechera (UPL) del estado de Aguascalientes, Méx. EI procesamiento
de las muestras se realizé en el Laboratorio de Investigacion de la Posta Zootécnica del
Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, México.
Se analizaron 40 muestras en total, 10 tomadas en octubre 2021 de suelo agricola, 10 en enero
2021 de ensilaje de maiz, 20 restantes en marzo 2022 también de ensilaje almacenado (tres
meses). Para conocer la concentracion de aflatoxinas y otras micotoxinas, se cuantificaron
con competitivo directo, su siembra e incubacion se hizo en Agar Rosa de Bengala con
técnica vaciado en placa por diluciones, se hizo conteo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/g) concluyendo con la identificacion taxondémica y morfologica de las colonias
fangicas donde el 100% de las muestras de los ciclos presentaron crecimiento fangico, las
muestra de suelo agricola a finales del 2021 presentaron un total de 134 colonias fungicas de
diferentes géneros, los cuales fueron: Penicillium (58.2%), Aspergillus (35.1%),
Trichoderma (3.7%), Rhizopus (2.2%) y Mucor (0.7%), las muestras de suelo agricola a
inicio de ciclo 2022 tuvieron un total de 182 colonias; Penicillium (66.5%), Aspergillus
(18.7%), Eurotium (7.7%), Rhizopus (3.3%), Cladosporium (2.7%) y Trichoderma (1.1%).
El 50% de muestras de ensilaje de maiz del ciclo 2021 y primer mes del 2022 presentaron
un; 50% (Penicillium), 25% (Fusarium), 12.5% (Aspergillus) y 12.5% (Rhizopus) y las
muestras de ensilaje del mismo periodo con almacén de 3 meses registraron crecimiento en
el 80% de ellas, correspondiendo a; 81.8% (Aspergillus), 6.8% (Penicillium), 4.5%
(Rhizopus), 4.5% (Candida) y 2.3% (Mucor). Por chi cuadrada se demostr6 diferencia
significativa con la frecuencia de géneros fangicos con relacion al tiempo de almacenamiento
y otros factores ambientales.

Palabras clave: micotoxinas, suelo agricola, ensilaje de maiz, Aguascalientes



ABSTRACT
The presence of toxigenic fungi was studied during two consecutive agroecological cycles

sampled under Mexican regulatory guidelines ("*M" technique) in dairy production units
(LPU) in the state of Aguascalientes, Mexico. Sample processing was performed at the
Research Laboratory of the Zootechnical Posta of the Centro de Ciencias Agropecuarias of
the Universidad Autonoma de Aguascalientes, Mexico. A total of 40 samples were analyzed,
10 taken in October 2021 from agricultural soil, 10 in January 2021 from corn silage, 20
remaining in March 2022 also from stored silage (three months). To know the concentration
of aflatoxins and other mycotoxins, they were quantified with direct competitive, their
sowing and incubation was done in Rose Bengal Agar with the technique of pouring in plate
by dilutions, A count of Colony Forming Units (CFU/g) was made, concluding with the
taxonomic and morphological identification of fungal colonies where 100% of the samples
of the cycles showed fungal growth, the agricultural soil samples at the end of 2021 showed
a total of 134 fungal colonies of different genera, which were: Penicillium (58. 2%),
Aspergillus (35.1%), Trichoderma (3.7%), Rhizopus (2.2%) and Mucor (0.7%), the
agricultural soil samples at the beginning of cycle 2022 had a total of 182 colonies;
Penicillium (66.5%), Aspergillus (18.7%), Eurotium (7.7%), Rhizopus (3.3%),
Cladosporium (2.7%) and Trichoderma (1.1%). The 50% of corn silage samples from the
2021 cycle and first month of 2022 presented a; 50% (Penicillium), 25% (Fusarium), 12.5%
(Aspergillus) and 12. 5% (Rhizopus) and silage samples from the same period with 3 months
storage registered growth in 80% of them, corresponding to; 81.8% (Aspergillus), 6.8%
(Penicillium), 4.5% (Rhizopus), 4.5% (Candida) and 2.3% (Mucor). Chi-square showed a
significant difference in the frequency of fungal genera in relation to storage time and other

environmental factors.

Key words: mycotoxins, agricultural soil, corn silage, Aguascalientes



INTRODUCCION
Los hongos, término que incluye a los mohos y las levaduras, son de los organismos méas
abundantes y comunes en la naturaleza, pudiéndolos encontrar en diferentes medios como
en el suelo, en el agua y en el aire, aunque los hongos patdgenos en cuestiones de
temperatura, pH y nutrientes son mas especificos para su supervivencia (Martinez, 2005;
Navarro Reyes, 2013)

Los hongos cumplen un rol importante en la dinamica de los ecosistemas
desempefiando papeles para la conservacion del equilibrio, como el ciclo de la materia y de
la energia, se han llegado a utilizar en programas de control y participan en la produccion de
humus del suelo, pero su presencia también llega a ser un problema indeseable (Arenas
Guzman y Torres Guerrero, 2019; Cepero, 2012).

Dentro de la agricultura los hongos fitopatdgenos son responsables de enfermedades
en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, ocasionando pérdidas econdémicas y
alteraciones en el ciclo bioldgico de la planta, ademas de que uno de los efectos méas
importantes de la descomposicion, tanto de los frutos como de las semillas, radica enla
induccion de enfermedades en animales y humanos que consumen alimentos contaminados,
ocasionando micotoxicosis, la cual se da a causa de algunos metabolitos secundarios toxicos
de los hongos (Agrios, 2005; Cepero, 2012; Juarez-Becerra et al., 2010)

Los cuales son compuestos no esenciales para el crecimiento del hongo, en donde se
pueden encontrar los antibioticos y las micotoxinas, estas Ultimas pueden presentar una alta
toxicidad tanto para el humano como para animales, tal es el caso de las aflatoxinas (AF)
(Robledo et al., 2001; Soriano del Castillo, 2015; Yu et al., 2005). Las aflatoxinas son
producidas por Aspergillus flavus, A. parasiticus y Penicillum puberulum, estas micotoxinas
tienen una mayor presencia en climas tropicales y subtropicales afectando principalmente a
cultivos de sorgo, maiz, algodon y cacahuate, aunque también se han asilado en arroz, soja,
girasol, sésamo, olivo, nueces, almendras, avellanas, legumbres, café, leche, pescado y en
derivados de los alimentos antes mencionados, ademas de que es considerada como la
micotoxina mas potente y cancerigena que se produce de manera natural, estas pueden actuar

suprimiendo la fagocitosis, evitando la apoptosis de los macrofagos o produciendo Acetil



coenzima A como factor de invasion (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019; Navarro
Reyes, 2013; Yu et al., 2005; Yunus et al., 2011).

Dentro de las aflatoxinas se han descrito diferentes tipos de acuerdo con su estructura,
siendo las principales la B1, B2, G1, G2, M1y M2, en donde la B; es considerada la mas toxica
entre ellas, ya que se trata de un potente carcinogénico, iniciando tumores principalmente en
el higado, pero también en rifion, pulmon y colon (Amaike y Keller, 2011; Shan y Williams,
2014). Mientras que la My se trata de un metabolito producto de la B1 que suele excretarse a
través de la leche y de la orina de los humanos y animales que ingirieron alimentos
contaminados (Yu et al., 2005).

Aunado a lo anterior y considerando que en México el cultivo de maiz (Zea mays L.)
tiene una gran importancia econémica, social y cultural, con un consumo anual promedio
per capita de 196.4 kg de maiz blanco (Secretaria de Agricultura Ganaderia Desarrollo Rural
Pesca y Alimentos, 2017) ademas de que también forma parte fundamental del alimento que
se destina para el sector ganadero ya que se estima quese produce mas de 16 millones de
toneladas al afio para este sector (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021), esto
debido a que una parte se destina para la elaboracién de ensilado de maiz para alimentar al
ganado (Secretaria de Agriculturay Desarrollo Rural, 2020)

Considerando que la produccion de aflatoxinas se ve beneficiada por las condiciones
del sustrato, factores bioquimicos, biolégicos y condiciones ambientales (Carvajal, 2013)
ademas de que el maiz es cultivado en una gran variedad de suelos por cuestiones de cada
productor, con condiciones particulares y especificas de cada uno (Bautista et al., 2009) se
vuelve necesario conocer cada uno de los factores que intervienen en la produccion de
aflatoxinas para asi lograr mitigar los efectos negativos tanto econémicos como de salud que

estas representan.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Aspergillus flavus

Los hongos del género Aspergillus pueden llegar a ocasionar problemas en la salud humana
y animal, llegando a ser los causantes de enfermedades como aspergiloma, enfermedad
pulmonar alérgica, onicomicosis, entre otras (Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019).

Los hongos del género Aspergillus son mohos filamentosos que reciben su hombre
por el parecido de su vesicula y esporas con el instrumento “aspergillum”, con una
distribucion cosmopolita y con mas de 250 especies descritas (Fernandez et al., 2014;
Steenwyk et al., 2019). De acuerdo con caracteristicas fenotipicas, fisiolégicas y analisis
filogenéticos el género Aspergillus se divide en secciones, en donde se destaca la seccion
Flavi con 33 especies de las cuales se encuentran representantes de importancia médica como
A. flavus, y A. parasiticus, (Fernandez et al., 2014; Barroyeta et al., 2013).

A. flavus ademas de lo anterior es un hongo patégeno que afecta a cultivos entre los
que se encuentra el de maiz haciendo que su infeccion ocasione pérdidas econémicas ademas
de que A. flavus esta asociada a la contaminacion por aflatoxinas (AF), siendo esta la
micotoxina mas cancerigena que se produce de manera natural (Rodriguez, 2018; Yu et al.,
2005). Esta especie se considerado omnipresente en el suelo que requiere de fuentes ricas en
nutrientes que suele obtener de restos organicos, cultivos de cereales o de otras fuentes
(Jallow et al., 2021)

1.1.1. Estructura

El género Aspergillus se caracteriza por la produccion de hifas especializadas llamadas
conidios, en la cual se pueden apreciar tres partes bien diferenciadas: vesicula, estipite y
célula de pie (Abarca, 2000). La vesicula es la parte apical del conidiéforo con una apariencia
globosa, el estipite es la porcion cilindrica y se encuentra por debajo de la vesiculay la célula
del pie se localiza en la parte final pudiendo estar septada o no estarlo (Bernnett y Hunter,
1998).
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Para la identificacion de A. flavus se requiere de observar sus caracteristicas
macroscopicas y microscépicas. Las colonias de A. flavus en medio de cultivo Czapek-Dox
(CYA) muestran una coloracion olivacea a amarillenta con micelio blanco, los esclerocios si
estan presentes son de color café oscuro a negro, de tamafio y forma variable; el reverso
puede ser incoloro, café claro o anaranjado, esta colonia por lo general es de textura lanosa
(Abarca, 2000). Las caracteristicas macroscopicas suelen variar de acuerdo con el medio de
cultivo utilizado.

Por su parte entre las caracteristicas microscopicas se encuentran cabezas conidiales
uniseriadas y biseriadas, estipites rugosos, hialinos o café palido; su vesicula es globosa,
cubierta por métulas; y los conidios son de globosos a elipsoides, lisos o ligeramente rugosos
(Abarca, 2000).

1.1.2 Fisiologia

Las especies representantes del género Aspergillus tienen caracteristicas Unicas y
requerimientos especificos, por lo que la presencia de sus especies estara determinada por
condiciones ecoldgicas de cada sitio, por lo que no todas las especies de este género tienen
la capacidad de contaminar los mismos productos agricolas (Jallow et al., 2021).

Para el caso de A. flavus, es una especie cuyos requerimientos de temperatura oscilan
entre los 12-18°C, siendo una temperatura Optima de crecimiento a los 37°C (Rudramurthy
et al., 2019). Esta especie suele encontrarse en el suelo y en cultivos de cereales como el
maiz (Jallow et al., 2021).

A. flavus es considerada como una especie aflatoxigénica por ser capaz de producir
AF, para lo cual requiere una temperatura de entre 12-42°C con una temperatura éptima de

30°C para la produccion de estas micotoxinas (Bogantes-Ledezma et al., 2004).

1.1.3 Toxicologia

A. flavus tienen la capacidad de colonizar y producir AF que es la micotoxina mas toxica y

dafina que afecta a la salud de los animales y del ser humano, ingresando al organismo a

11



través de la inhalacion, con el contacto de la piel y las mucosas, y la ingesta de comida
contaminada y generando una serie de problemas derivado de los efectos toxicos de la
micotoxina (Carvajal, 2013; Toso et al., 2018), los cuales se han detectado en gran parte de
la poblacion por la exposicion a las AF (Jallow et al., 2021).

Los efectos toxicos de las AF dependeran de cada especie, la edad, el sexo, la dosis y
el tiempo de exposicion, dividiéndose la sintomatologia en esta ultima (Barroyeta et al.,
2013). De acuerdo con el tiempo de exposicion a las AF, los efectos toxicos en la salud se
pueden clasificar de dos maneras: intoxicacion aguda e intoxicacion cronica (Serrano-Colli
y Cardona-Castro, 2015).

La intoxicacion aguda por AF se da por la ingesta de altas concentraciones de la
micotoxina produciendo efectos agudos a corto plazo que se caracteriza por vémitos, diarrea,
hemorragias, necrosis, abortos, defectos de coagulacién, nefrotoxicidad, cardiotoxicidad y
hepatotoxicidad, este tipo de intoxicacion puede provocar la muerte (Serrano-Colli y
Cardona-Castro, 2015; Carvajal, 2013). Por su parte la exposicién crénica se produce por la
exposicion a bajas concentraciones de AF por largo tiempo teniendo efectos crénicos como
teratogénesis, mutagénesis, hepatitis, cirrosis, aplasia del timo, desnutricién proteica,

carcinogeénesis e inmunodepresion (Serrano-Colli y Cardona-Castro 2015; Carvajal, 2013).

1.2 CONTAMINACION POR AFLATOXINAS

Las especies de A. flavus y A. parasiticus son capaces de producir AF, que son metabolitos
secundarios que no son necesarios para el crecimiento del hongo y que reciben el nombre de
micotoxinas (Soriano del Castillo, 2015; Yu et al., 2005).

Se considera a las AF como omnipresentes en una gran variedad de cultivos que son
destinados al consumo humano y animal, esto debido a la capacidad de los hongos
productores de AF de establecerse en cualquier punto de la cadena de produccion de
alimentos a causa de diversos factores, en los que se incluyen los climéticos y los referidos a

las préacticas agricolas (Jallow et al., 2021).
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Las AF son catalogadas por la Agencia Internacional sobre el Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés) como integrantes del grupo 1 de cancerigenos, en el cual se encuentran
aquellas sustancias que son cancerigenos para el ser humano (Jallow et al., 2021).

Ademas, las AF se clasifican de acuerdo con su estructura siendo estas las B1, B2, G,
G2, M1y My, en donde las B es considerada la mas toxica por ser un potente carcinogénico
(Amaike y Keller, 2011; Shan y Williams, 2014).

Por lo que las AF son una de las micotoxinas con mayor interés toxicol6gico, aunado
a sus efectos a la salud y a su alta frecuencia en cultivos destinados al consumo animal y del
ser humano (Awuchi et al., 2022). Ademas, de repercutir en el ambito econémico con la

pérdida de los cultivos contaminados (Rodriguez, 2018; Yu et al., 2005).

1.2.1 Mundial

El maiz es un alimento basico dentro de la poblacién humana y que se suele sembrar en
regiones donde las condiciones de clima favorecen la presencia de hongos aflatoxigénicos,
lo que convierte al maiz en la principal via de exposicion de las AF (Jallow et al., 2021).

Dada la importancia del maiz como base alimenticia a nivel mundial se suelen realizar
estudios sobre la contaminacion que presenta el maiz y sus derivados en cuestion de
micotoxinas, derivado de esto se estima que entre 60-80% de los cultivos a nivel mundial
estan contaminados por AF (Jallow et al., 2021).

Se han realizado diversos estudios para la cuantificacién de AF en maiz en diferentes
paises (Tabla 1), que de acuerdo con los distintos resultados se ha llegado a la conclusién que
esta micotoxina es de interés mundial al ser capaz de contaminar a alimentos considerados
basicos o de primera necesidad (cereales y semillas), como el maiz, ya que son estos
productos los méas susceptibles a ser infestados por los hongos responsables de producirlas
(Martinez Miranda et al., 2013; Jallow et al., 2021).
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Tabla 1 Contaminacion por Aflatoxinas (AF) en muestras de maiz a nivel mundial

TIPO DE AFLATOXINA MUESTRAS PAIS
CONTAMINADAS (%)
AF totales 37.7 Ghana
25.8 Uganda
100 Etiopia
88.4 Nigeria y Benin
40 Argentina
64.6 Per(
75 Italia
48.2 Serbia
50 Paquistan
AF B1 76 Togo
15 Colombia
33.71 Vietnam

NOTA: Tabla modificada de Worldwide aflatoxin contamination of agricultural products and foods: From
occurrence to control (Jallow et al., 2021)

1.2.2 Meéxico

En México, se han realizados diversos estudios con respecto a la presencia de AF en el maiz,
en donde cabe sefialar que se ha encontrado que los niveles de AF mas altos estan en estos
productos y en sus derivados (Jallow et al., 2021).

De estos estudios se ha logrado identificar que, en México, el maiz se encuentra
contaminado por AF, aunque no superen los limites maximos permisibles (LMP) estipulados
por la NOM-247-SSA1-2002 de 20 pg/kg, todas y cada una de las muestras fueron positivas
a la presencia de AF (Londofio-Cifuentes y Martinez-Miranda, 2017).

En otro estudio realizado en este pais para determinar la AF B1 se concluy6 que de
las muestras analizadas de maiz (171 muestras), el 18% superaban el LMP de la norma
mexicanay el 26% se encontraba por encima de lo estipulado en los reglamentos de la Unién
Europea (UE) (Jallow et al., 2021).
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1.2.3 Aguascalientes

En el Estado de Aguascalientes se han realizado estudios de deteccion de micotoxinas en
muestras de racion total mezclada, en las que se encontro la presencia de hongos del género
Aspergillus y de AF, en las que el 90.4% de las muestras analizadas sobrepasaron el LMP
recomendado por las legislaciones internacionales para alimentos destinos al consumo de

ganado lechero (Alvarez, 2021).

1.2.4 Sustratos

El suelo es un componente esencial del ambiente donde se desarrolla la vida, forma parte de
los ciclos bioquimicos, brinda ademés una alta variedad de microhabitats para el desarrollo
de la biodiversidad microbiana y funge como reservorio del in6culo de hongos que pueden
afectar a los cultivos (Cervantes, 2016; CONABIO,2019; Pacasa-Quisbert et al., 2017; Silva-
Arroyave y Correa-Restrepo, 2009).

Este componente a pesar de ser un factor abi6tico por su constante interaccién con el
medio no permanece estatico y sus caracteristicas van fluctuando con el tiempo (Flores-
Chévez, 2014), ademas es en este sitio en donde se pueden desarrollar actividades como la
agriculturay la ganaderia, donde el tipo de suelo, la vegetacion nativay las practicas agricolas
que suelen implementar fertilizantes y métodos para el control de plagas son factores que

afectan a la microbiota (Pacasa-Quisbert et al., 2019).

1.2.5. Regulacion de la contaminacion

A nivel internacional existen normativas que buscan controlar la cantidad de micotoxinas en
los piensos y alimentos destinados al consumo tanto animal como humana, con la finalidad
de minimizar los dafios a la salud (Jubert y Echeverria, 2022). Para el desarrollo de estas

normativas se suelen considerar los conocimientos cientificos y los factores sociales, ademas
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de la capacidad de deteccion de los organismos que las regulan por lo que cada pais o region
cuentan con LMP distintos (Jallow et al., 2021).

1.2.5.1. Codex Alimentarius (NOMs)
La Organizacién Mundial de la Naciones Unidas por la Alimentacién y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés) establece en el Codex Alimentarius los limites maximos permisibles

de los contaminantes y toxinas en los alimentos destinados al consumo animal y humano
(Tabla 2).

Tabla 2. Limites maximos permisibles (LMP) de micotoxinas en materia prima destinada a
consumo animal

MICOTOXINA PRODUCTO LMP
(ng/kg)
Aflatoxina B1 Materia prima para la elaboracion 20
de alimentos
Deoxinivalenol Granos de maiz 1,000
Fumonisina Granos de maiz 4,000
(B1+B2)
Ocratoxina Cereales 5

NOTA: Tabla modificada del CXS 193-1995 General standard for contaminants and toxins in food and feed
del Codex Alementarius de la FAO/WHO.

1.2.5.2. Union Europea (Directivas EU).

En la Union Europea (EU) existen normativas en cuestion de sustancias indeseables que
pueden contaminar los alimentos con los que se alimentan a los animales. En la Directiva
2003/100/CE de la comision del Parlamento Europeo y del consejo sobre sustancias
indeseables en la alimentacidn animal se establecen limites maximos permisibles (LMP) de

la aflatoxina Bi en los productos destinados a la alimentacion animal (Tabla
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Tabla 3 Limites maximos permisibles (LMP) de aflatoxina B1 en piensos de ganado bovino

PRODUCTO LMP
(ng/kg)
Toda materia prima para la alimentacion animal 20
Piensos para bovinos 20
Piensos completos para ganado lechero 5
Piensos complementarios para bovino 20

NOTA: Tabla modificada de la Directiva 2003/100/CE de la comisién del Parlamento Europeo y del consejo
sobre sustancias indeseables en la alimentacién animal.

En el reglamento (CE) N°1881/2006 de la EU por el que se fija el contenido maximo de
contaminantes en los productos alimenticios, se encuentran lo LMP de algunas micotoxinas

que se pueden encontrar en el maiz y en sus derivados (Tabla 4)

Tabla 4 Limites maximos permisibles (LMP) de micotoxinas en maiz y derivados
destinados a la alimentacion animal

MICOTOXINA PRODUCTO LMP
(ng/kg)
Aflatoxina B Todos los cereales y derivados a 2
base de cereales
Aflatoxinas totales Todos los cereales y derivados a 4
base de cereales
Deoxinivalenol Maiz no elaborado 1,250
Fumonisina (B1+B>) Maiz no elaborado 2,000
Ocratoxina Maiz no elaborado 5
Zearalenona Maiz no elaborado 1,750

1.2.6. Métodos de control

Dadas las condiciones que se requieren para el establecimiento del hongo y la produccion de
la AF, es casi imposible evitar la contaminacidn por estas en los cultivos, por lo que existen
métodos que buscan prevenir y minimizar el desarrollo de los hongos, logrando asi que la
exposicion a sus micotoxinas sea la minima posible (Toso et al., 2018; Jallow et al., 2021).
Este tipo de técnicas se suelen llevar a cabo como parte de las Buenas Préacticas

Agricolas (GAPs, por sus siglas en ingles) en las que se encuentran técnicas las practicas de
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rotacion de cultivo, uso de variedades resistentes, control de plagas y técnicas de
mantenimiento del suelo, ademés de incluir los métodos de control (Jallow et al., 2021).

Los métodos de control o también llamados de descontaminacion de las AF se pueden
clasificar en tres: biologicos, quimicos y fisicos (Martinez Miranda, Vargas del Rio y Gomez
Quintero, 2013).

1.2.6.1. Biologico

Los métodos de control biologicos utilizan a otros organismos o0 microorganismos (bacterias,
hongos y levaduras) para competir por el espacio y los nutrientes del lugar, logrando de esta
manera desplazar o inhibir el crecimiento de las cepas toxigénicas con el uso de cepas de los
hongos no toxigénicos y asi reducir la cantidad, de AF (Borja y Calvo, 2017). Este método
es bastante utilizado en paises del Oeste de Africa y Estados Unidos (Jallow et al., 2021).

De las especies que se pueden utilizar como un biocontrol para A. flavus toxigénico
son propiamente cepas de A. flavus no aflatoxigénicos y especies del género Trichoderma
que ha demostrado una excelente capacidad de inhibir la produccion de AF, ademés de
algunos géneros de bacterias tales como Bacillus spp., Sterptomyces spp., Pseudomonas spp.,
y algunos otros que al igual que los géneros flngicos tienen una gran capacidad para inhibir
la produccion (Jallow et al., 2021).

También se puede hacer uso de enzimas biotransformadoras que modifiquen a la AF
y la degraden en metabolitos menos tdxicos, o también hacer uso de extractos de plantas que
degraden a la AF (Martinez Miranda et al., 2013).

1.2.6.2. Quimico

Los métodos de control quimicos se caracterizan por la utilizacion de sales organicas, acidos
organicos, procesos de amonificacién y uso de agentes aglutinantes (Borja y Calvo, 2017,
Martinez Miranda et al., 2013). El método de amonificacion es considerado como uno de los
mas viables y econdmicos para la descontaminacion y consiste en agregar amoniaco gaseoso
en los cultivos de un area sellada, obteniendo un cultivo descontaminado y seguro para su

consumo en animales (Martinez Miranda et al., 2013).
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Otros métodos quimicos son la nixtamalizacién (o hidrélisis alcalina) y la
ozonificacion, en donde el ozono reacciona con los dobles enlaces del furano de la molécula
de AF produciendo derivados como aldehidos, cetonas y acidos grasos (Martinez Miranda et
al., 2013).

1.2.6.3. Fisico

Los métodos fisicos consisten en separar a la micotoxina de la matriz utilizando las
propiedades fisicas como lo son los tratamientos de segregacion por densidad o los procesos
de degradacién por calor (Borja y Calvo, 2017). De los métodos fisicos mas comunes estan
la extraccion con solvente tales como etanol, metanol-agua, acetona acuosa al 90%, etc. con
la finalidad de que el solvente remueva las trazas de la micotoxina (Martinez Miranda et al.,
2013).

También en esta categoria se hace uso de agentes absorbentes que cuentan con la capacidad
de secuestrar a las AF y asi evitar su disociacion en los organismos

(Martinez Miranda et al., 2013). Otro método fisico utilizado es someter las AF a altas
temperaturas (237-306°C) para degradar a la micotoxina, aunque este tipo de técnicas suelen
afectar a las cualidades organolépticas de los alimentos (Martinez Miranda et al., 2013; Borja
y Calvo, 2017).

1.3 MAIZ

El maiz (Zea mays L.) es considerado como uno de los cultivos basicos para la alimentacion
humana alrededor del mundo ya que constituye una de las principales fuentes de alimento en
las distintas poblaciones (Sanchez Ortega, 2014).

La planta de maiz es robusta con tallo simple y erecto que puede alcanzar hasta los 4
m de altura, carece de ramificaciones y de entrenudos, pero si tiene una medula esponjosa.
Presenta una inflorescencia masculina Ilamada espigdn de coloracion amarillenta, que posee
una gran cantidad de granos (20-25 millones de granos), por su parte la inflorescencia
femenina tiene una menor cantidad de granos (alrededor de 1,000 granos) que forman

espadices, las hojas son largas y extensas en forma de lanza con extremos cortante y con
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vellosidades en la parte superior (SIAP,2022).

Los cultivos de maiz (Zea mays L.) son cultivos basicos para distintas poblaciones a
nivel mundial ya que se este cereal constituye a una de las principales fuentes de alimento
para las personas ya que tienen la planta cuenta con la cualidad de poder ser utilizada como

alimento en cualquier etapa de desarrollo, siendo este cereal el Gnico en esta categoria.

1.3.1 Produccion

La produccion de maiz se divide en dos: blanco y amarillo, siendo el maiz blanco el que tiene
cuenta con una mayor produccién y que se destina principalmente para el consumo humano,
mientras que el maiz amarillo es destino a la destinado a la industria y la fabricacion de
alimentos balanceados de la industria pecuaria (SAGARPA, 2016).

1.3.1.1 Mundial

A nivel mundial la produccion de maiz es de 1,250,235,135 de toneladas anualmente siendo
los principales paises en su produccion Estados Unidos, China, Brasil, Argentina, Ucrania,
India, México, Indonesia, Sudafrica y Francia (FAOSTAT, 2021).

1.3.1.2 México

Meéxico es considerado cuna de la biodiversidad del maiz al contener el 29% de las variedades
de maiz en Ameérica Latina, siendo el maiz un cultivo con gran relevancia en el pais en
diversos ambitos como parte importante de la agricultura campesina, los econémicos, los
sociales y los culturales, ademas de ser parte importante de la gastronomia teniendo un
consumo per capita anual de 346.4 kg (SAGARPA, 2016; Sanchez Ortega, 2014; Govaerts
et al., 2019; SIAP, 2022).

Durante el 2021 se destinaron 597,543 ha al cultivo de maiz forrajero teniendo una
produccion de 17 millones 250 mil toneladas, mientras que para la siembra de maiz de grano
durante ese mismo afio se destinaron 7 millones 310 mil ha, teniendo una produccion de 27
millones 503 mil toneladas (SIAP, 2022).
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1.3.1.3 Aguascalientes

El estado de Aguascalientes ocupa el 4° lugar a nivel nacional en la produccion de maiz
forrajero, ya que este cultivo es basico para las unidades de produccion lechera (UPL)
(INIFAP, 2010; SIAP, 2022), por lo que se destinan 59,661 ha para la siembra de maiz
forrajero y se obtiene una produccién anual de 1°384,789.22 toneladas (SIAP, 2021).

1.3.2 Usos

El maiz se destina como alimento, elaboracion de forrajes y como materia prima para la
industria (FAO, 1993). Como material para la elaboracion de forrajes la planta del maiz
forrajero es utilizada para su totalidad, pudiendo ser utilizado para su venta en seco, en pacas,
molido o para ser ensilado (SIAP, 2022). Siendo este tltimo muy utilizado para alimentar al
ganado en las UPL por su alto rendimiento, alto contenido energético y por reducir costos de

alimentacion (Pefia et al., 2010).

1.3.3 Manejo

El manejo agronémico que se le da en campo a las semillas determina la calidad de la planta
ademas de su rendimiento, por lo que es importante implementar técnicas de GAPs (Pefia et
al., 2010; MacRobert et al., 2014).

El manejo agrondmico se puede dividir en tres etapas: manejo durante el
establecimiento, manejo durante la etapa vegetativa y el manejo durante la etapa reproductiva
(Tabla 5) (MacRobert et al., 2014).
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Tabla 5 Tipos de manejos en los cultivos de maiz.

TIPO DE MANEJO ACTIVIDADES

Manejo durante el establecimiento  Preparacion del suelo, acondicionamiento del suelo
(aplicacion de N, P y K), tratamientos de semilla,
célculo de densidad de siembra, aplicacion
preventiva de herbicida, deshierbe manual y riego
de establecimiento

Manejo durante la etapa vegetativa  Abonado en cobertura con fertilizante nitrogenado,
aplicacion de emergencia de herbicidas, deshierbe
manual, basqueda y control de plagas y

enfermedades.
Manejo durante la etapa Riego, abono en cobertura con fertilizante
reproductiva nitrogenado, aplicacion de emergencia de

herbicidas, deshierbe manual para controlar

malezas tardias, control de plagas y enfermedades.
NOTA: Tabla modificada de Manual de produccion de semilla de maiz hibrido (MacRobert et al., 2015)

1.3.4. Genética

El genotipo de las plantas de maiz tiene repercusion en el desarrollo de estas, haciendo que
existan variedades mas susceptibles a condiciones ambientales, enfermedades,
microrganismos y plagas que otras, lo que puede afectar en la calidad e inocuidad del grano
y a su vez repercutir en el sector econdémico, por lo que el mejoramiento genético busca
producir semillas con mejores cualidades (Franco Martinez et al., 2015).

Las semillas criollas de maiz son aquellas semillas que han pasado por un proceso de
seleccion artificial dirigida por los agricultores a través de las generaciones, por lo que tienen
una alta diversidad en la que la conservan una identidad Gnica y carecen de mejoras formales
en los cultivos (Cowan, 2019).

Las semillas hibridas del maiz cuentan con un genotipo Unico que le pueden otorgar
a la planta caracteristicas deseables como mejor apariencia, aumento de la calidad de la

planta, resistencia a enfermedades y a condiciones adversas (Franco Martinez et al., 2015).

1.3.5. Sistema de produccion

Los sistemas de produccion son un conjunto de técnica, insumos, trabajadores, propiedades
del suelo y organizacion que producen bienes y servicios en el area agricola, viéndose
afectados por ambitos tecnoldgicos, econdémicos y politicos (UG, 2017). Existen ocho

categorias de clasificacidn de los sistemas de produccion agricola que se basan el potencial
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que tienen para el crecimiento agricolay en la importancia demogréfica y en la disponibilidad
de recursos bioticos y abidticos (UG, 2017).

El maiz se produce utilizando los sistemas de produccion temporal y de riego
(Govaerts et al., 2019). El primero dependiendo totalmente de la lluvia y de la capacidad del
suelo de captar el agua y conservar la humedad, teniendo la ventaja de reducir costos de
produccion (SADER, 2016). Y el sistema de riego consta del aprovechamiento del agua de
acuerdo con las necesidades del cultivo (SADER, 2018). En Aguascalientes el 35.7% de la
produccidn agricola se realiza bajo la modalidad de riego y el 64.3% restante es de temporal
(SADER, 2020).

El establecimiento de A. flavus y la produccion de AF esta influenciada por el estrés
ambiental al que se ve sometida la planta durante su ciclo de vida (Armijo y Calderdn, 2009).
Este estrés puede ocurrir en cualquier punto de la produccion del maiz, por lo que las
préacticas agronémicas como lo son las actividades de precosecha, de cosecha y de
almacenamiento pueden propiciar la presencia hongos toxigénicos y de sus micotoxinas
(Hernandez-Delgado et al., 2007; Instituto Interamericano de Cooperacion para la
Agricultura, 2012).

El manejo de los cultivos que se da desde la precosecha hasta el almacenamiento es
bastante importante para minimizar la contaminacién por hongos del género Aspergillus y
sus micotoxinas, dado que durante la vida en campo del maiz esta en constante contacto con
los factores ambientales y con insectos que pueden dafiarlos a la vez que son vectores de las
esporas (Martinez Padron et al., 2013; Carrillo, 2003).

De igual manera durante el almacenamiento la contaminacion y produccion de AF se
ve favorecida por malas condiciones de resguardo, haciendo que sea durante este paso en
donde la produccién de AF incremente mas que en campo, aun considerando que la
contaminacion previa se seguird acumulando en el mismo grano de maiz (Martinez Padrén
etal., 2013).

1.3.6. Epoca del afio

En México las épocas del afio en los ciclos agroecoldgicos se dividen en: siembra primavera-
verano, cosecha primavera-verano, siembra de otofio-verano y cosecha otofio-invierno

(Figura 1).
23



2021 2022
Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic
Siembra primavera-verano
Cosecha primavera-verano Cosecha primavera-verano
Siembra otofio-invierno Siembra otofio-invierno
Cosecha otofio-invierno

Figura 1 Periodos de siembra y cosecha de maiz en México.
NOTA: Figura modificada de la Encuesta Nacional Agropecuaria: 2019 (INEGI, 2019).

1.3.7. Plagas y enfermedades

La presencia de Aspergillus y de otros hongos toxigénicos se ha visto relacionada con la
presencia de plagas de insectos, que atacan a los cultivos dafidndolos (Martinez Miranda et
al., 2013). Ademas, los insectos fungen como vectores de transmision de los hongos
productores de AF (Carrillo, 2003).

1.4 FACTORES

Dependiendo de las ciertas condiciones o factores que se encuentran en los agroecosistemas
la proliferacion y posterior produccion de AF va a variar, estos factores que intervienen en la
persistencia tanto del hongo como de las micotoxinas se deben a sus interacciones (Jallow et
al., 2021).

Dentro de cada agrosistema los eventos e interacciones son particulares, y van desde
lo ambiental (temperatura, humedad, los periodos de lluvia) hasta lo socioecondémico
(tamafio de la produccion, uso de tecnologias, GAPs) llegando a tener efectos sobre la
productividad, estabilidad y resistencia para asi hablar de una eficacia bioldgica (Altieri,
2009; Jallow et al., 2021). Por lo que los factores bidticos y abidticos pueden intervenir en

la calidad e inocuidad de los granos y de las semillas de maiz (Barroyeta et al., 2013).

1.4.1 Bioticos

Los factores bioticos son aquellos que incluyen a la misma planta como a los otros

organismos que se encuentras en el mismo agroecosistema. En el primer caso las cualidades
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propias de la planta la pueden hacer resistente a los diferentes estimulos de estrés del entorno
(clima, estrés hidrico, competencia, plagas) (Jallow et al., 2021).

La interaccion de factores bidticos como la del hongo con el maiz pueden propiciar
el establecimiento del género Aspergillus, por otro lado, competencia del hongo por espacio,
nutrientes y sustrato con otros microrganismos pueden tener un efecto antagonista en el

crecimiento de este. (Martinez Padron et al., 2013).

1.4.2 Climéticos

Factores como la temperatura, disponibilidad de agua y patrones de lluvia, impactan en la
calidad de los productos agricola, haciendo que las plantas queden vulnerables ante insectos,
plagas y enfermedades (Herndndez-Delgado et al., 2007; Instituto Interamericano de
Cooperacion para la Agricultura, 2012; Barroyeta et al., 2013).

Ademas, son estos mismos factores climaticos a los que se les ha relacionado con la
proliferacion y de los hongos productores de micotoxinas, y no siempre son las mismas en
un mismo pais (Jallow et al., 2021). Las regiones con climas tropicales son los que presentan
mayores niveles de contaminacion de hongos micotoxigénicos en los cultivos y alimentos
derivados, se ha propuesto que los cambios climaticos a nivel global estan impactando en el

incremento de los niveles de AF en los cultivos y en los alimentos (Jallow et al., 2021).
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CAPITULO 2: JUSTIFICACION

Este proyecto, aporta conocimientos para el &rea de la Toxicologia, la cual sera la base para
realizar una evaluacion sobre la influencia de los factores bioldgicos y ambientales en la
permanencia de Aspergillus flavus en el Estado de Aguascalientes, ademas muestra
informacidn Util referida a los ciclos agricolas consecutivos en UPLs de Aguascalientes, esto
se logrard caracterizando, identificando cuantificando aquellas toxinas producidas por los
hongos presentes en suelos y en el ensilado de maiz conllevando a producir alimentos de
calidad indeseable dando como resultado de su consumo, problemas de salud publica los
cuales suelen ser de gravedad.

Ademas, la evaluacion que asocia los factores fisicos, bioldgicos y ambientales que
participan en los suelos empleados para el cultivo de maiz otorgara informacion sobre lo que
sucede dentro de los agro sistemas cambios a lo largo de los ciclos agroecolégicos lo cual
justificara como es que estos factores influyen en la permanencia de Aspergillus flavus en el
Estado de Aguascalientes para poder desarrollar estrategias de accion especificas y
adecuadas que puedan mitigar los dafios ocasionados por este moho toxigénico en los cultivos
de maiz, caracterizando rasgos agricolas y ambientales, y asi permitir la produccién de
alimentos de mejor calidad.

Se considera que el proyecto de investigacion va acorde al objetivo nimero dos del Programa
Nacional estratégico del CONACYyT el cual se enfoca a lograr la soberania alimentaria de

México.
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CAPITULO 3: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

La presencia de Aspergillus flavus persiste durante los ciclos agroecoldgicos consecutivos
del maiz a pesar de los factores agricolas y ambientales, lo que permite su establecimiento y

produccion de aflatoxinas.

3.2. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la influencia de los factores biolégicos y ambientales en la permanencia de

Aspergillus flavus en el Estado de Aguascalientes.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.3.1. Muestreo de suelo y ensilaje de maiz
Realizar un muestreo de suelo y ensilaje de maiz durante dos ciclos agricolas
consecutivos en unidades de produccion lechera en el valle de Aguascalientes y
caracterizar sus rasgos agricolas y ambientales.
3.3.2. Aislamiento e identificacion de hongos toxigénicos
Aislar e identificar hongos toxigénicos presentes en suelos empleados para cultivos de
maiz en el Estado de Aguascalientes y en el ensilado de maiz obtenido de esos sitios.
3.3.3. Identificacion y cuantificacion de micotoxinas
Identificar y cuantificar toxinas producidas por los hongos presentes en suelos y en el
ensilado de maiz.
3.3.4. Evaluacion de factores participantes
Evaluar la asociacion de los factores fisicos, biologicos y ambientales que participan en

los suelos empleados para el cultivo de maiz.
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CAPITULO 4: MATERIALES Y METODOS

4.1. DISENO GENERAL DEL ESTUDIO

Se muestrearon 10 unidades de produccion lechera (UPL) distribuidas en el Estado de
Aguascalientes (Figura 2). Se realizaron tres visitas a cada una de las UPL distribuidas a lo
largo de dos ciclos agroecologicos consecutivos. Las muestras de cada uno de los periodos
fueron etiquetado e identificado correctamente de acuerdo con el tipo de muestra, periodo de

colecta y UPL de procedencia.

0 10 20km
I

Figura 2 Mapa de la ubicacion de las Unidades de Produccion Lechera (UPL) que

participaron en el estudio
NOTA: Mapa modificado de la pagina de Limites Intermunicipales Oficiales de la secretaria de Gestion
Urbanistica, Ordenamiento Territorial, Registral y Catastral
(https://www.aguascalientes.gob.mx/SEGUOQT/catastro/LimitesIntermunicipales.html)

La primera toma de muestras se realizd en octubre de 2021, que corresponde a la cosecha
primavera-verano de ese afio, y se tomaron muestras de suelo agricola. La segunda fue en
enero de 2022, se colectaron muestras de ensilaje de maiz recién abierto y que fue elaborado

con el maiz cosechado durante el ciclo agroecolégico primavera-verano 2021. Y la tercera
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visita se realizé en marzo de 2022 correspondiente al nuevo ciclo agroecoldgico primavera-
verano 2022, donde se colectaron muestras tanto de suelo agricola como de ensilaje de maiz

con 3 meses de almacenado (Figura 3).

2021 2022
Oct Nov Dic  Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic
Cosecha primavera-verano
Muestreo Muestreo

Siembra primavera-verano
Muestreo

Figura 3 Calendario de muestreos en UPL participantes de acuerdo con el ciclo
agroecoldgico

4.2 MUESTREO DE SUELO Y ENSILAJE DE MAIZ

Se realizaron dos muestreos para suelo agricola durante los meses de octubre de 2021 y marzo
2022, siguiendo y adoptando las técnicas descritas en la NOM-021-RECNAT-2000 y en la
NMX-AA-132-SCFI-2006. Para la toma de muestras se realizd un muestreo en zigzag o
también llamado técnica de “M” (Figura 4), la cual consiste en trazar una M imaginaria sobre
la parcela, sobre la cual se procedi6 a recolectar las muestras sobre cada uno de los puntos

de esta.
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Figura 4 Esquema de representacion de la técnica de muestreo en forma de “M”. Cada

vértice representa un punto de muestreo
NOTA: Figura extraida de NMX-AA-132-SCFI-2006.

Para esto se utilizo un sacabocado con el que se perforé a 30 cm de profundidad del suelo
para obtener una submuestra de 100 g aproximadamente, este procedimiento se repitio cinco
veces por punto. Las submuestras se resguardaron en bolsas, debidamente identificadas y se

transportaron en hielera al Laboratorio de Investigacion del Centro de Ciencias
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Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Aguascalientes (UAA) donde fueron
procesadas y resguardadas hasta su utilizacion.

En el caso del ensilaje de maiz el muestreo se realizé durante los meses de enero y
marzo de 2022, siguiendo y adoptando la técnica descrita en la NOM-188-SSA1-2002, para
la toma de muestras utilizando la técnica de “M”, la cual consistié en imaginar una M sobre
el silo abierto y sobre cada uno de los picos de esta designarlos como un punto de recoleccion
de muestra. Una vez seleccionado el punto de muestreo, se procedio a descartar los primeros
20 cm aproximadamente del ensilaje que estivo en contacto con el ambiente y a partir de ahi
se realizo la toma de la submuestra de 200 g aproximadamente por punto con lo que obtuvo
una muestra compuesta de un kilogramo que se depositd en una bolsa debidamente
identificada y se transporté en una hielera al Laboratorio de Investigacion del Centro de
Ciencias Agropecuarias de la UAA donde fueron procesadas y resguardadas hasta su

utilizacion.

4.3. IDENTIFICACION DE HONGOS TOXIGENICOS

En una balanza se pesaron 10 g de muestra molida, que se depositaron en matraces de 250
mL a los que se les agregé 90 mL peptona de caseina al 0.1%, luego se agitaron por 30
minutos y se prepararon cuatro dilaciones por muestra (101, 102, 10 y 10#). Dentro de una
campana de flujo laminar previamente esterilizada con alcohol al 70% y que se dejé reposar
en luz UV por lo menos 20 minutos, se tomaron de cada una de las diluciones 200 pL. con
una micropipeta para ser sembrado en cajas de Petri con medio de cultivo de rosa de bengala
(RBA) (ANEXO A) y se incubaron en oscuridad de 27-30°C por 7 dias con supervision diaria
(ANEXO B). Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn se registraron las caracteristicas
macroscopicas y el nimero de colonias presentes por dilucion.

Posteriormente se realizaron laminillas con la técnica de azul de algoddn lactofenol,
para esto se tomaba una porcion de la colonia de interés, se depositaba y se espacia en una
gota de azul-lactofenol previamente colocada en el centro de un portaobjetos estéril y se

cubria con un cubreobjetos.
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Se utiliz6 un microscopio optico (Carl Zeiss, Axiostar plus, EUA) para observar
estructuras morfoldgicas microscopicas a distintos aumentos y se identificaron los hongos a

nivel género en base a las descripciones de Barnett y Hunter (1998).

4.4. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MICOTOXINAS

La cuantificacion de micotoxinas en las muestras de ensilaje de maiz se realiz6 con Kits
comerciales de ELISA competitivo (RIDASCREEN ®). La extraccion se realizo de acuerdo
con las indicaciones del proveedor y de acuerdo con la micotoxina a identificar (ANEXO C)
cada muestra se trabajo por duplicado en pocillos de la microplaca y se leyeron en un lector
de microplacas (Bioteck ELx800TM, Bio Tek, EUA). Se obtuvo una curva patrén con
estandares purificados de cada una de las micotoxinas que se incluia en los kits comerciales
(ANEXO B) y con el cual se logrd cuantificar la cantidad de micotoxinas por muestra
utilizando el programa RIDASOFT ® Win.NET.

4.5. EVALUACION DE FACTORES PARTICIPANTES

Se obtuvieron datos ambientales de estaciones meteoroldgicas cercanas a las unidades de
produccién lechera, las cuales eran pertenecientes al INIFAP a través de la péagina
Laboratorio Nacional de Modelaje y Sensores remotos
(https://clima.inifap.gob.mx/Inmysr/Estaciones/Mapa). Los datos de temperatura, humedad
relativa y precipitacion fueron vaciados en una hoja de EXCEL para su posterior analisis en
el programa estadistico R-Studio 4.2.1 y en GraphPad Prisma 9.
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CAPITULO 5: RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACION DE HONGOS TOXIGENICOS

En las muestras de suelo agricola pertenecientes al final del ciclo agroecologico 2021 se
registrod el conteo de una o varias colonias fungicas en el 100% de las muestras, con un total
de 134 colonias fangicas de diferentes géneros, los cuales fueron: Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma, Rhizopus y Mucor (58.2, 35.1, 3.7, 2.2 y 0.7%, respectivamente) (Figura 5).
Para las muestras de suelo agricola correspondientes al inicio del ciclo agroecoldgico 2022
se registro el crecimiento de una o varias colonias fungicas en el 100% de las muestras con
un total de 182 colonias de los géneros: Penicillium, Aspergillus, Eurotium, Rhizopus,
Cladosporium y Trichoderma (66.5, 18.7, 7.7, 3.3, 2.7 y 1.1 %, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 5 Frecuencia de géneros fungicos en suelo agricola de 10 unidades de produccion
lechera al final del ciclo agroecol6gico 2021 y al inicio del ciclo 2022 (porcentaje de
aislados en cada ciclo: 134 y 182).
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En las muestras de ensilaje de maiz correspondiente al ciclo agroecoldgico 2021 y utilizado
a partir del primer mes de 2022 se registro el crecimiento de una o varias colonias fangicas
en el 50% de las muestras con un total de 8 colonias de diferentes géneros, los cuales fueron:
Penicillium, Fusarium, Aspergillus y Rhizopus (50.0, 25.0, 12.5y 12.5 %, respectivamente)
(Figura 6). Para las muestras de ensilaje de maiz del mismo periodo, pero con un
almacenamiento de tres meses se registro el crecimiento de una o varias colonias fungicas en
el 80% de las muestras con un total de 44 colonias de los géneros Penicillium, Aspergillus,
Rhizopus, Candida y Mucor (6.8%, 81.8, 4.5, 4.5y 2.3 %) (Figura 6).
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Figura 6 Frecuencia de géneros fungicos en ensilaje de maiz fresco (ciclo 2021) y ensilaje
de maiz con tres meses de almacenamiento en 10 unidades de produccion lechera ubicadas
en el Valle de Aguascalientes.

Se identificaron tres géneros fungicos toxigénicos: Aspergillus, Fusarium y Penicillium.
(Tabla 6).
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Tabla 6 Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de hongos toxigenicos encontrados

en las muestras de suelo agricola y de ensilaje de maiz
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5.2. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MICOTOXINAS

Se identificaron y cuantificaron cinco micotoxinas en las muestras de ensilaje de maiz de

ambos tiempos de almacenaje (Tabla 7).

Tabla 7 Identificacion y cuantificacion de micotoxinas en muestras de ensilaje de maiz

MICOTOXINA TIEMPO DE Concentracién LMP (CA) LMP (UE) Muestras
ALMACENAMIENTO (ng/kg) superiores
(meses) al LMP
(UE) (%)
Aflatoxinas 0 23.2+10.1 20.0 5 100
totales
3 11.2+3.9 20.0 5 90
Deoxinivalenol 0 1,402 + 1165 - 1,250 0
3 1,735+ 1,507.4 - 1,250 0
Fumonisina 0 1,790.5 216 + - 4,000 0
340.8
3 13.6 +8.6 - 4,000 0
Ocratoxina A 0 6.1+3.6 - 5 50
3 13.6 £ 8.6 - 5 80
Zearalenona 0 592.05 +245.6 - 1,750 0
3 628.5 £ 375.8 - 1,750 0

Se encontraron UPL en las que sus muestras de ensilaje de maiz superaron en promedio los
LMP establecido por las normas oficiales mexicanas y las directivas de la UE (Figura 7).
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Figura 7 Cuantificacion de micotoxinas de ensilaje de maiz de las UPL y su relacion con los
LMP de la NOM vy las directivas de la UE. A) Aflatoxinas totales (AFs) B) Deoxinivalenol
(DON) C) Fumonisina (FUM) D) Ocratoxina A (OTA) E) Zearalenona (ZEA)
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5.3. EVALUACION DE FACTORES PARTICIPANTES

Con la prueba de chi cuadrada se obtuvo que existe una diferencia significativa de la
frecuencia de géneros fingicos con el tipo de muestra (p < 0.05). Con la misma prueba se
obtuvo que existe una diferencia significativa de la frecuencia de géneros fungicos con
relacién al tiempo de almacenamiento del ensilaje de maiz (p < 0.05).

Se evaluaron los factores ambientales de temperatura, precipitacion y humedad
relativa (HR). De acuerdo con el anlisis la precipitacion no tiene diferencia significativa (p
> 0.05). Mientras que los factores de temperatura y HR fueron significativos (p < 0.05) a la
cantidad de AF en las muestras de ensilaje de maiz (Tabla 8).

Tabla 8 Comparacion de medias de los factores con relacion a AF

MICOTOXINA FACTOR AMBIENTAL VALOR-P
Aflatoxinas totales Temperatura 0.0414
Precipitacion 0.0593
Humedad relativa 0.0111

Con la prueba de Tukey se obtuvo que las interacciones temperatura vs precipitacion,
temperatura vs HR y HR vs precipitacion son estadisticamente significativas (p < 0.05). Se
demostro a través de una correlacién de Pearson que el incremento tanto de la HR como de

la temperatura estan relacionados con cantidades altas de AF en el ensilaje de maiz.
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CAPITULO 6: DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. IDENTIFICACION DE HONGOS TOXIGENICOS

Los tipos de muestras fueron estadisticamente diferentes, siendo las muestras de suelo
agricola en las que se present6 una mayor cantidad de colonias fungicas, esto debido a las
condiciones anaerdbicas en las que se elabora el ensilaje de maiz, evitando de esta manera el
establecimiento de los hongos y su pudricion (Espinoza Guerra et al., 2015).

De los hongos toxigénicos identificados en los dos tipos de muestras fueron
Aspergillus, Penicillium y Fusarium, hongos habitantes del suelo y que pueden generar
problemas en los campos de cultivo (Serrano-Colli y Cardona-Castro, 2015).

En las muestras de suelo agricola las frecuencias de las colonias fungicas fueron
significativamente diferente entre el cierre del ciclo agroecoldgico 2021 y el inicio del ciclo
agroecolégico 2022, siendo el periodo de inicio el que conto con una mayor cantidad de
colonias fungicas. Para el caso de la frecuencia de las colonias flngicas en las muestras de
ensilaje de maiz se encontré que de igual manera existe una diferencia significativa con
respecto al tiempo de almacenamiento, siendo el ensilaje de maiz con tres meses de
almacenado el que conto con un recuento mayor de colonias, por lo que las condiciones
anaerobicas cambiaron durante el almacenamiento.

El género fungico que mas se presentd fue Penicillium en ambos tipos de muestra,
pero la frecuencia de Aspergillus incremento en las muestras de ensilaje de maiz con tres
meses de almacenamiento, esto dado posiblemente a un inadecuado manejo de los silos en el
que el ensilaje quedaba expuesto a la condiciones ambientales y a las esporas del hongo, que
se esparcen cuando se remueve la tierra (Garcia-Vidal y Salavert Lleti, 2014), caso que se da

en el inicio del ciclo al hacer la preparacion de los suelos de cultivo.

6.2. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MICOTOXINAS
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La técnica utilizada para la identificacion y cuantificacion de las micotoxinas fue a través de
la técnica de ELISA competitivo, la cual permite un cribado preciso y delato rendimiento
dada su caracteristica de poner obtener varias muestras en poco tiempo y asi reducir riesgos
por contaminacion ademas de abaratar costos, y es que comparada con otros metodos como
el HPLC la diferencia que existe es minima (Rosi et al., 2007)

Se identificaron cinco micotoxinas en las muestras de ensilaje de maiz de las 10 UPL,
por lo que la presencia de los hongos toxigénicos estuvieron presentes en cierto punto del
proceso (Sanabria, Martinez y Lopez, 2017).

En las muestras de ensilaje de maiz con tres meses de almacenamiento tuvieron una
cuantificacion mayor de las micotoxinas en las que se obtuvo un promedio mayor a las
sugerencias establecidas por la NOM, en el caso de las AF, ni por la directiva de la UE para
DON, FUM, OTA 'y ZEA. Por lo que se obtiene un ensilaje de maiz que no es recomendable
dar al ganado, por los riesgos a la salud que implica su consumo (Gémez Ayala, 2007).

Dada la falta la regulacion de micotoxinas en el alimento y en la materia prima en

México, salvo para las AF, se utiliza como referencia la normativa de otros paises.

6.3. EVALUACION DE FACTORES PARTICIPANTES

En el analisis de la evaluacion de los factores ambientales se obtuvo el que los factores de
HR y temperatura estaban altamente relacionados al incremento de las AF en el ensilaje de
maiz, si estos factores crecian de igual manera lo haria la cantidad de AF y es que la
interaccion del hongo con su entorno se vuelve fundamental para la produccién de esta
micotoxina (Martinez Padron et al., 2013). Se ha observado que las cargas del hongo
Aspergillus son altas en relacion con una alta HR ambiental y con las variaciones de la
temperatura (Fon-Fay Vasquez, Barzola Miranda y Moran Bajafia, 2016).
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES

La presencia de los hongos del género Aspergillus persiste a través de los ciclos
agroecoldgicos a pesar de las interacciones bidticas y abidticas que ocurren dentro de las
UPL. Se encontraron en las muestras de suelo agricola y de ensilaje de maiz hongos
toxigénicos de los Aspergillus, Fusarium y Penicillium, y sus respectivas micotoxinas en las
muestras de ensilaje de maiz, cuya contaminacion incrementd en aquellas muestras que
tuvieron un mayor tiempo de almacenaje. Es importante recalcar que se detectd que existe
una problematica entorno a la contaminacion no solo de las AF, sino también con DON, OTA
y ZEA, ya que se encontraron UPL que mantuvieron en promedio por arriba de los LMP
establecidas por las directivas de la UE.

En cuestion de los factores que intervienen en el establecimiento y produccion de las AF, se
determind las condiciones de temperatura y HR presentes durante la época de siembra
primavera-verano son propicias para la contaminacion en el maiz aunado a una praxis para

el almacenamiento del ensilaje.
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GLOSARIO
Aflatoxigénicos: Capacidad del género y especie fungica llamada “Aspergillus flavus ”, para
producir toxinas
Aglutinantes: Sustancias que permiten adhesion de elementos provenientes de una misma
mezcla.
Aspergillus: Genero fangico cuyos representantes son llamados hongos filamentosos.
Aspergiloma: Enfermedad provocada por Aspergilllus, ubicandose Gnicamente en el
Sistema Respiratorio.
Basipétalo: La produccién de las esporas se da en la base.
Célula del pie: Hifa que se encuentra en la base del conidiéforo.
Colonia fangica: crecimiento del hongo.
Conidioforo: Estructura especializada en reproduccién asexual que produce esporas que
reciben el nombre de conidios.
Conidio (pl. conidia): Espora de reproduccion asexual que se produce en los conidiéforos.
Entrenudo: Parte del tallo de la planta que se encuentra entre dos nudos consecutivos.
Espadice: Inflorescencia en forma de espiga, con eje carnoso.
Espora: forma de reproduccion sexual o asexual.
Estipite: Estructura de soporte que puede fungir como tallo en la planta.
Ensilaje: Producto resultante del proceso de ensilado que esta destinado a la alimentacion
del ganado.
Espigdn: Sinénimo de mazorca.
Fenotipo: Caracteristicas o rasgos observables: morfolégicos, funcionales o metabdlicos.
Fialide: Conidi6foro con reproduccién asexual.
Hialino: Transparente.
Hifa: unidad estructural de los hongos que se origina a partir de las esporas.
Humus: Centrandose en el campo, es la accion combinada de la descomposicion de
animales, plantas y microorganismos presentes en la capa mas superficial del suelo.
Inflorescencia: Ramas de tallo con crecimiento limitado donde se insertan las flores.
Meétula: Ramificacidn estéril debajo de las fialides.

Micelio: Conjunto de hifas vegetativas.
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Micotoxina (s): metabolito secundario producido por algunos hongos que pueden ser
dafinos para la salud humano y/o animal.

Septo: Pared celular interna que divide a la hifa en células.

Sinema: Conjunto de filamentos sin esporas.

Persistencia: Existencia de una cosa por largo tiempo.

Vesicula: Parte dilatada de una hifa, parte final de un conidi6foro.
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ANEXO A MEDIO DE CULTIVO AGAR ROSA DE BENGALA (RBA)

Las siembras de suelo y de ensilaje de maiz se realizaron en el agar rosa de bengala (RBA),
para lo cual, se pesaron en una balanza semi analitica (BBDAM PGW 453e, Adam
Equipment, EUA) 26.6 g de extracto de malta (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA), 20
g de agar (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA) y 0.025 g de rosa de bengala, que se
diluyeron en un litro de agua destilada, el preparado se agitd constantemente hasta su
ebullicion, con la precaucion de evitar que se pegard y se quemara. El preparado se esteriliz6
en autoclave a 15 libras de presion por 15 min.

En una campana de flujo laminar vertical clase Il tipo A2 (LVC-180, LuministellMR,
Mexico) cuya superficie fue limpiada previamente con alcohol, se introdujeron el medio de
cultivo, las cajas Petri estériles, tijeras, algoddn y atomizador con alcohol al 70% y se dejaron
reposar bajo la luz ultravioleta por lo menos 15 min.

Una vez trascurrido el tiempo se vaciaron 15 ml del medio RBA en cada una de las cajas de
Petri estéril y se dejaron enfriar por 20 min dentro de la campana de flujo laminar, para
después ser tapadas y refrigeradas para su posterior uso. Se retiraron todos los materiales que
fueron utilizados de la campana de flujo laminar y se limpi6 la superficie con alcohol al 96%

y se cerrd por completo la puerta de seguridad.
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ANEXO B CURVA PATRON DE ESTANDARES DE MICOTOXINAS

Curva Patron de AF Curva Patron de DON
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ANEXO C TECNICA DE ELISA
A) AFLATOXINAS (AF) (R4701)

De las muestras secas y molidas se pesaron 5 g, posteriormente se agregaron 12.5 mL de
metanol al 70% y se agitaron por tres minutos, se filtraron en papel filtro con porosidad #1,
del filtrado se diluyo 1 mL en un 1 mL de agua destilada y de esta dilucién se tomaron 50 puL
para cada pocillo de la microplaca. Todos los reactivos se utilizaron a temperatura ambiente
(20-25°C / 66-77°F). Como solucion de lavado se utilizé un tampon PBS-Tween, el cual se
prepar6 disolviendo el sobre en un litro de agua destilada, se agita para mezclar bien y el
tampon se mantiene estable durante 4-6 semanas a una temperatura entre 2-8°C (35-46°F).
Se colocaron pocillos suficientes en el soporte de la microplaca tanto para los estandares y
las muestras a analizar, se registrd en una bitacora las posiciones de los estandares y de las
muestras que tomarian en la microplaca. Se agregaron 50 uL de los estandares y de las
muestras a analizar en los pocillos correspondientes, entre cada estandar y muestra se utilizé
una punta nueva y estéril. Después se agregaron 50 uL del conjugado aflatoxina-enzima a
los pocillos. Luego se afiadieron 50 pL de anticuerpo anti-aflatoxina mezclando suavemente
y dejando reposar por 10 minutos en oscuridad. Transcurrido el tiempo el contenido de los
pocillos se vaci6 en un recipiente con golpes energéticos, sobre un papel absorbente limpio
se elimind el excedente del liquido
El lavado de los pocillos se realiz6 con 250 pL de tampon de lavado y el contenido de vacio
de la forma explicada anteriormente. Posteriormente se agregaron 100 pL de cromdgeno a
cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente y dejando reposar en
oscuridad por 5 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 100 pL. de soluciéon
de stop a cada pocillo y se mezcl6é suavemente, para finalmente proceder con la lectura la
microplaca a una absorbancia de 450 nm. La lectura se realizé en un lector de microplacas
ELx800TM, Bio Tex, EUA y los resultados de la absorbancia se registraron y se calcularon
usando el software Ridasoft Win version 1.8.
Limite de deteccion: 1.7 — 45 pg/kg

b) DEOXINIVALENOL (DON) (R5902)
De las muestras secas y molidas se pesaron 5 g, posteriormente se agregaron 100 mL de agua
destilada y se agitaron por tres minutos, se filtraron en papel filtro con porosidad #1, del

55



filtrado se tomaron 50 uL para cada pocillo de la microplaca. Todos los reactivos se utilizaron
a temperatura ambiente (20-25°C / 66-77°F). Como solucion de lavado se utilizé un tampon
PBS-Tween, el cual se prepar6 disolviendo el sobre en un litro de agua destilada, se agita
para mezclar bien y el tampdn se mantiene estable durante 4-6 semanas a una temperatura
entre 2-8°C (35-46°F).
Se colocaron pocillos suficientes en el soporte de la microplaca tanto para los estdndares y
las muestras a analizar, se registré en una bitacora las posiciones de los estandares y de las
muestras que tomarian en la microplaca. Se agregaron 50 pL de los estandares y de las
muestras a analizar en los pocillos correspondientes, entre cada estandar y muestra se utilizo
una punta nueva y estéril. Después se agregaron 50 pL del conjugado a los pocillos. Luego
se afladieron 50 pL de anticuerpo mezclando suavemente y dejando reposar por 5 minutos
en oscuridad. Transcurrido el tiempo el contenido de los pocillos se vacio en un recipiente
con golpes energéticos, sobre un papel absorbente limpio se elimind el excedente del liquido
El lavado de los pocillos se realizé con 250 puL de tampdn de lavado y el contenido de vacid
de la forma explicada anteriormente. Posteriormente se agregaron 100 pL de cromogeno a
cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente y dejando reposar en
oscuridad por 3 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 100 pL de solucion
de stop a cada pocillo y se mezcl6é suavemente, para finalmente proceder con la lectura la
microplaca a una absorbancia de 450 nm. La lectura se realiz6 en un lector de microplacas
ELx800TM, Bio Tex, EUA y los resultados de la absorbancia se registraron y se calcularon
usando el software Ridasoft Win versién 1.8.
Limite de deteccion: 0.222— 6.0 pg/kg

c) FUMONISINAS (FUM) (R5602)
De las muestras secas y molidas se pesaron 5 g, posteriormente se agregaron 25 mL de
metanol al 70% y se agitaron por tres minutos, se filtraron en papel filtro con porosidad #1,
el filtrado se diluyo 1:14 con agua destilada y de esta dilucion se tomaron 50 pL para cada
pocillo de la microplaca. Todos los reactivos se utilizaron a temperatura ambiente (20-25°C
/ 66-77°F). Como solucién de lavado se utilizd un tampon PBS-Tween, el cual se preparo
disolviendo el sobre en un litro de agua destilada, se agita para mezclar bien y el tampédn se
mantiene estable durante 4-6 semanas a una temperatura entre 2-8°C (35-46°F).
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Se colocaron pocillos suficientes en el soporte de la microplaca tanto para los estdndares y
las muestras a analizar, se registré en una bitacora las posiciones de los estandares y de las
muestras que tomarian en la microplaca. Se agregaron 50 puL de los estandares y de las
muestras a analizar en los pocillos correspondientes, entre cada estandar y muestra se utilizo
una punta nueva y estéril. Después se agregaron 50 uL del conjugado a los pocillos. Luego
se afiadieron 50 pL de anticuerpo mezclando suavemente y dejando reposar por 10 minutos
en oscuridad. Transcurrido el tiempo el contenido de los pocillos se vacid en un recipiente
con golpes energéticos, sobre un papel absorbente limpio se elimind el excedente del liquido
El lavado de los pocillos se realiz6 con 250 pL de tampdn de lavado y el contenido de vacid
de la forma explicada anteriormente. Posteriormente se agregaron 100 pL de cromoégeno a
cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente y dejando reposar en
oscuridad por 5 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 100 puL de solucion
de stop a cada pocillo y se mezcld suavemente, para finalmente proceder con la lectura la
microplaca a una absorbancia de 450 nm. La lectura se realiz6 en un lector de microplacas
ELx800TM, Bio Tex, EUA y los resultados de la absorbancia se registraron y se calcularon
usando el software Ridasoft Win version 1.8.
Limite de deteccidon: 0.222 — 6.0 ug/kg

d) OCRATOXINA (OTA) (R5402)
De las muestras secas y molidas se pesaron 10 g, posteriormente se agregaron 50 mL de
extracto ECO diluido en agua destilado (1:10) y se agitaron por cinco minutos, para después
ser centrifugadas durante por cinco minutos a 3500 g a temperatura ambiente (25°C), se tomé
un mL del sobrenadante y se diluyo con un mL de tampdn de lavado y de esta dilucién se
tomaron 50 plL para cada pocillo de la microplaca. Todos los reactivos se utilizaron a
temperatura ambiente (20-25°C / 66-77°F). Como solucion de lavado se utilizé un tampo6n
PBS-Tween, el cual se prepar6 disolviendo el sobre en un litro de agua destilada, se agita
para mezclar bien y el tampdn se mantiene estable durante 4-6 semanas a una temperatura
entre 2-8°C (35-46°F).
Se colocaron pocillos suficientes en el soporte de la microplaca tanto para los estandares y
las muestras a analizar, se registro en una bitacora las posiciones de los estandares y de las
muestras que tomarian en la microplaca. Se agregaron 50 puL de los estdndares y de las

muestras a analizar en los pocillos correspondientes, entre cada estandar y muestra se utilizd
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una punta nuevayy estéril. Después se agregaron 50 uL del conjugado a los pocillos, se mezcl
suavemente y se dejo incubar por 5 minutos en oscuridad. Transcurrido el tiempo en un
recipiente se vacio el liquido y sobre un papel absorbente se golped vigorosamente el soporte
de los micripocillos invertidos (tres veces) para asegurar la eliminacion del liquido de los
pocillos, posteriormente a los pocillos se les agrego 250 uLL de tampon de lavado y se vacio
el liquido repitiendo el procedimiento otras dos veces.
Posteriormente se agregaron 100 uL. de cromodgeno a cada pocillo, mezclando el contenido
de la microplaca suavemente y dejando reposar en oscuridad por 3 minutos a temperatura
ambiente. Después se agregaron 100 pL de solucion de stop a cada pocillo y se mezcl6
suavemente, para finalmente proceder con la lectura la microplaca a una absorbancia de 450
nm. La lectura se realiz6 en un lector de microplacas ELx800TM, Bio Tex, EUA y los
resultados de la absorbancia se registraron y se calcularon usando el software Ridasoft Win
version 1.8-
Limite de deteccion: 1.3 — 100 pg/kg

e) ZEARALENONA (ZEA) (R5502)
De las muestras secas y molidas se pesaron 5 g, posteriormente se agregaron 25 mL de
metanol al 70% y se agitaron por tres minutos, se filtraron en papel filtro con porosidad #1,
el filtrado se diluyo un mL del filtrado con un mLde agua destilada y de esta dilucion se
tomaron 50 pL para cada pocillo de la microplaca. Todos los reactivos se utilizaron a
temperatura ambiente (20-25°C / 66-77°F). Como solucion de lavado se utilizé un tampo6n
PBS-Tween, el cual se prepar6 disolviendo el sobre en un litro de agua destilada, se agita
para mezclar bien y el tampdn se mantiene estable durante 4-6 semanas a una temperatura
entre 2-8°C (35-46°F).
Se colocaron pocillos suficientes en el soporte de la microplaca tanto para los estandares y
las muestras a analizar, se registr6 en una bitacora las posiciones de los estandares y de las
muestras que tomarian en la microplaca. Se agregaron 50 puL de los estandares y de las
muestras a analizar en los pocillos correspondientes, entre cada estandar y muestra se utilizd
una punta nueva y estéril. Después se agregaron 50 pL del conjugado a los pocillos. Luego
se afadieron 50 puL de anticuerpo mezclando suavemente y dejando reposar por 10 minutos
en oscuridad. Transcurrido el tiempo el contenido de los pocillos se vacié en un recipiente

con golpes energéticos, sobre un papel absorbente limpio se elimind el excedente del liquido
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El lavado de los pocillos se realizé con 250 puL de tampdn de lavado y el contenido de vacid
de la forma explicada anteriormente. Posteriormente se agregaron 100 uL. de cromégeno a
cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente y dejando reposar en
oscuridad por 5 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 100 pL de solucion
de stop a cada pocillo y se mezclo suavemente, para finalmente proceder con la lectura la
microplaca a una absorbancia de 450 nm. La lectura se realiz6 en un lector de microplacas
ELx800TM, Bio Tex, EUA y los resultados de la absorbancia se registraron y se calcularon

usando el software Ridasoft Win version 1.8.
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RESUMEN

Se analiz6 la presencia de hongos toxigénicos durante dos ciclos
agroecoldgicos consecutivos muestreados bajo lineamientos
normativos mexicanos (técnica “M”) en unidades de produccion
lechera (UPL) del estado de Aguascalientes, Méx. El procesamiento
de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Investigacion de la
Posta Zootécnica del Centro de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes, México. Se analizaron 40
muestras en total, 10 tomadas en octubre 2021 de suelo agricola, 10
en enero 2021 de ensilaje de maiz, 20 restantes en marzo 2022 también
de ensilaje almacenado (tres meses). Para conocer la concentraciéon
de aflatoxinas y otras micotoxinas, se cuantificaron con competitivo
directo, su siembra e incubacion se hizo en Agar Rosa de Bengala con
técnica vaciado en placa por diluciones, se hizo conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/g) concluyendo con la identificacion
taxonomica y morfoldgica de las colonias fungicas donde el 100% de
las muestras de los ciclos presentaron crecimiento fungico, las
muestra de suelo agricola a finales del 2021 presentaron un total de
134 colonias ftngicas de diferentes géneros, los cuales fueron:
Penicillium (58.2%), Aspergillus (35.1%), Trichoderma (3.7%),
Rhizopus (2.2%) y Mucor (0.7%), las muestras de suelo agricola a
inicio de ciclo 2022 tuvieron un total de 182 colonias; Penicillium
(66.5%), Aspergillus (18.7%), Eurotium (7.7%), Rhizopus (3.3%),
Cladosporium (2.7%) y Trichoderma (1.1%). E1 50% de muestras de
ensilaje de maiz del ciclo 2021 y primer mes del 2022 presentaron un;
50% (Penicillium), 25% (Fusarium), 12.5% (Aspergillus) y 12.5%
(Rhizopus) y las muestras de ensilaje del mismo periodo con almacén
de 3 meses registraron crecimiento en el 80% de ellas,
correspondiendo a; 81.8% (Aspergillus), 6.8% (Penicillium), 4.5%
(Rhizopus), 4.5% (Candida) y 2.3% (Mucor). Por chi cuadrada se
demostré diferencia significativa con la frecuencia de géneros
fingicos con relacién al tiempo de almacenamiento y otros factores
ambientales.

Palabras clave: micotoxinas, ensilaje de maiz, suelo agricola,
Aguascalientes

INTRODUCCION

Dentro de la agricultura los hongos fitopatogenos son los
responsables de enfermedades en los cultivos de hortalizas, cereales
y frutas, ocasionando pérdidas econémicas y alteraciones en el ciclo
bioldgico de la planta, ademas de ser un factor importante en la
descomposicion de las semillas y los frutos, ocasionando que tanto
animales y humanos que consuman estos productos contaminados
puedan presentar una micotoxicosis, la cual es producida por
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metabolitos secundarios téxicos de los hongos (Cepero, 2012; Juarez-
Becerra ef al., 2010).

Los cuales son compuestos no esenciales para el crecimiento del
hongo, donde se pueden encontrar a los antibidticos y a las
micotoxinas, estas ultimas pudiendo ser altamente toxicas como las
aflatoxinas (AF) (Soriano del Castillo, 2015; Yu et al., 2005). Esta
micotoxina producida por Aspergillus flavus, A. parasiticus y/o
Penicillum puberulum, tiene una mayor presencia en climas tropicales
y subtropicales afectando principalmente a cultivos de sorgo, maiz,
algoddn y cacahuate, aunque también se han asilado en arroz, soja,
girasol, sésamo, olivo, nueces, almendras, avellanas, legumbres, café,
leche, pescado y en derivados de los alimentos antes mencionados
(Arenas Guzman y Torres Guerrero, 2019; Navarro Reyes, 2013; Yu
et al., 2005; Yunus et al., 2011).

En México el cultivo de maiz (Zea mays I.) tiene una gran importancia
econdmica, social y cultural, con un consumo anual per capita de 196.4
kg (Secretaria de Agricultura Ganaderia Desarrollo Rural Pesca y
Alimentos, 2017) y que ademas forma parte fundamental del
alimento del sector ganadero con el que se elabora el ensilaje de maiz
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

Considerando que la produccién de aflatoxinas se ve beneficiada por
las condiciones del sustrato, factores bioquimicos, biologicos y
condiciones ambientales (Carvajal, 2013) y que cada regién cuenta
con caracteristicas propias, se vuelve necesario conocer los factores
que intervienen en la produccion de AF, para que en un futuro se
puedan crear estrategias de accion especificas y eficaces que logren
mitigar los efectos negativos tanto econémicos como en la salud que
representan las AF.

El estado de Aguascalientes el cultivo de maiz es basico en las
unidades de produccién lechera (UPL) por lo que se destinan 61,390
ha para la siembra de maiz forrajero (SADER, 2019). Dentro de los
factores que influyen en el establecimiento del hongo y en la
produccion de micotoxinas son la temperatura, disponibilidad de
agua, enfermedades y plagas, y las condiciones de almacenamiento
(Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura, 2012).
El suelo es un componente dindmico del ambiente en que se
desarrolla la vida y que funge como reservorio de los in6culos de los
hongos que pueden afectar a los cultivos (Cervantes Juan, 2016;
CONABIO, 2019; Pacasa-Quisbert et al,, 2017; Silva Arroyave &
Correa Restrepo, 2009). Ademas, por alteraciones ocasionadas por las
practicas agrondmicas pueden influir en la calidad y diversidad del
suelo (Altieri & Nicholls, 2000).

De los hongos nativos del suelo se encuentran los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, que son capaces de producir micotoxinas que
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contaminan a los cultivos, como las aflatoxinas producidas por
especies de Aspergillus, ocratoxina A producida por especies de
Penicillium y zearalenona deoxinivalenol, fumonisinas producidas
por especies del género Fusarium.

Por lo que la finalidad de este trabajo fue evaluar la influencia de los
factores ambientales en la permanencia de A. flavus en el Estado de
Aguascalientes. Esto para comprobar si la presencia de A. flavus y las
AF persisten durante ciclos agroecoldgicos consecutivos en los
cultivos de maiz en Aguascalientes.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos muestreos para suelo agricola durante los meses de
octubre de 2021 y marzo de 2022, que corresponden al fin del ciclo
agroecolégico 2021 y al inicio del ciclo agroecolégico 2022
respectivamente, siguiendo y adaptando las técnicas descritas en la
NOM-021-RECNAT-2000 y en la NMX-AA-132-SCFI-2006, por cada
muestreo se realiz6 la toma de datos ambientales (temperatura,
humedad relativa y precipitacién) por medio de las estaciones
meteoroldgicas del INIFAP. Para la toma de muestra se realizé un
muestreo en zigzag o también llamaba técnica de “M”, la cual
consiste en trazar un M imaginaria sobre la parcela, procediendo con
la recoleccion de las muestras en cada uno de los picos de esta. Para
el caso del ensilaje de maiz los muestreos se realizaron en enero y
marzo 2022, el cual era un ensilaje con 0 mese de almacenamiento y
el segundo correspondia a un ensilaje con tres meses de
almacenamiento, utilizando la técnica de “M”, pero en cada uno de
los puntos de recoleccion se descartaban los primeros 20 cm del
ensilaje y después se tomaba la muestra.

Para esto se utilizé un sacabocado con el cual se perfor6 a 30 cm de
profundidad del suelo para obtener una submuestra de 100 g
aproximadamente, este procedimiento se repitié 5 veces por punto
hasta obtener un total de 5 submuestras que se resguardaron en
bolsas, debidamente identificadas y se trasportaron en hielera al
Laboratorio de Investigacion del centro de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad Auténoma de Aguascalientes (UAA).

El procesamiento de las muestras de suelo se realiz6 con el secado de
las muestras sobre cajas de papel estraza, haciendo que la capa no
fuera mayor a 2.5 cm de espesor y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Una vez secas se procedi6 con la molienda con apoyo de
un martillo de madera, de igual forma de manera manual se retiraron
rocas y materia organica visible para después realizar el tamizaje con
un tamiz del #20, para finalizar la homogenizacién de las
submuestras en una bolsa grande en las que el suelo se revolvia en
todas direcciones.

66



Por su parte el ensilaje de maiz se de dejo secar en cajas de papel
estraza a una temperatura de 60°C por 24 h, una vez secas y con
apoyo de un molino Thomas Wiley se molieron, una vez molida se
guardaron en bolsas herméticas en refrigeracion hasta su uso.

Con las muestras molidas se prosiguid con la técnica de vaciado en
placas por dilucion, bajo condiciones de esterilidad, donde se
pesaron 10g de la muestra y se depositaron en matraces de 250 ml
donde se les agrego 90 mL de agua peptonada al 0.1%, para luego ser
agitados por 30 min. Una vez agitadas se prepararon cuatro
diluciones por muestra (10, 102, 103 y 104). Dentro de una campana
de flujo laminar previamente esterilizada con alcohol al 70% y en
reposo con luz ultravioleta por 20 min, se tomaron 200 pL con una
micropipeta para ser sembrado en medio de cultivo de rosa de
bengala (RBA) y se dejaron incubando en oscuridad por 7 dias a 27-
30°C con revision diaria.

A las colonias resultante se les realizd preparaciones de azul de
algodon-lactofenol para su posterior identificacién bajo microscopio
optico (Carl Zeiss, Axiostar plus, EUA), la técnica consistia en tomar
una porcién de la colonia de interés y depositarla en un portaobjetos
esterilizado que contenia una gota de azul-lactofenol. La
identificacion y cuantificacion de micotoxinas se realizé por medio
de pruebas comerciales de ELISA competitivo (RIDASCREEN ®),
siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor y leidas las
microplacas en el programa RIDASOFT ® Win.NET.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las muestras de suelo agricola pertenecientes al final del ciclo
agroecoldgico 2021 se registrd el conteo de una o varias colonias
fangicas en el 100% de las muestras, con un total de 134 colonias
fangicas de diferentes géneros, los cuales fueron: Penicillium,
Aspergillus, Trichoderma, Rhizopus y Mucor (58.2, 35.1,3.7,2.2 y 0.7%,
respectivamente). Para las muestras de suelo agricola
correspondientes al inicio del ciclo agroecoldgico 2022 se registro el
crecimiento de una o varias colonias fungicas en el 100% de las
muestras con un total de 182 colonias de los géneros: Penicillium,
Aspergillus, Eurotium, Rhizopus, Cladosporium y Trichoderma
(66.5,18.7,7.7,3.3,2.7 y 1.1 %, respectivamente)

Por su parte las muestras de ensilaje de maiz de 0 meses de
almacenamiento se registro el crecimiento de una o varias colonias
fangicas en el 50% de las muestras con un total de 8 colonias de
diferentes géneros, los cuales fueron: Penicillium, Fusarium,
Aspergillus y Rhizopus (50.0, 25.0, 12.5 y 12.5 %, respectivamente). Para
las muestras de ensilaje de maiz con un almacenamiento de tres
meses se registré el crecimiento de una o varias colonias fingicas en
el 80% de las muestras con un total de 44 colonias de los géneros
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Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Candida y Mucor (6.8%, 81.8,4.5,4.5,
2.3%). En ambos tipos de muestras se encontraron Aspergillus sp.,

Fusarium sp. y Peniccillium sp (Figura 1)
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Figura 1. Hongos toxigénicos encontrados en muestras de suelo y
ensilaje de maiz. A) Aspergillus sp B) Fusarium sp C) Penicillium sp.
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Los tipos de muestras fueron estadisticamente diferentes, siendo las
muestras de suelo agricola en las que se presentd una mayor cantidad
de colonias fungicas, esto debido a las condiciones anaerodbicas en las
que se elabora el ensilaje de maiz, evitando de esta manera el
establecimiento de los hongos y su pudriciéon (Espinoza Guerra et al.,
2015). De los hongos toxigénicos identificados en los dos tipos de
muestras fueron Aspergillus, Penicillium y Fusarium, son considerados
hongos habitantes del suelo pudiendo generar problemas en los
campos de cultivo (Serrano-Colli y Cardona-Castro, 2015).

En las muestras de suelo agricola las frecuencias de las colonias
fangicas fueron significativamente diferente entre el cierre del ciclo
agroecoldgico 2021 y el inicio del ciclo agroecolégico 2022, siendo el
periodo de inicio el que conto con una mayor cantidad de colonias
fangicas. Para el caso de la frecuencia de las colonias fungicas en las
muestras de ensilaje de maiz se encontré que de igual manera existe
una diferencia significativa con respecto al tiempo de
almacenamiento, siendo el ensilaje de maiz con tres meses de
almacenado el que conto con un recuento mayor de colonias, por lo
que las condiciones anaerdbicas cambiaron durante el
almacenamiento. El incremento de la presencia de colonias fingicas
se puede deber a diversos factores que impactan en la calidad del
ensilaje, algunos de los factores que pueden deteriorar la calidad del
ensilaje son una mala compactacion de los forrajes, existencia de
orificios que permitan el paso del aire, insectos, el uso de material
inadecuado para el silo y la mala praxis con respecto al manejo y
mantenimiento (Gémez Ayala, 2007, Martinez-Fernandez et al.,
2014).

Por otra parte, se identificaron y cuantificaron cinco micotoxinas en
las muestras de ensilaje de maiz de ambos tiempos de almacenaje
(Cuadro 1).
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MICOTOXINA TIEMPO DE Concentracion LMP (CA) LMP (UE) Muestras
ALMACENAMIENTO (ng/kg) superiores
(meses) al LMP
(UE) (%)
Aflatoxinas 0 232=+10.1 20.0 5 100
totales
3 112=39 20.0 5 90
Deoxinivalenol 0 1,402 =1165 - 1,250 0
3 1,735=1,507.4 - 1.250 0
Fumonisina 0 1,790.5216 = - 4,000 0
340.8
3 136=86 - 4,000 0
Ocratoxina A 0 6.1=3.6 - 5 50
3 136=86 - 5 80
Zearalenona 0 502052456 - 1,750 0
3 628.5x3758 - 1,750 0

Cuadro 1. Identificacién y cuantificacion de micotoxinas en ensilaje de
maiz con respecto a Codex alimentarius (CA) y a las directivas de la
Unién Europea (UE).

Se encontraron UPL donde los niveles de AF se encontraban por
arriba del limite maximo permisible establecidos por las normas

oficiales mexicanas y por las directivas de la Unién Europea (Figura
2).
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Figura 2. Cuantificaciéon de Aflatoxinas totales (AFs) de ensilaje de
maiz de las UPL y su relaciéon con los LMP de la NOM y las directivas
de la UE.

La presencia y las concentraciones de las distintas micotoxinas
sugiere que durante el proceso de la elaboracion del ensilaje
estuvieron presentes hongos capaces de producir la toxinas que
contaminan al maiz. De los hongos capaces de producir a las AF son
los algunas especies del género Aspergillus, para el resto de
micotoxinas identificadas son producidas por especies de los géneros
Fusarium (ZEA, DON y FUM) y Penicillum (OTA) (Franco et al., 2014;
Serrano-Colli & Cardona-Castro, 2015).
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La producciéon de las micotoxinas, que se obtuvo una mayor
cuantificacién de las diversas micotoxinas fue en las muestras del
mes de marzo 2022, ya que la produccién de micotoxinas requiere de
una serie de factores como: el hongo, el sustrato, la humedad del
ambiente y del sustrato, la temperatura, el microbiota asociada, el
oxigeno y el periodo de almacenamiento (Arrtia Alvarenga et al.,
2013), por lo que por el incremento de temperatura que hubo entre
enero y marzo pudo influir en la produccién de estas aunado
también a malas praxis durante el almacenamiento.

Para la evaluacion de factores se analizaron el tipo de matriz donde
crecian las colonias fingicas (suelo agricola y ensilaje de maiz), por
lo que por medio de una prueba de chi cuadrada se obtuvo que existe
una diferencia significativa de la frecuencia de géneros fingicos con
el tipo de matriz (p < 0.05). Con la misma prueba se obtuvo que
existe una diferencia significativa de la frecuencia de géneros
fangicos con relacién al tiempo de almacenamiento del ensilaje de
maiz (p < 0.05).

También se evaluaron los factores ambientales de temperatura,
precipitacion y humedad relativa (HR). De acuerdo con el andlisis la
precipitacion no tiene diferencia significativa (p > 0.05). Mientras que
los factores de temperatura y HR fueron significativos (p < 0.05) a la
cantidad de AF en las muestras de ensilaje de maiz. Esto debido a la
interaccién de estos dos factores junto con el hongo permiten la
produccion de las micotoxinas (Martinez Padron et al., 2013). Se ha
observado que las cargas del hongo Aspergillus son altas en relacién
con una alta HR ambiental y con las variaciones de la temperatura
(Fon-Fay Vésquez, Barzola Miranda y Moran Bajafia, 2016) (Cuadro
2).

MICOTOXINA FACTOR AMBIENTAL VALOR-P
Aflatoxinas totales Temperatura 0.0414
Precipitacién 00393
Humedad relativa 00111

Cuadro 2. Comparaciéon de medias de los factores con relacion a AF

CONCLUSIONES

La presencia de los hongos del género Aspergillus persiste a través de
los ciclos agroecoldgicos a pesar de las interacciones biodticas y
abidticas que ocurren dentro de las UPL. Se encontraron en las
muestras de suelo agricola y de ensilaje de maiz hongos toxigénicos
de los Aspergillus, Fusarium 1y Penicillium, y sus respectivas
micotoxinas en las muestras de ensilaje de maiz, cuya contaminaciéon
incrementd en aquellas muestras que tuvieron un mayor tiempo de
almacenaje. Es importante recalcar que se detecté que existe una
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problematica entorno a la contaminacién no solo de las AF, sino
también con DON, OTA y ZEA, ya que se encontraron UPL que
mantuvieron en promedio por arriba de los LMP establecidas por las
directivas de la UE.

En cuestion de los factores que intervienen en el establecimiento y
produccion de las AF, se determind las condiciones de temperatura
y HR presentes durante la época de siembra primavera-verano son
propicias para la contaminacién en el maiz aunado a una praxis para
el almacenamiento del ensilaje, por lo que se puede afirmar que la
hipétesis se cumplié al determinar que los factores ambientales
permiten el establecimiento del hongo y la produccion de sus
micotoxinas a lo largo de los ciclos agroecoldgicos del maiz.
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