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RESUMEN

La contaminacién de alimentos y piensos por hongos toxigénicos y micotoxinas es un
problema mundial. Provoca danos en la produccion agricola, la produccién pecuaria, la
salud animal y la salud humana. El crecimiento de los hongos y la produccion de
micotoxinas en esta determinado por condiciones ambientales como temperatura y
humedad, asi como por caracteristicas de manejo, transporte y almacenamiento de los
productos agricolas. Existe informacion sobre la contaminacién por aflatoxinas en la cadena
de produccion de leche de bovinos del estado, pero se desconoce la influencia de factores
que tiene relacion con ella. Por lo que el objetivo del estudio fue evaluar la influencia de
factores climaticos, agrondmicos y zootécnicos con la contaminacion por hongos
toxigénicos y micotoxinas de raciones para vacas lecheras en unidades de produccion
lechera (UPL) del estado de Aguascalientes. Se realizaron muestreos mensuales durante
un ano en 10 UPL para recolectar muestras de racion total mezclada (RTM) y leche cruda;
se aplicé un instrumento de recoleccién de datos a los encargados para obtener informacién
zootécnica y agronémica de las UPL. Se monitorearon las condiciones meteorolégicas. Se
aislaron, identificaron y cuantificaron colonias aflatoxigénicas presentes en las muestras de
RTM, se caracteriz6 la capacidad toxigénica de los aislados; mediante técnica de ELISA.
Se cuantificd la concentracién de AF en las muestras de RTM y AFM en leche cruda
mediante técnica de ELISA. Los resultados de las variables cuantitativas se analizaron
mediante analisis de varianza (ANDEVA) y pruebas de Tukey; las variables categéricas
mediante modelos mixtos lineales generalizados y pruebas de chi cuadrada; se considerd
un nivel de probabilidad P<0.05. El analisis de los datos proporciond informacion sobre la
dinamica de la contaminacion de aflatoxinas a lo largo del afio y se identificaron las épocas
con mayor problematica de contaminacion para cada tipo de muestra. Se encontraron
cepas aflatoxigénicas de Aspergillus flavus. Los resultados generados marcaran la pauta
para el disefio futuro de estrategias que permitiran reducir el riesgo de exposicion a las
aflatoxinas por parte del ganado lechero y la poblacion humana de la regién y de esta

manera, evitar los problemas de salud relacionados a la ingesta de dichos contaminantes.

Palabras clave: Produccion lechera, hongos micotoxigénicos, micotoxinas, racion total
mezclada, cambio climatico.
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ABSTRACT

The food and feedstuffs contamination by toxigenic fungi and mycotoxins is a worldwide
problem. It causes negative effects on agricultural and livestock production, and animal and
human health. The growth of fungi and the production of mycotoxins is determined by
environmental conditions such as temperature and humidity, as well as the handling,
transportation and storage characteristics of agricultural products. There is information on
aflatoxin contamination in the state's bovine milk production chain, but the influence of
factors related to it is unknown. Therefore, the objective of the study was to evaluate the
influence of climatic, agronomic and zootechnical factors on contamination by toxigenic fungi
and mycotoxins of rations for dairy cows in dairy production units (UPL) in the state of
Aguascalientes. Monthly sampling was carried out for one year in 10 UPL to collect samples
of total mixed ration (TMR) and raw milk; A data collection instrument was applied to those
responsible for the units to obtain zootechnical and agronomic information. Their
meteorological conditions were monitored. Aflatoxigenic colonies present in the RTM
samples were isolated, identified and quantified, the toxigenic capacity of the isolates was
characterized by ELISA technique. The concentration of FA in the RTM and AFM1 samples
in raw milk was quantified using the ELISA technique. The results of the quantitative
variables were analyzed using analysis of variance (ANDEVA) and Tukey tests; categorical
variables using generalized linear mixed models and chi-square tests; A probability level
P<0.05 was used. The analysis of the data provided information on the dynamics of aflatoxin
contamination throughout the year and the times with the greatest contamination problems
were identified for each type of sample. Aflatoxigenic strains of Aspergillus flavus were
found. The results generated will set the tone for the future design of strategies that reduce
the risk of exposure to aflatoxins of dairy cattle and the human population of the region and,

in this way, avoid health problems related to the ingestion of these contaminants.

Keywords: Dairy production, mycotoxigenic fungi, mycotoxins, total mixed ration, climate

change.
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INTRODUCCION

La contaminacion de piensos por hongos toxigénicos y micotoxinas representa una
amenaza para la salud publica. Las micotoxinas son metabolitos secundarios sintetizados
por mas de un centenar de hongos y producen efectos toxicos o patologias tanto en seres
humanos como en animales (Kebede et al., 2020). La mayoria de los productos agricolas
destinados a la alimentacion de las vacas lecheras son susceptibles a la contaminacién por
hongos y micotoxinas durante las distintas fases de su cultivo, secado, almacenamiento y/o
transporte (Magnoli et al., 2019). (Greco et al., 2014). En la actualidad han sido identificadas
cerca de 400 micotoxinas, sin embargo, las catalogadas como de mayor preocupaciéon
debido a su impacto son las aflatoxinas, (Chi y Broomhead, 2009; Fink-Gremmels, 2008).
La exposicion crénica a las AF induce efectos mutagénicos, teratogénicos, estrogénicos,
inmunotoxicos, nefrotdxicos, y neurotdxicos (Igbal et al., 2015). Las AF también afectan la
salud animal y provocan un descenso en la produccién lechera (del Palacio et al., 2016).
Las aflatoxinas son sintetizadas principalmente por Aspergillus flavus, que es una especie
telurica dominante y abundante en el planeta. A. flavus tiene una gran importancia
econdmica por ser el principal hongo asociado a la produccion de AF en los granos, forrajes
y otros sustratos (Geiser et al., 2007; Perrone et al., 2007) Cuando las aflatoxinas se
integran a la cadena alimentaria, afectan el propésito de la industria agropecuaria que es
obtener productos finalizados de buena calidad nutricional e inocuos para el consumidor.
A nivel mundial, se estima que el 25% de la produccion agricola y cerca del 40% de
los cereales, presentan contaminacién por micotoxinas (FAO, 2003; Pittet, 1998). En
estudios de diversos paises se ha encontrado evidencia de contaminacién por hongos
toxigénicos y micotoxinas en raciones para vacas lecheras. En México, la incidencia natural
de micotoxinas en alimentos de uso pecuario se estimoé en 57%. La contaminacion de AF
en maiz se ha estimado en 90% (Flores-Ortiz et al., 2006). En investigaciones realizadas
en el pais se ha encontrado presencia de micotoxinas y hongos toxigénicos en alimentos
destinados a la alimentacion animal. En Aguascalientes, existentes algunos estudios sobre
la investigacion de las aflatoxinas; por ellos se sabe que es comun la presencia de cepas
toxigénicas de Aspergillus y aflatoxinas en las dietas de vacas lecheras (Valdivia et al.,
2015). Los hongos toxigénicos como Aspergillus flavus responden especialmente a las
condiciones de actividad de agua y de temperatura ambiental (0.96-0.98 aw, 28-30°C) para

desarrollar las rutas de biosintesis de aflatoxinas; estas condiciones se cumplen
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especialmente en las temporadas de lluvia del estado (Assuncéao et al., 2018). El estudio
de la influencia ambiental en la contaminacién por hongos Aspergillus y aflatoxinas resulta
de especial importancia ante un escenario global de cambio climatico, se prevé un cambio
en el patrén de apariciéon de los hongos y micotoxinas debido a la variabilidad climatica y
los fendmenos meteoroldgicos extremos (OMS, 2019).

A pesar de que el tema se ha estudiado ampliamente a nivel mundial y en menor
medida en nuestro pais, en Aguascalientes las investigaciones concernientes a la
contaminacion por aflatoxinas y al analisis de factores climaticos, agronémicos vy
zootécnicos que influyen en ella son escasas. Por ello se recolectaran muestras mensuales
de racién total mezclada (RTM) en diez unidades de produccion lechera del estado de
Aguascalientes. También se hara un monitoreo de las condiciones meteoroldgicas a lo largo
de un afio cuya informacién se obtendra de la red de estaciones agroclimaticas del INIFAP
y se aplicaran instrumentos de recoleccion de datos para obtener informacién zootécnica y
agrondmica. Se espera encontrar influencia de los factores mencionados en la
contaminacion por hongos Aspergillus toxigénicos y aflatoxinas en las raciones destinadas
a la alimentacion animal. La informacion que se generé permitira conocer la influencia en el
fendbmeno de contaminacion, asi como el panorama de contaminacién por hongos
Aspergillus y aflatoxinas lo que marcara la pauta para el disefio de estrategias y medidas
que permitan prevenir o reducir la exposicion dietaria por parte del ganado lechero y la
poblacion humana de la region a fin de evitar los problemas de salud que se relacionan a

la ingesta de dichos contaminantes.
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1. ESTRUCTURA DE LA TESIS

La estructura de esta tesis se organiza de acuerdo con los lineamientos y procedimientos
institucionales vigentes' establecidos para la elaboracion de trabajo recepcional para la
obtencion de grado los estudios de nivel posgrado en la UAA. El documento inicia con una
introduccion que presenta y contextualiza el proyecto bajo estudio.

En el capitulo 2 se incluye el planteamiento del problema en el marco de una revision
de los principales estudios previos relevantes para la construccion y delimitacién del objeto
de estudio. Derivadas de los planteamientos anteriores, se presentan las hipoétesis, las
preguntas de investigacién y los objetivos que guian el estudio. También se integra una
justificacion que destaca la relevancia e importancia que representa el estudio dentro del
Sistema Agropecuario Nacional.

En el capitulo 3, Marco Teorico, se presentan las aportaciones de diversos autores
para la construccion del objeto de estudio, desde las perspectivas teoricas y practicas.

En el capitulo 4, Materiales y Métodos, se presenta el disefio de investigacion
empleado, asi como las técnicas, instrumentos, formas de recoleccién de los datos y tipo de
analisis de la informacion, que permitieron la integracién analitica y metodolégica requerida.

En el capitulo 5, Resultados y discusién, se presenta una caracterizacion de los
resultados obtenidos y la contrastacion con diversas investigaciones comparables y se
intenta expresar una reflexion acerca del significado potencial de los hallazgos probables
de este estudio.

En la Conclusién se especifica la factibilidad de alcanzar un aceptable grado de
cumplimiento de los objetivos, asi como las implicaciones teéricas y productivas derivadas
directamente de las evidencias mas relevantes producidas por el estudio.

En la Bibliografia se enlistan las referencias mencionadas en todos los apartados
referidos para la elaboracion de este informe. También se incluyen diversos Anexos que
detallan de manera pormenorizada las técnicas instrumentales que seran aplicadas para la

obtencioén de la informacion.

' Universidad Auténoma de Aguascalientes (2016). Manual para la elaboracion del trabajo recepcional en los
programas de posgrado: tesis o trabajo practico. Direccion General de Investigacion y Posgrado. Departamento
de Apoyo al Posgrado Cédigo. Sistema de Gestion de la Calidad de la UAA: DI-040200-29, Revisién: 02,
Emision: 29/08/16. 26 pp.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacion por micotoxinas es un tema que se remonta a la antigledad. Existen
registros de micotoxicosis desde la Edad Media. En Europa se documenté el caso de un
cuadro clinico denominado como el “fuego del infierno” o “fuego de San Antonio”, en el que
se presentaban alucinaciones, psicosis, delirios, convulsiones, sensacién de quemazén y
necrosis distal. El ergotismo era causado por la ingesta de productos elaborados con
centeno contaminado con alcaloides producidos por Claviceps purpurea (Ramos-Girona et
al., 2020).

En la década de 1960, se registrdo en Reino Unido la muerte de mas de 100,000
ejemplares de pavos por una enfermedad de origen desconocido, que se nombrd “la
enfermedad X de los pavos. Luego de realizar investigaciones, se llegé a la conclusion de
que la muerte de las aves fue causada por la intoxicacién con metabolitos secundarios
sintetizados por Aspergillus flavus, que se denominaron aflatoxinas. La fuente de
contaminacion fue cacahuate procedente de Brasil que se utilizo para la preparacion de los
piensos de los pavos (Toso et al., 2018). Dicho acontecimiento, dio pasé al nacimiento de
la toxicologia moderna, desde entonces, la contaminacion por hongos toxigénicos y
micotoxinas ha sido un tema estudiado ampliamente. Para 1980, existian cerca de 7,000
estudios relacionados a la investigacién de micotoxinas y para el afo 2000 existian 34,000
estudios. En la actualidad, se ha estimado la existencia de 252,000 estudios cientificos
acerca del tema, de los cuales cerca de 20,000 se relacionan con la produccion lechera
(Google Academic, 2021). En México los estudios sobre micotoxinas son alrededor de
2,000 vy los relacionanados con la produccién agropecuaria no sobrepasan 50 (Microsoft
Academic, 2021).

Por otra parte, la colonizacion de los piensos por hongos toxigénicos y la subsecuente
produccién de micotoxinas, esta determinada por condiciones ambientales, principalmente
de temperatura, humedad y acidez, lo que supone un riesgo ante los escenarios globales
fluctuantes provocados por el cambio climatico (Medina et al., 2017). Se pronéstica un
cambio en los patrones de aparicién de micotoxinas, las zonas sujetas a contaminacion
cambiaran y regiones que en la actualidad presentan baja incidencia seran propensas a la

aparicion de hongos y produccion de micotoxinas (Assuncao et al., 2018).
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Conocer y comprender el fendbmeno de contaminacién es indispensable ante los
escenarios catastréficos que se vislumbran como consecuencia del cambio climatico (OMS,
2019). El estudio del impacto del cambio climatico y la influencia ambiental en el fendmeno
de contaminacién por hongos toxigénicos y micotoxinas en los productos agropecuarios, ha
tomado auge por todo el mundo. En la actualidad existen 8,000 estudios relacionado a dicha
tematica a nivel mundial. Sin embargo, a nivel nacional los estudios sobre la influencia
ambiental son escasos, son menos de 15 estudios los que consideran factores ambientales.
En el estado s6lo 3 estudios consideran algun tipo de variable climatologica.

En Aguascalientes y en el Altiplano Central Mexicano la produccion lechera es una
de las actividades econémicas mas importantes para la poblacién (Romo-Bacco et al.,
2015). En la region, la mayoria de las empresas lecheras basan su funcionamiento en la
alimentacion con ensilaje de maiz, el cual es especialmente susceptible a la contaminacién
por micotoxinas (Magnoli et al., 2019). También existe un flujo importante de ingredientes
para la formulacion de las raciones entre los estados que conforman el Altiplano Central
Mexicano. Por estudios previos se conoce que en el estado y en la region del ACM es
frecuente la presencia de cepas toxigénicas de Aspergillus, asi como la contaminacién de
aflatoxinas y zearalenona en las raciones de vacas.

En sintesis, cada uno de los estudios sefialados en el marco tedrico de este protocolo,
aporta elementos para la realizacién del estudio en el contexto del Sistema Agroalimentario

Mexicano y Estatal.

2.1. HIPOTESIS DE INVESTIGACION
Existe influencia de factores climaticos, agrondmicos y zootécnicos en la contaminacién por
hongos toxigénicos y aflatoxinas de las raciones destinadas a la alimentacion de vacas

lecheras y de leche cruda en el estado de Aguascalientes.

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo general
Evaluar la influencia climatica, agrondmica y zootécnica en la contaminacién fangica y por
aflatoxinas en las raciones destinadas a la alimentacion de vacas lecheras y en leche cruda

en unidades de produccion lechera del estado de Aguascalientes.
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2.2.2. Objetivos especificos

2.2.2.1. Objetivo 1. Recolectar muestras mensuales de racion total mezclada, leche cruda
e informacién agronomica y zootécnica en unidades de produccion lechera del estado de
Aguascalientes.

2.2.2.2. Objetivo 2. Recolectar y analizar datos meteorolégicos (temperatura, humedad
relativa, precipitaciéon, etc.) de la red de estaciones agrometeorologicas del
INIFAP/CONAGUA durante la fase de recoleccion de muestras de alimento y leche cruda.
2.2.2.3. Objetivo 3. Cuantificar la concentracién de aflatoxinas en las muestras de racién
total mezclada (AF) y leche cruda (AFM)

2.2.2.4. Objetivo 4. Aislar e identificar morfoldégica y toxicolégicamente las colonias
toxigénicas de hongos Aspergillus flavus presentes en RTM

2.2.2.5. Objetivo 5. Cuantificar y analizar mediante pruebas estadisticas, descriptivas e
inferenciales, la asociacion de factores climaticos, agronémicos y zootécnicos con la

contaminacion de la dieta y la leche cruda por aflatoxinas.

2.3. JUSTIFICACION

La leche de vaca es un alimento de la canasta basica debido a su alto aporte de nutrientes
de calidad y su bajo costo. Su consumo se recomienda especialmente en infantes y adultos
mayores (Fernandez et al., 2015). Sin embargo, histéricamente, en México no se ha
producido el volumen necesario de leche para satisfacer la demanda de la poblacién. El
consumo per capita en 2020 fue de 300 mL, por debajo del recomendado por la FAO, que
es de 500 mL al dia (OMS/FAQO, 2012). La demanda estimada de leche para el afio 2020
fue de alrededor de 30.2 millones de toneladas, de las cuales sdlo se produjo el 41.6.%
(SIAP, 2021). En el periodo de 2009 a 2018, México fue el primer importador de leche
descremada en polvo del mundo y el tercero en importaciones de leche en polvo, con un
promedio anual de 239 y 251 miles de toneladas, respectivamente (SIAP, 2018).

En las ultimas décadas, el sector agropecuario, en su conjunto, ha servido mas como
soporte para la industria lactea que para la satisfaccion de la demanda de leche de la
poblacién, debido a una politica comercial orientada a la importacion de productos lacteos

debido a su bajo costo como materia prima (Cesin-Vargas et al., 2014). De igual forma, en
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México los apoyos gubernamentales brindados a los productores no han sido suficientes
para alcanzar la productividad técnica esperada de los hatos (Hernandez et al. 2021).

Por otra parte, en el pais, son escasos y dispersos los estudios sobre la
contaminacion por hongos Aspergillus toxigénicos y aflatoxinas en las raciones destinadas
a la alimentacion de las vacas lecheras, asi como de la contaminacion por aflatoxinas de la
leche misma, a pesar de que existen evidencias de que el consumo crénico de aflatoxinas
afecta la salud animal y humana. La ingesta aguda o crénica de dichos contaminantes,
puede causar carcinogénesis, teratogénesis, inmunosupresion, cuadros clinicos de
neurotoxicidad, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, mielotoxicidad, toxicidad pulmonar y
endocrina, lo que lo convierte en un problema de salud publica (Hope, 2013; Igbal et al.,
2015). Las aflatoxinas disminuyen la productividad de las vacas lecheras incluso en
pequefas concentraciones, afectando la rentabilidad econémica de las unidades de
produccion.

Por otro lado, el cambio climatico también representa un riesgo para la inocuidad de
los alimentos y la salud publica (Assungédo et al., 2018). La colonizacion de hongos
toxigénicos y la produccién subsecuente de micotoxinas, esta determinada por condiciones
ambientales, principalmente de temperatura y humedad, lo que supone un riesgo ante los
escenarios globales fluctuantes provocados por el cambio climatico (Medina et al., 2017).
En México a partir de la década de 1960, se han registrado cambios climaticos, como el
aumento de en la temperatura promedio disminucion de los dias frescos y aumento de las
noches calidas. Se pronostica que la temperatura seguira en aumento en los anos futuros.
también se estima que las precipitaciones disminuiran en la mayoria del territorio nacional,
la mayor parte del pais se volvera mas seca y las sequias seran mas frecuentes (Cavazos
et al., 2013; INECC, 2013). Con el calentamiento global se espera un cambio en los
patrones de aparicion de los hongos y sus metabolitos, por lo que las zonas sujetas a
contaminacion incrementaran y las regiones que en la actualidad presentan baja incidencia
seran propensas a mayor contaminacién debido a las condiciones meteorolégicas extremas
(OMS, 2019).

En cuanto a la actividad agricola, se espera que el cultivo de maiz disminuya su
producciéon en las proximas décadas y que la situacion se agrave para finales del siglo
(INECC, 2013). Se estima, que por cada grado que aumente la temperatura media mundial
el rendimiento agricola se reducird un 6%. Esta disminucién de la disponibilidad de

alimentos puede dar lugar a la cosecha prematura de los cultivos con un nivel de humedad
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superior al recomendado (12%-14%) para evitar la contaminacion por hongos y metabolitos
durante el transporte y almacenamiento. De igual forma, favorecera la venta y consumo de
cosechas contaminadas por micotoxinas, lo que representa un mayor riesgo para la salud
publica, particularmente en paises de bajos ingresos (OMS, 2019)

Actualmente, los escasos estudios sobre micotoxinas en el pais se enfocan
principalmente en la investigacion de las aflatoxinas, debido a que son consideradas como
mas peligrosas por el IARC (2002) debido a su potencial carcinogénico, no son las Unicas
micotoxinas de importancia para salud animal y humana (Fink-Gremmels, 2008). De igual
forma, la informacién en México sobre las condiciones ambientales, agronémicas vy
zootécnicas que influyen en la contaminacién, es escasa.

Este estudio, permitira identificar los factores agrondmicos, zootécnicos y climaticos
qgue se asocian con la contaminacion por hongos Aspergillus aflatoxigénicos y aflatoxinas
en las raciones destinadas a la alimentacion de vacas lecheras y en leche cruda, en el
estado de Aguascalientes. Los resultados que se obtengan marcaran la pauta para disefiar
estrategias y tomar las medidas preventivas necesarias en el sistema de produccién lechero
estatal y regional para reducir la exposicion dietaria de micotoxinas tanto del ganado

lechero, como de la poblacion humana a fin de evitar problemas de salud.
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3. MARCO TEORICO

3.1. GANADERIA LECHERA

3.1.1. Importancia econémica y social de la leche

La leche es uno de los productos mas importantes y de mayor produccién a nivel mundial,
representa una fuente de ingresos para alrededor de 150 millones de familias que se
dedican a la ganaderia lechera en todo el mundo. En la mayor parte de los paises en
desarrollo, la leche es producida por pequefios productores; dicha actividad, contribuye al
bienestar econémico, la seguridad alimentaria y la nutricion de los hogares. El ganado

bovino aporta el 82% de la produccion lechera mundial (FAO, 2019).

3.1.1.1. Aporte nutrimental de la leche. La leche de vaca forma parte de la alimentacién
basica de los seres humanos en todas las etapas de la vida, especialmente, en infantes y
adultos mayores. De acuerdo con la NOM-243-SSA1-2010, se denomina leche a la
secrecién natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas o de cualquier otra especie
animal, excluido el calostro (DOF, 2010). La leche de vaca es un producto completo y
equilibrado, proporciona un alto contenido de nutrientes en relacion con su contenido
caldrico. Contiene una gran cantidad de macronutrimentos de gran biodisponibilidad,
accesibles y a bajo costo: aporta proteinas de alto valor biolégico y es una buena fuente de
calcio, fésforo, magnesio, zinc y selenio, asi como de vitaminas liposolubles A, D y E
vitamina C y vitaminas del complejo B (tiamina y riboflavina). Ayuda a prevenir ciertos
padecimientos, como: enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial y patologias

Oseas y dentales (Fernandez et al., 2015; Uscanga-Dominguez et al., 2019).
3.1.2. Produccion de leche

3.1.2.1. Produccion mundial. En el mercado mundial la produccién de leche se divide en
dos grandes grupos integrados, por un lado, los paises altamente desarrollados como
Estados Unidos de América y los ubicados en Europa, produccién que obtienen con
elevados programas de subsidios; y, por otro lado estan los paises con bajos costos de
produccion como Australia, Nueva Zelanda, Argentina y Uruguay, quienes poseen
condiciones agroclimaticas muy favorables para la producciéon y cuentan con la

infraestructura necesaria para una produccion eficiente (Loera y Banda, 2017). La
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produccion mundial esta liderada por paises como Estados Unidos de Ameérica, India,

Brasil, Alemania y China. México ocupé en el ano 2019 el decimoséptimo lugar en

produccion lechera (Figura 1).
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Figura 1. Principales paises productores de leche en 2019. Elaboracién propia a partir

de (SIAP, 2021b)

3.1.2.2. Produccion y demanda nacionales de leche. En el afio 2020 el pais registro una
produccién de 12.6 millones de toneladas de leche (SIAP, 2021b), sin embargo, dicha

produccion representa solo el 41.6.% de la demanda estimada de leche para el afio 2020

que fue de alrededor de 30.2 millones de toneladas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Demanda estimada de leche de acuerdo con el
consumo recomendado para cada segmento de edad y la
poblacion de México en 2020

Edad Recomendacion Poblacion Demanda
(afios) (mL dia")! (N° de habitantes)? (10°L arfio™)
1a3 400 6,059,483 0.88
4a8 600 10,829,944 2.37
9a18 800 21,853,229 6.38
19a 50 600 59,173,715 12.96

> 51 800 26,011,290 7.60
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ne 500 273,386 0.05
TOTAL 124,201,047 30.24
ne: edad no especificada
Fuente: Elaboracién propia a partir de (INEGI, 2020; Institue of Medicine National
Academies, 2019; OMS y FAO, 2012)

La produccion nacional de leche de bovino ha presentado una tendencia creciente en los
ultimos 60 afios (Figura 2), sin embargo, la tasa de crecimiento de esta ha sido menor a la
de la demanda de leche de la poblacion. Histéricamente, en México, no se ha producido el
volumen necesario de leche para satisfacer la demanda nacional, lo que ha provocado que
la poblacién ingiera menor cantidad de leche de la recomendada (500 mL/dia™'; OMS/FAOQ,
2012). En 2020, el consumo per capita fue de solo 300 mL de leche al dia. Ante el déficit
histérico de produccién de leche los gobiernos anteriores optaron por la importacién de
productos lacteos, especialmente leche en polvo. En el periodo de 2009 a 2018, México fue
el primer importador de leche descremada en polvo del mundo y el tercero en importaciones
de leche en polvo, con un promedio anual de 239 y 251 miles de toneladas, respectivamente
(SIAP, 2018).
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Figura 2. Evolucién histérica de la producciéon y demanda de leche de bovino en
México. Elaboracién propia a partir de CONAPO (2021); Institue of Medicine National
Academies (2019); OMS/FAO (2012); SIAP (2021)
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Los principales estados productores de leche en la ultima década fueron: Jalisco, Coahuila,
Durango, Chihuahua, Guanajuato, Veracruz, México, Puebla, Chiapas, Hidalgo, y

Aguascalientes (Figura 3).
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Figura 3. Principales estados productores de leche (2011-2020).
Elaboracién propia a partir de (SIAP, 2021b)

Los principales estados productores de volumen de leche por unidad de superficie (miles
de L/Km?) en la ultima década, fueron: Aguascalientes, Querétaro, Jalisco, Tlaxcala,

Guanajuato, México, Hidalgo, Durango, Puebla y Veracruz (Figura 4).
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Figura 4. Principales estados productores de leche en relaciéon con la superficie
territorial (2011-2020). Elaboracién propia a partir de SIAP (2021)
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3.1.2.3. Produccion estatal. El estado de Aguascalientes presenta una tendencia creciente
de produccién lechera en las ultimas décadas (Figura 5). En el afo 2020 se produjeron
cerca de 425 miles de toneladas, volumen que represent6 el 3.4% de la produccién nacional
de leche (SIAP, 2021b). En el estado se consume el 30% de la produccion, el resto es

procesada o comercializada fuera de la entidad (Lozano-Santillan e Islas-Ojeda, 2009).
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Figura 5. Evolucién historica (1980-2020) de la produccidn de leche en el estado de
Aguascalientes. Elaboracién propia a partir de SIAP (2021a)

3.2. SISTEMA DE PRODUCCION LECHERO EN AGUASCALIENTES

En el 2010, SAGARPA, tenia registro de la existencia de 3155 unidades de produccion
lechera en el estado de Aguascalientes. En el afio 2016, habia un inventario en el estado
de casi 100,000 vacas para produccion de leche y de cerca de 25,000 vacas para doble
propodsito. La produccion de leche de bovino es una de las actividades econémicas de
mayor importancia en el estado, representa cerca del 0.4.% del PIB estatal (Romo-Bacco
et al., 2015). Con base a diferencias en las caracteristicas de produccién y productividad;
en el Altiplano Central Mexicano se distinguen tres escalas de produccion en la ganaderia

lechera: micro y pequefia escala, mediana escala y gran escala (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Produccion y productividad por escalas de UPL del ACM

Estrato de produccion Peqlﬂ\flelf?;oeicala Mediana escala Gran escala
Tamano del hato (No. de vacas) Hasta 30 30-100 Mayor a 150
Produccion promedio 15.03 16.16 23.50
(L/vacaldia)
Vacas en produccion (%) 84 83 86
Superficie agricola de riego (Ha) Hasta 10 10-100 Mayor de 100

Fuente: Adaptado de (Carranza-Trinidad et al., 2007; Lozano-Santillan y Islas-Ojeda,
2009; Mariscal-Aguayo et al., 2017; Romo-Bacco et al., 2015)

El 70% de la produccion estatal de forrajes es destinada para la alimentacion del
ganado bovino lechero (Lozano-Santillan e Islas-Ojeda, 2009). La alimentacion de las
vacas lecheras en los sistemas estabulados del Altiplano Central Mexicano, incluido
Aguascalientes, se basa en el uso de ensilado de maiz, forrajes de corte y altas inclusiones

de granos y alimentos concentrados (Camacho Vera et al., 2017).

3.3. CONTAMINACION DE PRODUCTOS AGRICOLAS

El crecimiento de hongos es una de las causas mas comunes de deterioro de los productos
agricolas, especialmente de los cereales; la infeccién por hongos no sélo reduce el valor
nutritivo, sino que en determinadas condiciones ambientales se producen metabolitos
secundarios que tienen efectos toxicos en la salud animal y humana (H. K. Abbas et al.,
2017). Los hongos filamentosos pueden contaminar a los productos agricolas en cualquier
etapa del proceso, desde el cultivo en campo hasta el almacenamiento o transporte de las

cosechas (Martinez Padrén et al., 2013).

3.3.1. Géneros fungicos y micotoxinas de mayor importancia en la produccién
agropecuaria
Las micotoxinas de mayor interés tanto en la produccién agropecuaria como en la
produccion lechera son las aflatoxinas, zearalenona, deoxinivalenol, fumonisinas y
ocratoxinas. Son producidas principalmente por hongos de los géneros fungicos
Aspergillus, Fusarium 'y Penicillium (Chiotta et al., 2020).

Las aflatoxinas, metabolitos secundarios de alta actividad bioldgica, son producidos
por hongos filamentosos especificos de la seccién Flavi, principalmente, Aspergillus flavus

y Aspergillus parasiticus (Garciay Heredia, 2006). La zearalenona, micotoxina estrogénica
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derivada de policétidos, es producida por algunas especies de Fusarium, especialmente
Fusarium graminearum y F. culmorum (Marin et al., 2013). De igual forma, Fusarium
graminearum y F. culmorum son las principales especies asociadas a la produccion de
Deoxinivalenol (Martinez et al., 2014). Las fumonisinas de la serie B, fumonisinas B1, B2, B3
y B4, son generalmente las fumonisinas mas abundantes en granos de maiz contaminados
naturalmente y en cultivos puros de F. proliferatum y F. verticillioides (Kamle et al., 2019).
Las principales especies fungicas asociadas a la produccion de ocratoxina son Aspergillus
ochraceus y Penicillium verrucosum. Las especies micotoxigénicas pueden contaminar
varios sustratos, especialmente los cereales (Cuadro 3). La contaminacion de los productos
agropecuarios provoca efectos nocivos para la salud animal y humana, ademas de pérdidas

econdmicas millonarias a los paises productores y exportadores de alimentos (FAO, 2013).

Cuadro 3. Principales especies productoras de micotoxinas en la produccion agropecuaria y
principales cultivos que contaminan.

. . . Principales cultivos Distribucion
Micotoxina Especie productora e
hospederos geografica

Cereales (Maiz, sorgo, trigo,

Aspergillus flavus Mundial
. centeno, cebada)
Aflatoxina ; :
Aspergillus parasiticus e S°rdo:trido, Mundial
centeno, cebada)
Fusarium ; . .
Zearglgnona, graminearum Cebada, Maiz, Trigo Mundial
Deoxinivalenol : |
Fusarium culmorum Cereales Regiones templadas
Fusarium verticillioides Maiz Mundial
Fumonisina i :
Fusarium proliferatum Maiz. Esparragos, mango, Mundial
sorgo
, Trigo, maiz, cebada, Regiones tropicales,
Aspergillus ochraceus ' . .
. centeno, semillas de algodon subtropicales
Ocratoxina L A )
Penicillium Trigo, maiz, cebada, )
Regiones templadas
verrucosum centeno, avena, arroz

Fuente: elaboracion propia a partir de Pittet (1998) y Tran et al. (2020)

3.3.2. Situacion Actual de la contaminacién de productos agricolas

3.3.2.1. Mundial. La contaminacién por micotoxinas en los alimentos es una preocupaciéon
a nivel mundial. La FAO (2003) estima que un cuarto de la produccién agricola mundial esta
contaminado por alguna o varias micotoxinas. La mayoria de los hongos toxigénicos crecen

en cereales, se estima que del 25 al 40% estan contaminados por micotoxinas (Pittet, 1998).
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Existen evidencias de la contaminacién por micotoxinas en las raciones para ganado en

todo el mundo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Evidencia de la contaminacion de micotoxinas en ingredientes y piensos para
ganado lechero a nivel mundial

, Tipo de C . Muestras positivas
Pais N alimento Técnica Media (ng/kg) (%)
Aflatoxinas (AF)
Espania
ana - . AFB:1(0.31),  AFBs (6.82), AFG
éﬁ?}igge‘;e; 44 E':Tf:?fo UHPLC-FLD AFG1(0.34), (4.55).
i AFG2(0.18) AFG(11.41)
Espafia
(Rodriguez- Ensilado ) AFG:(2.21), AFG2  AFGi1(14.29),
Blanco et al., f alfalfa ~ JHPLC-FLD (0.91) AFG2 (14.29)
2021)
Espana .
Rodriguez- 10 SRR oD ARG (012 AFG: (10
Blanco et al. __maiz ; 2(0.12) 2(10)
2021) g inmaduro
(Frafgis;'t L 15 Lomsosa  UPLC-  AFB(100),AFB:  AFBi(13) AFB;
s 56 g MS/MS (4.8), AFG1 (7.1) (4), AFG1 (4)
Egipto
(Abdallah et al, 61 Maiz ~ HPLC-FLD  AFB1(87).AFB2  AFB1(29), AFB.
L (2.2) (10)
Egipto ;
(Abdallah etal, 17~ AMeMO  ppicpp  ATE ((:)'55))’ G (‘(‘g))’ AFBz
2019) :
Sudafrica P'egfaos UnpLc.  AFBi(26.1),AFB;  AFB: (3.9), AFB;
(Changwa etal, 77 BEIE VNS (44) AFG1(20.2)  (3.9),AFG:(26)
2021) g AFG2 (11.1) AFG> (1.3)
lechero
Kenia P'e;'faos ’(*5F?)1 (/f;é)'(gf E;; AFB1 (93), AFB:
(Kemboi etal, 16 ggna G Lomsms O (48), AFG1 (70)
2020) gafado o1 5) AFG:2 (33) AF (93)
China central Pieanfaos
(Xiong etal, 174 P HPLC AFB1 (24.4) AFB1 (35.1)
2018) ganado
lechero
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Tunez
(Abbes et al., 58
2012)

Uruguay
(Capelli et al., 15
2019)

Uruguay
(Capelli et al., 22
2019)

Sudafrica
(Changwa et al., 40
2018)

Zearalenona (ZEA)
Espana
(Rodriguez-
Blanco et al.,
2021)

44

Espafia
(Rodriguez-
Blanco et al.,

2021)

10

Espana
(Rodriguez-
Blanco et al.,

2021)

Brasil
(Franco et al., 15
2019)

Espafia
(Rodriguez-
Blanco et al.,

2020)

193

Eqipto
(Abdallah et al., 17
2019)

Piensos
para

ELISA
ganado
lechero
Concentr ELISA
ados
Ensilados ELISA
P's;‘faos UHPLC-
ganado QTO'\EMS/
lechero
Ensilado HPLC-
de maiz MS/MS
pivoc T
. MS/MS
inmaduro
Ensilado
de pulpa
de HPLC-
remolach MS/MS
a
azucarera
lersr ume
5 MS/MS
maiz
e e
MS/MS
mezclada
Alimento o) 6.FLD
comercial

AFBs (18.7)

AF (3.9)

AF (9.5)

AFB1 (0.74), AFBs
(3.06), AFG1 (2.55)
AFG; (41.27)

ZEA (69.79)

ZEA (93.66)

ZEA (50.51)

ZEA (160)

ZEA (90)

ZEA (8.1)

AFB; (84.4)

AF (80)

AF (100)

AFB1 (47.5), AFB
(92.5), AFG1 (55)
AFG: (100)

ZEA (15.91)

ZEA (40)

ZEA (20)

ZEA (29)

ZEA (16)

ZEA (24)
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Bélgica
(Vandicke et al.,
2021)

Sudafrica
(Changwa et al.,
2021)

Kenia
(Kemboi et al.,
2020)

Espafia
(Facorro et al.,
2020)

Croacia
(Pleadin et al.,
2017)

Croacia
(Pleadin et al.,
2017)

Sudafrica
(Changwa et al.,
2018)

Republica
Checa
(Zachariasova
et al., 2014)

Costa Rica
(Molina et al.,
2019)

Israel
(Shimshoni et
al., 2013)

Israel
(Shimshoni et
al., 2013)

133

77

16

97

21

50

40

141

15

15

Deoxinivalenol (DON)

Ensilado
de maiz

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Racioén
total
mezclada

Ensilado
de maiz

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Ensilado
de maiz

Ensilado
de trigo

LC-MS/MS

UHPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

HPLC

ELISA

ELISA

UHPLC-
QTOF-MS/
MS

U-HPLC-

QtrapMS/MS

HPLC

LC-MS / MS

LC-MS / MS

ZEA (199)

ZEA (666)

ZEA (35.2)

ZEA (10.8)

ZEA (2084)

ZEA (526)

o-ZEL (4.84) B-
ZEL (2.40) ZEA
(2.84)

ZEA (9)

ZEA (215)

ZEA (4)

ZEA (4)

ZEA (36.8)

ZEA (9.1)

ZEA (100)

ZEA (91.8)

ZEA (74)

ZEA (58)

a-ZEL (100) B-ZEL
(100) ZEA (60)

nd

ZEA (44)

ZEA (100)

ZEA (100)

31



Espania
(Rodriguez-
Blanco et al., 44
2021)

Espana
(Rodriguez-
Blanco et al., 26
2021)

Espania
(Rodriguez- 10
Blanco et al.,

2021)

Brasil
(Franco et al., 15
2019)

Espafia
(Rodriguez-
Blanco et al.,

2020)

193

Espana
(Dagnac et al., 64
2016)

Espafa
(Dagnac et al., 84
2016)

Bélgica
(Vandicke et al.,
2021)

133

Sudafrica
(Changwa et al., 77
2021)

Kenia
(Kemboi et al., 16
2020)

Espana
(Facorro et al., 97
2020)

Ensilado
de maiz

Ensilado
de pasto

Ensilaje
de maiz
inmaduro

Piensos a
base de
maiz

Racion
total
mezclada

Ensilado
de maiz
(afo 1)

Ensilado
de maiz
(afio 2)

Ensilado
de maiz

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Racién
total
mezclada

HPLC-  DON (337.72) 15-
MS/MS ADON (3.90)
HPLC-
e 15-ADON (8.16)
HPLC-  DON (170.08) 15-
MS/MS ADON (2.72)
UPLC-
i DON (200)
DON (260), 15-
HEC. ADON (28), DON-
3-Glc (46)
LC-MS/MS ~ DON (1316.4)
LC-MS/MS ~ DON (2054.4)
NVIC (nd) DON
] (670) 3-ADON (16)
LC-MSMS ™45 ADON (64)
DON + 4(750)
NIV (36.9) DON
UHPLC-MS/  (477.7) 3-ADON
MS (55.5) 15-ADON
(169.6)
DON (359.4) DON-
LC-MS/MS  3-gluc (22.1) NIV
(51.1)
PLC DON (52.8) 3+15-

ADON (426.9)

DON (13.64) 15-
ADON (22.73)

15-ADON (7.69)

DON (40) 15-
ADON (30)

DON (44)

DON (16.6), 15-
ADON (9.3), DON-
3-Glc (1.6)

DON (12.5)

DON (9.5)

NVIC (97.7) DON
(97.7) 3-ADON
(11.3) 15-ADON
(36.1) DON + ¢
(98.5)

NIV (5.2) DON

(63.6) 3-ADON

(16.9) 15-ADON
(20.8)

DON (94) DON-3-
gluc (88) NIV (94)

DON (16.3) 3+15-
ADON (33.7)
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Croacia
(Pleadin et al.,
2017)

Croacia
(Pleadin et al.,
2017)

Sudafrica
(Changwa et al.,
2018)

Republica
Checa
(Zachariasova
et al., 2014)

Costa Rica
(Molina et al.,
2019)

Fumonisinas (FB)
Espana
(Rodriguez-
Blanco et al.,
2021)

Brasil
(Franco et al.,
2019)

Espana
(Rodriguez-
Blanco et al.,

2020)

Espafia
(Dagnac et al.,
2016)

Bélgica
(Vandicke et al.,
2021)

Ensilado

21 de maiz

Piensos
para
ganado
lechero

50

Piensos
para
ganado
lechero

40

Piensos
para
ganado
lechero

19

Piensos
para
ganado
lechero

141

Ensilado
de maiz
Ensilado
de pasto

44

26

Piensos a
15 base de
maiz

Racion
total
mezclada

193

Ensilado
64 de maiz
(afio 1)
Ensilado
84 de maiz
(afio 2)

Ensilado

133 de maiz

ELISA

ELISA

UHPLC-
QTOF-MS /
MS

U-HPLC-
QtrapMS/MS

HPLC

HPLC-
MS/MS
HPLC-
MS/MS

UPLC-
MS/MS

HPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS

DON (3879)

DON (2147)

ADONES (2.20)
DON (20.40)

DON (524) DON-
3-Glc (25) ADONs

(4)

DON (1578) 3-
ADON (1843)

FB1 + FB2
(761.24)
FB1 + FB2
(603.61)

FB1 (350) FB2
(360)

FB1 + FB2 (600)

FB1 (489) FB2
(76.1)

FB1 (136.9) FB2
(41.5)

FB1 (68) FB2 (12)
FB3 (2.7) FUM ¢
(82)

DON (81)

DON (72)

ADONES (30)
DON (60)

nd

DON (55.1) 3-
ADON (19)

FB1 + FB2 (40.91)

FB1 + FB2 (11.54)

FB1 (93) FB2 (87)

FB1 + FB2 (34.2)

FB1 (4.7) FB2
(14.1)

FB1 (13.1) FB2
(28.6)

FB1 (26.3) FB2
(9.0) FB3 (3.8)
FUM ¢ (26.3)
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Sudafrica
(Changwa et al., 77
2021)

Kenia
(Kemboi et al., 16
2020)

Espania
(Facorro et al., 97
2020)

Croacia
(Pleadin et al., 21
2017)

Croacia
(Pleadin et al., 50
2017)

Republica
Checa 19
(Zachariasova
et al., 2014)

Costa Rica
(Molina et al., 141
2019)

Ocratoxina (OTA)
Brasil

(Franco et al., 15
2019)

Sudafrica
(Changwa et al., 77
2021)

Kenia
(Kemboi et al., 16
2020)

Espafia
(Facorro et al., 97
2020)

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Racion
total
mezclada

Ensilado
de maiz

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos a
base de
maiz

Piensos
para
ganado
lechero

Piensos
para
ganado
lechero

Racién

total
mezclada

UHPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

HPLC

ELISA

ELISA

U-HPLC-
QtrapMS/MS

HPLC

UPLC-
MS/MS

UHPLC-

MS/MS

LC-MS/MS

HPLC

FB1 (189.8) FB2
(132.4) FB3 (nd)

FB1 (487.9) FB2

(175.5) FB3 (79.8)

FB4 (54.2) FUM
(652.4)

FB1 (578.8) FB2
(160.6)

FUM (849)

FUM (855)

FB1 (13) FB2 (3)

FB+ (6171) FB2
(3838)

11

85.6

5.6

5.1

FB1 (26.4) FB2

(19.5) FB3 (1.3)

FB1 (100) FB2

(94) FB3 (63) FB4
(75) FUM (100)

FB1 (96.9) FB2
(65.3)

FUM (88)

FUM (71)

nd

FB+1 (44.4) FB;
(43.2)

3.9

56
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Costa Rica Piensos

(Molina etal., 141 para HPLC 55 35
2019) ganado
lechero

3.3.2.2. Nacional. En el pais son escasos y dispersos los estudios recientes sobre
contaminacion de las raciones para ganado lechero por micotoxinas (Cuadro 5), sin
embargo, las pocas investigaciones existentes, sugieren que es comun la contaminacién
por hongos micotoxigénicos y micotoxinas en los ingredientes de uso pecuarias. Es
necesario seguir investigando sobre dicho tema para tener mas certeza sobre el escenario

de contaminacion en nuestro pais.

Cuadro 5. Evidencia de la contaminacidon de micotoxinas en ingredientes y piensos para ganado
lechero a nivel nacional

Tipo de Muestras positivas

Estado/Region N alimento Técnica Media (pg/kg) (%)
Aflatoxinas
Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio 40 Alfalfa ELISA 2.77 72
et al., 2016)
Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio 40 Sorgo ELISA 0.36 40
etal., 2016)
Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio 40 Zacate ELISA 0.5 45.0
etal., 2016)
Jalisco Racion
(Reyes Velazquez 40 total ELISA 10.84 92.5
et al., 2009) mezclada
México (pais) Alimento
(Flores-Ortiz et 21 concentra ELISA, HPLC AFB1 (15.32) AFB1(76.2)
al., 2006) do
México (pais)
(Flores-Ortiz et 6 Gluten ELISA, HPLC AFB1(31.42) AFB1(83.3)
al., 2006)
México (pais)
(Flores-Ortiz et 9 Maiz ELISA, HPLC AFB1(5.78) AFB1 (77.8)
al., 2006)
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México (pais)
(Flores-Ortiz et
al., 2006)

Zearalenona
Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio
et al., 2016)

Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio
etal., 2016)

Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio
et al., 2016)

México (pais)
(Flores-Ortiz et
al., 2006)

México (pais)
(Flores-Ortiz et
al., 2006)

México (pais)
(Flores-Ortiz et
al., 2006)

México (pais)
(Flores-Ortiz et
al., 2006)

Fumonisinas
Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio
etal., 2016)

Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio
etal., 2016)

Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio
etal., 2016)

Deoxinivalenol

56

40

40

40

5

1
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40

40

40

Sorgo

Alfalfa

Sorgo

Zacate

Alimento

concentra

do

Ensilado

Maiz

Sorgo

Alfalfa

Sorgo

Zacate

ELISA, HPLC

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA, HPLC

ELISA, HPLC

ELISA, HPLC

ELISA, HPLC

ELISA

ELISA

ELISA

AFB1(9.55)

199.56

171.68

49.14

54.04

95.52

88.81

3.43

91

168.71

290.5

AFB1(57.1)

100

100

100

80.0

100

85.7

59.5

55.0

62.5

42.5
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Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio 40 Alfalfa ELISA 470 92.5
etal., 2016)

Nuevo Le6n
(Huerta-Trevifio 40 Sorgo ELISA 35 25.0
et al., 2016)

Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio 40 Zacate ELISA 112.82 67.5
etal., 2016)

Ocratoxina
Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio 40 Alfalfa ELISA 32.74 97.5
et al., 2016)

Nuevo
Ledn(Huerta-
Trevino et al.,

2016)

40 Sorgo ELISA 5.09 92.5

Nuevo Ledn
(Huerta-Trevifio 40 Zacate ELISA 0.92 52.5
et al., 2016)

México (pais) Alimento
(Flores-Ortiz et 6 concentra ELISA, HPLC 9.0 16.7
al., 2006) do

México (pais)
(Flores-Ortiz et 35 Sorgo ELISA, HPLC 56.45 40.0
al., 2006)

3.3.2.3. Estatal. En el estado de Aguascalientes se han realizado algunos estudios sobre
contaminacion del ganado lechero (Cuadro 6). Por dichas investigaciones se sabe que es
frecuente la presencia de cepas toxigénicas de Aspergillus flavus y aflatoxinas en las
raciones para ganado lechero y en leche cruda. También se ha encontrado presencia de
zearalenona en las raciones. En los cultivos de las raciones en medios de cultivo, se han
encontrado especies de géneros fungicos micotoxigénicos, lo que sugiere que puede existir
contaminacion de otras micotoxinas de interés pecuario como son el deoxinivalenol, las
fumonisinas y la ocratoxina. Es necesario, seguir investigando, para conocer el panorama

de contaminacion estatal por hongos micotoxigénicos y micotoxinas.
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Cuadro 6. Evidencia de la contaminacion de micotoxinas en ingredientes y piensos para ganado
lechero en el estado de Aguascalientes.

I C Tipo de . . Muestras positivas
Municipio/Regién N alimento Técnica Media (ug/kg) (%)
Aflatoxinas
Aguascalientes Piensos
(estado) para
(Rangel-Mufioz et 288 ganado HPLC AF (18.5) AF (99.3)
al., 2020) lecheras
Aguascalientes
(estado) Racion
(Hernandez- 208 total HPLC AF (8.1) AF (99)
Valdivia et al., mezclada
2020)
A li
g
S ) nd total ELISA ZEN (426) nd
(Alvarez-Dias et al., mezclada
2021)
Zearalenona
El Llano Racion
(Cruz-Vazquez et 99 total ELISA AF () AF (100)
al., 2017) mezclada

3.4. HONGOS TOXIGENICOS DE INTERES PECUARIO

3.4.1. Clasificacion taxonémica

El término Aspergillus fue establecido por primera en 1729 por Micheli para describir a los
hongos asexuales cuyo conidiéforo se asemejaba al aspergilo, un dispositivo con el cual se
rociaba el agua bendita (Scazzocchio, 2019). Aspergillus es un género estudiado desde
hace siglos debido a sus propiedades industriales, de deterioro y efectos en la salud. Su
identificacion a nivel de género es relativamente sencilla, pero a nivel de especies se
complica debido a las similitudes existentes entre las mismas. Debido a esto, actualmente,
los taxbnomos recomiendan un enfoque polifasico que comprende no solo caracteristicas
morfolégicas, sino también bioquimicas y moleculares (Arrua-Alvarenga et al., 2012). En la
clasificacién taxonémica de Klich (2002), Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus estan

agrupados en la seccion Flavi y Aspergillus ochraceus a la seccion Circundati (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Clasificacion taxondémica de las principales especies
micotoxigénicas del género Aspergillus

Especie A. flavus A. parasiticus A. ochraceus
Reino Fungi Fungi Fungi
Filo Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Clase Eurotiomycetes  Eurotiomycetes  Eurotiomycetes
Orden Eurotiales Eurotiales Eurotiales
Familia Trichocomaceae Trichocomaceae Trichocomaceae
Género Aspergillus Aspergillus Aspergillus
Subgénero Circumdati Circumdati Circumdati
Seccion Flavi Flavi Circundati

Fuente: Klich (2002)

El género Fusarium fue descrito por primera vez en 1809 por Link, desde entonces la
taxonomia de Fusarium ha sufrido una serie de cambios, especialmente, en los ultimos 100
afos y en consecuencia, el concepto de especie dentro del género ha variado mucho. Por
lo que se han realizado estudios filogenéticos para agrupar acertadamente las especies de
Fusarium (Watanabe et al.,, 2011). Las principales especies de Fusarium de interés

agropecuario se encuentran clasificadas en las secciones Liseola y Discolor (Cuadro 8).

Cuadro 8. Clasificacion taxondémica de las principales especies micotoxigénicas del
género Fusarium

Especie F. verticillioides F. proliferatum F. graminearum F. culmorum
Reino Fungi Fungi Fungi Fungi
Filo Ascomycota Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Clase  Sordariomycetes Sordariomycetes Sordariomycetes Sordariomycetes
Orden Hypocreales Hypocreales Hypocreales Hypocreales
Familia Nectriaceae Nectriaceae Nectriaceae Nectriaceae
Género Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
Seccion Liseola Liseola Discolor Discolor

El término Penicillium fue descrito por primera vez por Link en 1809, desde entonces la
clasificacién taxonémica ha estado sujeta a constantes cambios, al igual que ocurre con
muchos otros géneros de hongos. Actualmente se encuentran ubicados en la familia
Trichocomaceae y se conocen mas 350 especies descritas y aceptadas. La especie
Penicillium verrucosum (Cuadro 9) es el hongo de su género, mayormente, asociado a la

produccion de ocratoxinas.
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Cuadro 9. Clasificacion taxondémica de la principal especie
micotoxigénica del género Penicillium
Especie Penicillium verrucosum

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium

3.4.2. Caracteristicas morfolégicas

Aspergillus es un género caracterizado, por la formacion de conidioforos (estructura
formadora de esporas) con estipites (amplias hifas aéreas especializadas) largos
generalmente no septados y apices usualmente ensanchados formando una vesicula
aproximadamente esférica que presenta fidlides (uniseriada) o métulas y fidlides (biseriada)
en toda su superficie o parte de ella (Figura 6). Los conidiéforos y cabezuelas estan
originados a partir de una célula especializada denominada “célula pie” (célula de pared
gruesa que forma la base del estipite) (Kroeger y Geitmann, 2012). El micelio vegetativo,

esta conformado por hifas (células tubulares) septadas (Segers et al., 2017).

\

Vesicula

Estipite

Ty

Figura 6. Morfologia tipica de conidiéforo de Aspergillus (Pildain, 2006)

En lo hongos del género Fusarium, los cuerpos fructiferos se llaman esporodoquios, son
masas de conidiéforos colocados firmemente juntos (Figura 7). Las especies de Fusarium
suelen producir tanto macroconidios como microconidios. Los macroconidios son hialinos,
de dos a varias células, de fusiformes a falciformes, en su mayoria con una célula apical

alargada y una célula basal pedicelada. Los microconidios son de 1 a 2 células, hialinas,
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piriformes, fusiformes a ovoides, rectas o curvas. En los cultivos se mantienen juntos en
una bola o cabeza falsa. Los macroconidios son esporas largas, en forma de hoz o de
medialuna. Son septados (con 3-4 septos) y tienen extremos puntiagudos ahusados. El
micelio es ramificado, septado, hialino o coloreado. Las hifas son inter o intracelulares y

uninucleadas a multinucleadas (Schroers et al., 2009).

Figura 7. Morfologia de esporodoquio y esporas Fusarium

El género Penicillium, presenta conidiéforos en forma de “cepillo” o “pincel”. El conidiéforo
esta unido al micelio mediante el estipite a partir del cual pueden aparecer diferentes células
denominadas ramas, que sirven como soporte para las métulas o para otras ramas (Figura
8). A partir de las métulas se originan las fialides que son células especializadas en la

formacion de esporas asexuales o conidios (Visagie et al., 2014).
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- Estipite

|

Figura 8. Morfologia tipica del conidiéforo de Penicillium

Conidiéforo

Los conidioforos pueden presentar patrones simples (fidlides solitarias) hasta muy
complejos con multiples niveles de ramificaciéon que dan como resultado patrones generales
simétricos o asimétricos. Pueden ser monoverticilados, biverticilados, terverticilados o
incluso cuaterverticilados (Figura 9). Los conidiéforos terverticilados y cuaterverticilados
tienden a ser notoriamente asimétricos. En colonias de muchas especies, especialmente
cuando los cultivos comienzan a degenerarse, puede haber mas de un patrén de

ramificacion o formas intermedias (Visagie et al., 2014).

Figura 9. Patrones de ramificaciéon de conidiéforos Penicillium spp
A. Conidiéforo fialides solitarias. B. Monoverticilado. C. Dividido (irregular). D, E.
Biverticilado. F. Terverticilado. G. Cuaterverticilado (Visagie et al., 2014)..

3.4.2.1. Caracteristicas macroscoépicas. El crecimiento de colonias Aspergillus flavus

puede variar, desde un crecimiento rapido que alcanza alrededor de 60 a 70mm de diametro
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hasta un crecimiento mas lento de 30 a 40mm de diametro a temperatura ambiente (24 a
26°C) en 10 dias. Las colonias, de color verde amarillento, suelen consistir en un micelio
basal delgado y de textura estrecha (Frisvad et al., 2019). En medio Czapeck y Agar a 25°C,
las colonias toman un color verde obscuro a verde oliva, a veces superpuestas de blanco
amarillo grisaceo o amarillo oliva. Micelio blanco; esclerocios, cuando estan presentes,
marron obscuro a negro, variables en forma y tamano. Exudado cuando lo hay, incoloro a
marron. El reverso de la colonia puede ser incoloro, marrén opaco u anaranjado. La textura
de la colonia es variable, generalmente de 2-3 mm de profundidad, lanosa o algodonosa
(Klich, 2002).

Las colonias de Aspergillus parasiticus presentan un diametro desde los 45 hasta los
70 mm dependiendo del medio de cultivo. En CYA a 25°C muestran un color oliva obscuro
o verde obscuro profundo. ElI micelio es de color blanco, usualmente discreto,
ocasionalmente se forman esclerocios de color café a negro. Cuando produce exudado este
es hialino. El reverso de las colonias puede observarse sin coloracion o rojo rosado mate o
amarillo mate, a veces marrones. Las colonias generalmente son planas y aterciopeladas,
algunos aislamientos se vuelven flocosos. En MEA, las areas conidiales son de color oliva
a verde oscuro. El micelio usualmente es discreto, ocasionalmente presenta mechones de
flocos. Puede formar esclerocios de color marrén a negro; El reverso de la colonia puede
ser sin color o de tonos de amarillo opaco a verde opaco. Las colonias son flocosas, no
densas (Klich, 2002).

Las colonias Fusarium spp. crecen rapidamente y producen colonias lanudas a
algodonosas, planas y extendidas. el frente de la colonia puede ser blanco, crema,
bronceado, salmén, canela, amarillo, rojo, violeta, rosa o morado. el reverso, puede ser
incoloro, tostado, rojo, morado oscuro o marrén. Fusarium graminearum crece rapidamente
en cualquier tipo de medio de cultivo estandar, incluidos agar extracto de levadura Czapeck
(CYA), agar extracto de malta (MEA), agar papa dextrosa (PDA) y agar dicloran
cloranfenicol peptona (DCPA). Las colonias en CYA y MEA son de color rosa palido, con
rojo anaranjado al reverso. En PDA las colonias son de color amarillento a marrén rojizo, a
veces con una masa central de areas de color marrdn rojizo a naranja con macroconidios,
el reverso de la colonia es rojo oscuro. Las colonias de Fusarium culmorum son similares a
las de F. graminearum, pero de color rojo palido a rojo pastel en CYA, MEA y PDA, el

reverso en CYA y PDA es de rojo pastel a rojo intenso y en MEA de marrén a marrén rojizo.
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Las colonias de Fusarium verticillioides crecen rapidamente a 25°C en cualquier
medio de cultivo estandar, incluyendo agar extracto de levadura Czapek, agar extracto de
malta y agar papa dextrosa (PDA). El hongo crece como micelio haploide y se propaga
vegetativamente a través del alargamiento de hifas. Las colonias son de color blanco a
salmon palido, con células basales bajas y a menudo viscosas, casi rectas, de paredes
delgadas, con células basales en forma de pie. Inicialmente, los cultivos tienen micelios
blancos, pero pueden desarrollar pigmentos violetas con la edad. La pigmentacion en el
agar varia, desde la ausencia de pigmentacion o el naranja grisaceo hasta el gris violeta,
violeta oscuro o magenta oscuro (casi negro) en otros. Las colonias de Fusarium
proliferatum son muy similares a las de F. verticillioides, pero las colonias en PDA carecen
de colores purpuras en el reverso (Leslie et al., 2008).

Las colonias de Aspergillus ochraceus crecen rapidamente (de 45 a 55 mm en 7 dias)
a 25°C. En el medio de cultivo, el micelio vegetativo esta mayormente sumergido en el agar,
mientras que las cabezas de los conidios suelen estar dispuestas en zonas. El color
caracteristico de la colonia es el amarillo. Algunas colonias de Aspergillus ochraceus
forman esclerocios irregulares con forma de guijarros de color rosado a purpura de hasta 1
mm de diametro. El color del reveros de la colonia es de palido a marrén. Los conidioforos,
macroscopicamente, aparecen como una masa pulverulenta (Klich, 2002).

Penicillium verrucosum es de crecimiento lento, alcanza entre 15 mm y 25 mm de
diametro de crecimiento tanto en el agar de levadura Czapek (CYA) como en el agar
extracto de malta (MEA) después de siete dias. Presenta micelio blanco en la periferia y el
de color verde grisaceo a verde opaco en los medios antes mencionados. Otras cepas de
P. verrucosum pueden presentar colores, verde oscuro y azul verdoso. El reverso es de
color marréon amarillento a marréon oscuro en CYA y de marron mate a oliva en MEA

(Demjanova et al., 2021).

3.4.2.2. Caracteristicas microscépicas. En Aspergillus flavus el color conidial es amarillo
verdoso, las cabezuelas conidiales son de radiadas a columnares, los conidiéforos pueden
ser uni y biseriados. En la mayoria de los aislamientos en Czapeck y Agar a 25°C de
incubacién (CYA25) al menos 20% de conididforos son biseriados, algunos casi
completamente uniseriados en MEA. Las Estipites miden de 400-800 x 8-17 um de largo,
con paredes generalmente asperas, ocasionalmente finamente rugosas, generalmente

incoloras, a veces muy palidas. Las vesiculas son largas, de globosas a subglobosas de
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20-45 um de diametro. Las métulas cubren tres cuartos o la totalidad de la superficie de la
vesicula; las fialides miden 7-12 x 3-4 ym. Los conidios son de globosos a elipsoidales de
3-6 um, con paredes lisas a finamente rugosas. Puede haber esclerocios en ocasiones
(Klich, 2002).

Las cabezas de los conidiéforos de Aspergillus parasiticus usualmente son radiadas.
Los estipites del conidioforo pueden medir desde 100 hasta 1100 uym, sus paredes son
finamente rugosas a muy rugosas, e incoloras. Las vesiculas miden de 25-35 ym de ancho,
suelen ser esféricas o ligeramente alargadas y predominantemente uniseriadas o hasta un
20% de biseriadas en algunos aislados. Las métulas, si estan presentes, miden de 7-10 x
3-7 pym. Las fialides miden de 8-11 x 3-5 ym. Las métulas o fialides cubren al menos la
mitad de la vesicula. Los conidios son globosos, de 3-5 um de diametro, de paredes
claramente rugosas (Klich, 2002).

Los conidios caracteristicos Fusarium graminearum (macroconidios) se producen en
DCPA u otro medio especializado, generalmente con 4-5 septos, paredes gruesas, rectas
a moderadamente curvadas, con la célula basal claramente en forma de pie; no se producen
microconidios. En Fusarium culmorum los macroconidios son relativamente cortos, anchos
y ligeramente curvados, con 4-5 tabiques, de 30—45 um de largo, con células basales con
una muesca de leve a definida. No se producen microconidios (Leslie et al., 2008).

Fusarium verticillioides produce dos tipos de esporas asexuales, macroconidios y
microconidios. Los macroconidios emergen de los macroconidioforos, que son monofialides
ramificadas y no ramificadas. De manera similar, los microconidios unicelulares vy
uninucleados también surgen de monofialides ramificados y no ramificados, que con
frecuencia forman largas cadenas de conidios y falsas cabezas. Los microconidios son
puntiagudos en ambos extremos o en forma de maza, de 7 a 10 um de largo, y se producen
en cadenas a partir de fialides largos y unicos (células fructiferas). En Fusarium proliferatum
los microconidios se producen a partir de fialides con mas de un cuello fértil (Leslie et al.,
2008).

En Aspergillus ochraceus, las fialides son lisas o finamente rugosas, estan dispuestas
de forma biseriada. Las métulas crece en todo el perimetro de la vesicula en una orientacién
radial. Las cabezas de los conidios al principio parecen globosas, pero con la edad, las
cadenas de conidios se adhieren y se desarrollan en dos o tres columnas divergentes.
Puede haber esclerocios viinaceos a violaceos. El color caracteristico de los conidiéforos

es de un amarillo calcareo a un amarillo pardo palido. Las alturas de los conidiéforos son
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de hasta 1500 um de altura. La apariencia de estos conidiéforos es granular con paredes
de color marrén amarillento palido que se adhieren abruptamente a una vesicula de globosa
a subglobosa. Las vesiculas, globosas de paredes delgadas y un diametro de 35 x 50 um,
producen esterigmas en toda la superficie en cultivo. Los esterigmas primarios miden 15-
25 x 5-6 ym, mientras que los secundarios son 7-11 x 2-3,3 uym. Los conidios estan
dispuestos en cadenas verticales y secos, a menudo forman dos o mas columnas cortas
por cabeza, en montajes microscépicos humedos hialinos. El diametro de los conidios ronda
los 2,5-3,5 um (Klich, 2002).

Penicillium verrucosum presenta conidiéforos que generalmente son ramificados en
dos etapas (a veces ramificados en tres etapas), o que le da una apariencia similar a un
cepillo. Los conidiéforos son de paredes asperas con ramas y métulas muy juntas. Las
fialides del conidiéforo son cortos y en forma de matraz con cuellos distintos. Las fialides
del conidiéforo son cortas y en forma de matraz con distintos cuellos. Produce una mayor
cantidad de conidios en CYA que en MEA. Los conidios son de paredes lisas y de
aproximadamente 2,5 ym a 3,0 ym de didmetro. Su forma es elipsoidal cuando son jovenes

y luego cambian a una forma globosa o subglobosa (Demjanova et al., 2021).

3.4.3. Condiciones 6ptimas de crecimiento de los principales hongos toxigénicos

Los principales factores que influyen en el crecimiento de los hongos y la produccion de
metabolitos secundarios son: actividad de agua, pH y temperatura. La actividad de agua
(aw) hace referencia a la porcion de agua disponible en el sustrato que puede ser
aprovechada por el hongo. Las especies micotoxigénicas requieren de diferentes

condiciones de crecimiento (Cuadro 10).

Cuadro 10. Condiciones de crecimiento de las principales especies de hongos micotoxigénicas

Género Temperatura (°C) pH Actividad de Agua
Rango Optimo Rango Optimo Rango Optimo
Aspergillus flavus 12-48 28-37 2575 3.5-5,5 0.78-0.99 0.90-0-99
Aspergillus parasiticus 12-42 32 2.4-10.5 3.5-6.5 0.80-0.99 0.81-0.85
Fusarium graminearum -5-35 25 4-9 5.5-6.5 0.90-0.98 0.88
Fusarium culmorum 0-33 30 4-9 5.5-6.5 0.87-0.98 0.88
Fusarium verticillioides 3-37 25 4-9 5.5-6.5 0.87-0.97 0.92
Fusarium proliferatum 3-37 25 4-9 5.5-6.5 0.87-0.97 0.92
Aspergillus ochraceus 10-45 30-40 3-10 5.5-5 0.77-0.98 0.79-0.81
Penicillium verrucosum 0-31 21-23 2.5-75 3.0-45 0.78-0.88 0.83

Elaboracion propia a partir de Demjanova et al. (2021), Pitt y Hocking (2009) y Ramirez et al. (2006)
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3.4.4. Condiciones éptimas de produccion de micotoxinas

La formacion de micotoxinas algunas veces ocurre a condiciones ambientales y quimicas
diferentes a la de crecimiento de las colonias. Los géneros micotoxigénicos presentan
requerimientos de actividad de agua, temperatura y pH especificas para la produccién de

metabolitos secundarios (Cuadro 11).

Cuadro 11. Condiciones 6ptimas de produccién de micotoxinas de los géneros micotoxigénicos de
mayor importancia agropecuaria

Género Temperatura (°C) pH Actividad de Agua
Rango Optimo Rango Optimo Rango Optimo
Aspergillus spp 12-40 27-33 2.2-8.0 5-6 0.77-0.99  0.82-0.99
Fusarium spp 0-31 22-28 2.0-6.0 3-4 0.85-0.97  0.85-0.87
Penicillium spp -3,40 15-30 2.1-10.0 5-7 0.80-0.95  0.80-0.86

Elaboracion propia a partir de Demjanova et al. (2021), Pitt y Hocking (2009) y Ramirez et al. (2006)

3.4.5. Caracteristicas biologicas

3.4.5.1. Ciclo biolégico de los hongos. En el género Aspergillus los conidiéforos se
forman rapidamente durante el ciclo de vida. La formacion de la célula pie a partir del micelio
y la posterior formacion de estipites, son las primeras etapas distintivas dedicadas a la
formacion de esporas (Dijksterhuis, 2019). El estipite es una carretera de transporte
activo para grandes cantidades de bloques de construccién biolégicos que garantizan la
formacion adecuada de hasta 10.000 conidios (esporas asexuales). Varias especies de
Aspergillus forman una capa de métulas que brotan de la vesicula, y cada métula forma
varias fialides, esto asegura una capa adicional de multiplicacion de los extremos
productores de esporas. Los nucleos tienen que ser transportados desde la vesicula a las
células formadoras de esporas; de lo contrario no se puede formar una cadena de conidios
viables. Dentro de las fidlides, los nucleos en continua divisidn proporcionan nucleos hijos
que se transfieren a los conidios mas jovenes (Ishi et al., 2005)

La aparicién de ciclos de vida pleomorficos en hongos (Figura 10), como el estado
sexual (llamado telemorfo) y el estado asexual (el anamorfo), han resultado en una
nomenclatura dual para las especies de hongos (Taylor, 2011). Recientemente se ha
identificado el telemorfo de Aspergillus flavus, clasificado como Petromyces flavus
(Paterson y Lima, 2011).

Las esporas fungicas estan presentes en agua y aire, que actian como vehiculos

de contaminacion de alimentos durante toda la cadena alimenticia. En muchos casos, las
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ascosporas tienen una mayor resistencia al estrés que los conidios y algunas especies
producen ascosporas con una resistencia prolongada a temperaturas superiores a 70 ° C.
Las ascosporas se pueden activar y germinar aun después de tratamientos como la

pasteurizacién o el procesamiento a alta presién (Slongo y Aragao, 2006).
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Figura 10. Ciclo biolégico de Aspergillus spp. Adaptado de (Akar, Avci, y Dusunceli,
2004)
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Fusarium inverna en el suelo o en restos de plantas en forma de esporas asexuales de
pared gruesa denominadas clamidosporas, o bien en forma de micelio o esporas en los
restos vegetales. La reproduccion asexual de Fusarium tiene lugar por tres tipos de esporas
microconidios, macroconidios y clamidosporas. Los microconidios y macroconidios son
producidos por los esporodoquios (Ohara et al., 2004). Los microconidios son generalmente
estructuras diminutas producidas en grandes cantidades a partir de las puntas de los
conidiéforos que son indistinguibles de las hifas vegetativas (Figura 11). Los macroconidios
se producen en las puntas de conidioforos cortos que surgen de la superficie superior de la
masa estromatica de hifas en forma de cojin. Los macroconidios se desprenden tan pronto
como alcanzan la madurez. Las clamidosporas son células de paredes gruesas,
redondeadas u ovaladas que se forman en las hifas. Ocurren solos 0 en cadenas y pueden
ser terminales o intercalares (Leslie et al., 2008). Las clamidosporas se separan de la hifa
principal después de la maduracion. Funcionan como esporas en reposo, son resistentes
al secado y a las condiciones adversas, permiten que el hongo sobreviva periodos
prolongados en el suelo.

Algunas especies de Fusarium presentan en su ciclo una fase sexual o forma
perfecta, es decir, se aparean de manera homotalica o heterotalica seguido de una meiosis
posterior y la produccién de ascosporas. La forma teleomarfica de F. verticillioides recibe el
nombre Gibberella moniliformis, es heterotalica, ya que el apareamiento ocurre entre
colonias de distintos grupos. Gibberella zeae (teleomorfo de Fusarium graminearum), es
una especie homotalica. El desarrollo de la fase sexual comienza con la formacién de hifas
con células binucleadas, como resultado, los dos nucleos de las células binucleadas son
genéticamente idénticos. Estas desarrollan pequefias células enrolladas, que son las que
inician la formacion de los cuerpos fructiferos. Las ascas son sacos tubulares que contienen

a las ascosporas, que son producto de la meiosis (Trail, 2009).
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Figura 11.Ciclo biolégico de Fusarium spp.

Penicillium se reproduce tanto asexualmente como sexualmente (Figura 12). Sin embargo,
la etapa asexual es dominante y constituye el modo habitual de reproduccion. La etapa
sexual es rara. Los conidiéforos surgen como una excrecencia hifal tubular erecta de
cualquier célula del micelio y no de una célula especializada (célula del pie) como en
Aspergillus. Después de algun periodo de crecimiento vegetativo, surgen hifas verticales
de las porciones mas antiguas del micelio. Alcanzando cierta altura, los conidiéforos
septados se ramifican una o dos o mas veces. Los conidios se forman dentro de las puntas
estrechas de los fialides en forma de matraz. Los conidios de la cadena estan dispuestos
de forma basicola. El conidio mas joven se encuentra junto a la punta del esterigma y el
mas viejo lejos de él (Gil-Serna et al., 2014).

La disposicion basigena de los conidios tiene dos propdsitos utiles. Permite la rapida
dispersién de conidios maduros desde las puntas. En segundo lugar, ayuda a la nutricién
adecuada de los conidios mas jovenes que estdn mas cerca de las puntas de los
esterigmas. A medida que la cadena de conidios aumenta en longitud, los conectores entre
los conidios mas viejos se rompen y resultan en la separacion de los conidios maduros. Por
tanto, los conidios se desprenden continuamente. Al ser pequeios, ligeros y secos son
dispersados por las corrientes de aire. Al caer sobre un sustrato adecuado y en condiciones

adecuadas (humedad, temperatura adecuada y alimento), el conidio absorbe la humedad y
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se hincha. El conidio hinchado germina sacando un tubo germinativo (Abdelghany y El-

Sheikh, 2018).
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Figura 12. Ciclo biolégico de Penicillium spp. Adaptado de (Akar, Avci, y Dusunceli,

2004)
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3.4.5.2. Biosintesis de micotoxinas. La percepcién del medio ambiente y la disponibilidad
de nutrientes resultan en la expresion de los genes involucrados en la biosintesis de
micotoxinas.

La biosintesis de las aflatoxinas es afectada por factores genéticos y ambientales
(Davari et al., 2015). Existen dos morfotipos de cepas, S y L, en laboratorio, en medios de
cultivo, los aislamientos de suelo de cepas tipo S, producen niveles mas altos de aflatoxinas
(Perrone et al., 2007). La sintesis de aflatoxinas y sus metabolitos precursores se asocia
también a una mayor produccion de conidios (Wilkinson et al., 2004). La biosintesis de
aflatoxinas esta regulada por un complejo mecanismo (Figura 13), dirigido por los genes
reguladores especificos de la via, aflR y en menor medida aflS (Meyers y Obrian, 1998; Yu,
2012); Su formacion tiene lugar al final de la fase de crecimiento micelial, durante la fase
estacionaria, estando a menudo asociada con la diferenciacion y la esporulacion (Santini y
Ritieni, 2013).
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Figura 13. Ruta biosintética de aflatoxinas
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La biosintesis de ZEA se ha estudiado principalmente en Fusarium graminearum, dicha ruta
esta regulada principalmente por cuatro genes entre ellos dos genes de la policétido sintasa
(PKS) y por ZEB1 y ZEB2 (Figura 14). La biosintesis es iniciada por PKS4, este cataliza
un acetil-CoA y cinco malonil-CoA. Posteriormente, PKS13 funciona como una unidad
extensora que completa la cadena principal del policétido y es responsable de la ciclizacién
y aromatizacién. Finalmente, el B-zearalenol es convertido en zearalenona por ZEB1, que

es una isoamil alcohol oxidasa. (Kim et al., 2018).

Figura 14. Ruta biosintética de zearalenona

La biosintesis de DON comienza con la ciclizacién del pirofosfato de farnesilo mediada por
las tricodieno sintasas codificadas por TRI5 (Figura 15). Luego, varios pasos son seguidos
por al menos seis enzimas adicionales codificadas por TRI4 , TRI101, TRI11, TRI3, TRI1
y TRI8 . Ademas, dos factores de transcripcion, TRI6 y TRI10 ; un transportador

transmembrana, TRI12; y genes con funciones desconocidas, TRI9 y TRI14 , también
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pueden estar involucrados en la biosintesis de DON vy la virulencia de Fusarium (Li et al.,
2022).

Figura 15. Ruta biosintética de deoxinivalenol

La biosintesis de las fumonisinas es regulada por un grupo de 17 genes de la region de 46
kpb en el cromosoma 1 de F. verticillioides, que conforman el locus FUM (Figura 16). Los
genes codifican las enzimas involucradas en la biosintesis de las micotoxinas y proteinas
que regulan la secrecion y la resistencia de las fumonisinas. Las fumonisinas se sintetizan

a partir de unidades de acetato (Chen et al., 2020).
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Figura 16. Ruta biosintética de fumonisinas

La ruta de biosintesis de ocratoxina comienza con la PKS OtaA que combina acetil
coenzima A (acetil-CoA) y malonil-CoA para sintetizar 7-metilmeleina (Figura 17). Luego, la
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7-metilmeleina se oxida a OT por OtaC. OTR y | -B-fenilalanina se combinan por el NRPS
(OtaB) para formar un enlace amida y OTB. OTB es clorado por la halogenasa OtaD para
producir el producto final, OTA (Yan Wang et al., 2018).

Figura 17. Ruta biosintética de ocratoxinas

3.4.6. Mecanismos de contaminacion
Los hongos utilizan multiples rutas de entrada a la planta (Figura 18), con la finalidad de
colonizar los tejidos, con lo cual, causan diferentes enfermedades durante su desarrollo. La
primera ruta de entrada es la infeccion sistémica de las plantas. El hongo puede sobrevivir
en las semillas o en los residuos vegetales del suelo (Agrios, 2004; Murillo et al., 1999).
Las esporas, hifas o estructuras de resistencia pueden colonizar la semilla o las raices
después de su germinacion. Las hifas ingresan al pericarpio de los granos o a las células
de la epidermis de la raiz. Colonizan las células del parénquima del escutelo y llegan hasta
el cértex. El hongo es capaz de trasladarse por el tallo hasta la mazorca, sin embargo, el
tejido de transicion entre la corona de la plantula y el tallo limita su paso (Agrios, 2004;
Wicklow, 1983). Otra ruta de entrada es la infeccién de la mazorca por medio del estigma,
el inoculo y conidios transportados por el agua o el viento se depositan en el estigma e
ingresan al pericarpio, la hifa del hongo crece en la superficie de la cuticula y se introduce

al grano a través del canal estilar, aun sin la presencia de lesiones mecanicas o heridas.
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Infeccion del tallo o la mazorca por dafio mecanico, las lesiones que provocan los insectos
o plagas cuando se alimentan de la planta funcionan como ruta de entrada de las hifas. Los
insectos también actian como vectores del hongo al dispersar las hifas o conidios de la

superficie de la planta al grano (Agrios, 2004; Diener et al., 1987).

Figura 18. Rutas de entrada de los hongos a la planta de maiz (de la Torre et al.,
2013). A. Infeccion sistémica de plantulas. B. Infeccion a través del estigma. 3.Infeccién a
través de heridas.

3.5. PRINCIPALES MICOTOXINAS DE INTERES PECUARIO

Las aflatoxinas por su estructura quimica se clasifican como difurano-cumarinas; las cuatro
AF producidas naturalmente son B4, B2, G1y G2 (Figura 19). Las letras B y G se refieren a
la fluorescencia que presentan bajo luz UV en placas de cromatografia delgada: azul (blue)
y verde (green). Los subindices 1 y 2 se refieren al patron de separacion en las placas

cromatograficas (Toso et al., 2018).
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Figura 19. Estructura quimica de las aflatoxinas (Pildain, 2006).

La Zearalenona es una micotoxina estrogénica no esteroide, cuya estructura (Figura 20)

corresponde a una lactona de acido resorcilico fendlico (Ropejko y Twaruzek, 2021).

cr c? Cc6’ Toxina
CH=CH e} Zearalenona
CH=CH OH ay B Zearalenol
CH,-CH, o} Zearalanona

Figura 20. Estructura quimica de zearalenona (Marin et al., 2010)

Las fumonisinas son policétidos que poseen una estructura de poliol lineal de 20 carbonos
(Figura 21), con dos cadenas de &cido tricarboxilico esterificadas en C-14 y C-15 y un
residuo de amina en el C-2 (Renaud et al., 2021). Estos compuestos difieren por la
presencia o la ausencia de un grupo hidroxilo en los C-5 y C-10. Dentro de esta familia
predominan las fumonisinas B+, B2 y Bs, la B4 (FB+) conforma del 75% al 80% del total, la
FB. del 15% al 25% y la FBsdel 3% al 8% (Alexander et al., 2009).
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Figura 21. Estructura quimica de las fumonisinas

Las ocratoxinas son derivados de un resto de isocumarina unido a la fenilalanina por un

enlace amida (Figura 22). Las ocratoxinas mas importantes son la ocratoxina A (OTA), la

ocratoxina B (OTB), la ocratoxina C (OTC) y la ocratoxina a (OTa). El que se encuentra con

mas frecuencia y el mas téxico es la OTA (Domijan y Peraica, 2010).

Ocratoxina R, R, R, R, R
Ocratoxina A Fenilalanina C H H H
Ocratoxina B Fenilalanina H H H H
Ocratoxina C Fenilalanina-etil-ester Cl H H H
Ocratoxina o OH Cl H H H

Figura 22. Estructura quimica de las ocratoxinas (Domijan y Peraica, 2010)

El deoxinivalenol (DON) pertenece a la familia de sustancias quimicas conocidas como

tricotecenos (Figura 23), compuestos sesquiterpenoides caracterizados por un anillo epoxi
en la posicion C-12,13 (Pitt, 2014).
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Figura 23. Estructura quimica del deoxinivalenol

3.5.1. Toxicocinética

La biotransformacion de las micotoxinas se define como todas las modificaciones que
alteran la estructura de las micotoxinas por reacciones quimicas dentro del cuerpo (Loi et
al., 2017). La biotransformacion a menudo se refiere a la desintoxicacion, pero las enzimas
de biotransformacion también pueden convertir ciertas sustancias quimicas en metabolitos
altamente toxicos en un proceso conocido como bioactivacion (Beyerle et al., 2015). La
biotransformacién de micotoxinas implica dos etapas distintas, la fase | y la fase Il (Figura
24). El proceso de biotransformacién permite que los metabolitos creados durante la fase |
entren en procesos de conjugacion (fase Il), pero en algunos casos, las sustancias pueden

eliminarse directamente después de la fase | (Gajecka et al., 2009).

b

Figura 24. Principales biotransformaciones y efectos celulares adversos de las
micotoxinas (Tran et al., 2020). CYP450: Citocromo P450; UGT: uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferasa; GST: glutation S-transferasa; ROS: Especies reactivas de
oxigeno.
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En la fase |, la micotoxina podria oxidarse, reducirse o hidrolizarse en funcioén de su
estructura quimica (Gajecka et al., 2009). Las enzimas implicadas en la desintoxicacién
pertenecen a la superfamilia del citocromo P (CYP). La superfamilia CYP contiene las
enzimas implicadas en el metabolismo oxidativo, tales como monooxigenasas,
prostaglandinas sintasas, aminas oxidasas y alcohol deshidrogenasas; y el metabolismo
reductor gobernado principalmente por epdxido hidrolasas y aldehidos o cetonas
reductasas (Galtier, 2010). Las enzimas CYP450 juegan un papel importante en el
metabolismo oxidativo y reductor de muchos compuestos quimicos endégenos o exdgenos,
incluyendo la mayoria de las micotoxinas (Wen et al., 2016). En los mamiferos, los CYP
estan presentes en el reticulo endoplasmico y las mitocondrias de la mayoria de las células
(Beyerle et al., 2015). Entre los CYP, el CYP3A con un contenido medio del 50 al 70% del
total de los CYP entéricos es la subfamilia principal que se expresa en el intestino delgado
humano (Sergent et al., 2008).

Las reacciones de fase Il se conocen como reacciones de conjugacion, que
generalmente se refieren a la unién covalente de sustancias hidréfilas endogenas como el
acido glucurdnico y el sulfato. Las reacciones proporcionan compuestos mas hidroéfilos, que
se eliminan rapidamente. En general, las reacciones de fase Il disminuyen la toxicidad. Las
enzimas uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferasa (UDP-glucuronosiltransferasa-UGT) y
glutatién S-transferasa (GST) desempenan un papel importante en el metabolismo de fase
Il (Beyerle et al., 2015; Galtier, 2010).

Aunque el higado es el principal 6rgano de desintoxicacion, los tejidos extrahepaticos
del tracto gastrointestinal (tracto Gl), los rifiones y la vejiga también muestran actividad
metabdlica. El tracto gastrointestinal es una primera barrera fisica para las micotoxinas,
pero también influye en el proceso de biotransformaciéon y la biodisponibilidad de las
micotoxinas de otras formas. Se ha informado que los microorganismos de los intestinos
exhiben la capacidad de degradar las micotoxinas (Du et al., 2017; Ji et al., 2016; Pierron
et al.,, 2016; Young et al., 2007). Ademas, la glicoproteina P (P-gp) y la proteina de
resistencia a multiples farmacos (MRP), miembros de la superfamilia de proteinas
transportadoras del casete de unién a ATP (ABC), son capaces de bombear micotoxinas
fuera de las células intestinales, lo que limita la biodisponibilidad de los sustratos
(Antonissen et al., 2017; Tran et al., 2020). Tanto el CYP450 como la P-gp en el intestino

62



juegan un papel crucial en los mecanismos de defensa contra las micotoxinas que llegan a
la mucosa intestinal (Sergent et al., 2008).

Las AF se absorben en el duodeno y se transportan al higado, el érgano mas
expuesto a la toxicidad de las AF, debido a la primera linea de metabolismo de estas
micotoxinas. Sin embargo, las FA también afectan a otros tejidos como el rifién, el pancreas
o la vejiga (Benkerroum, 2020). Inicialmente la molécula de AFB+ no es téxica, sino hasta
la bioactivacion de la molécula por las enzimas del citocromo CYP450 (Figura 25) que
conduce a la formacién del AFB1-8,9-epoxido (AFBO), una forma reactiva que se une al
ADN y a la albumina en el suero sanguineo, formando aductos causando dafio al ADN, por
lo que se considera como sumamente toxico, mutagénico y carcinogénico (Wen et al.,
2016).

La via metabdlica de la AFB4 también puede dar lugar por cetoreduccién a la
formacion del aflatoxicol que es moderadamente toxico; por hidroxilacion a la formacion de
AFMi que es levemente toxica y la aflatoxina Q1 que es relativamente no téxica; por
desmetilacion a la aflatoxina P4, considerada como no toxica (Gross-Steinmeyer y Eaton,
2012). La desintoxicacion del AFBO y de la AFM; se realiza mediante la conjugacién con
glutation, dicha reaccion es catalizada por la glutation-S-transferasa (GST). EI AFBO no
conjugado se hidroliza a AFBsi-dihidrodiol, que se convierte reversiblemente en AFB:-
dialdehido. El AFB-dialdehido es transformado por las enzimas de la subfamilia 7 de aldo-
ceto reductasa (AKR7) y la epdxido hidrolasa microsomial (mEH) para formar el metabolito
no téxico AFB1-dialcohol (Deng et al., 2018).
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Figura 25. Via metabdlica de la AFB,. (Deng et al., 2018)

(A) Aflatoxina M1 (AFM4) y (B) aflatoxina Q1 (AFQ+) por hidroxilacion; (C) Aflatoxina P4
(AFP+1) por desmetilacion; (D) AFB+1—8,9-epdxido (AFBO) por epoxidacion; (E) Aflatoxicol
(AFL) por cetoreduccion; (F) AFB1-8,9-dihidrodiol por epoxido hidrolasa microsomal
(mEH); (G) AFB+-dialcohol por aflatoxina-aldehido reductasa (AFAR); y (H) AFBO-
glutatiéon (AFBO-GSH) por conjugacion con glutation. CYP: citocromo P; GST: glutation S-
transferasas.

La zearalenona (ZEA) se absorbe con bastante rapidez después de la exposicion oral. Una
vez ingerida, puede absorberse y metabolizarse mediante hidroxilaciéon a a- zearalenol (o-
ZEA) y B-zearalenol (B-ZEA) por accidon de enzimas hidroxiesteroide deshidrogenasas del

citocromo P450 (Figura 26). El a-ZEA, es tres o cuatro veces mas estrogénico, y el B-ZEA,
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es menos estrogénico que la ZEA (Catteuw et al.,, 2019). También se produce una
biotransformacién adicional a conjugados de glucurénido por accion de la uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferasa (UGT) para facilitar la eliminaciéon de estas toxinas del cuerpo. La
glucuronidacion eficaz de la ZEA en el intestino delgado y en el higado reduce
significativamente las cantidades de compuesto original no conjugado (es decir, receptor
activo) que llega a la circulacién. Sin embargo, la accion de la UGT es inhibida por una alta
concentracién de ZEA (Videmann et al., 2008). La zearalenona experimenta una extensa
circulacion enterohepatica y excrecion biliar en la mayoria de las especies. La principal via
de excrecion para la mayoria de las especies es a través de las heces. La zearalenona y
los a- y B-zearalenoles se pueden transmitir a la leche de ovejas, vacas y cerdos a los que

se les administran altas dosis de zearalenona (M. S. Mostrom, 2012).

Figura 26. Via metabdlica de zearalenona (Rogowska et al., 2019)

(A) a-zearalenol (a-ZEA) y (B) B-zearalenol (B-ZEA) por hidroxilacion; (C) zearalenona-
glucurénido, (D) a-zearalenol-glucurénido y (E) B-zearalenol-glucurénido por
glucuronidacion; (F) zearalenona-14-glucésido (ZEA14Glc), (G) zearalenona-16-glucdésido
(ZEA16GiIc), (H) a-zearalenol-14-glucésido y (I) B-zearalenol-14-glucésido por
glucosidacion; y (J) zearalenona-14-sulfato por sulfatacién. UGT: Uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferasas

Después de la ingestion oral, la FB1 se excretan principalmente en las heces, ya sea
en forma intacta o convertida en aminopentol (HFB1) o FB1 parcialmente hidrolizado

(pHFB1) por accion de la microbiota intestinal (Muller et al., 2012). Existen pruebas de que
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la microbiota fecal humana es capaz de degradacion de FB1, y los patrones de
fragmentacion de LC-MS/MS indicaron biotransformacién microbiana a FB1 hidrolizado y
parcialmente hidrolizado (Daud et al., 2020). Las enzimas del complejo CYP no
metabolizan la FB1. Ademas, la FB1, es un inhibidor selectivo de CYP2C11 y CYP1A2,
mientras que las actividades de CYP2A1: 2A2, CYP2B1: 2B2, CYP3A1: 3A2 y CYP4A no
se ven afectadas significativamente. La inhibicion significativa de CYP2C11 podria estar
relacionada con la actividad de la proteina quinasa suprimida como resultado de la
inhibicién de la biosintesis de esfingolipidos causada por FB1 (Dellafiora et al., 2018). La
FB1, HFB1 y pHFB1 pueden acetilarse para formar fumonisinas N- acetiladas con acidos
grasos de diversas longitudes (Figura 27), existen evidencias de que las formas N- acilo

son mas toxicas que la FB1 original (Harrer et al., 2013).

Figura 27. Via metabélica de la fumonisina B1 (Dellafiora et al., 2018; Harrer et al.,
2013).
Via metabdlica de la fumonisina B1 (FB1): (A) aminopentol (HFB1) y (B) FB1 parcialmente
hidrolizado (pHFB1) por hidrdlisis; (C) N-acil-HFB1 y (D) N-acil-FB1 mediante N-acilacion.

El deoxinivalenol DON no es un sustrato del metabolismo de fase |, se biotransforma en la

fase Il (Schelstraete et al., 2019). Los principales metabolitos (Figura 28) del DON incluyen
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los conjugados DON glucurénido y sulfato y (DOM-1) el deepoxi-desoxinivalenol (Payros et
al., 2016). El DON se conjuga con glucosidos o sulfonatos para formar DON-3-glucésido
(D3G); sulfonatos de DON, DOM y D3G; y glucurénidos DON-3-, DON-7-, DON-8- y DON-
15- identificados en porcinos, ratas, pollos, bovinos y humanos (Schwartz et al., 2013; Q.-
H. Wu et al.,, 2014). Se ha informado que en cereales existen otros productos de
biotransformacién del DON, incluidos los conjugados de DON-glutation y los productos de
la degradacioén del glutation, como DON-S-cisteinil-glicina y DON-S-cisteina. Gracias a la
microflora intestinal, el DON podria metabolizarse en animales y seres humanos, pero no

depositarse en los tejidos (Gao et al., 2020).

Figura 28. Via metabdlica del deoxinivalenol (Q.-H. Wu et al., 2014)

(A) Deepoxi-desoxinivalenol (DOM-1) por deepoxidacion; (B) DON-3-sulfato, (D) DON-10-
sulfato, (G) DON-3-glucésido sulfonato y (H) DOM-1-10-sulfonato por sulfatacion; (C)
DON-glutationes por conjugacién con glutation; (E) DON-3-glucurénido, DON-7-
glucurénido, DON-8-glucurénido y DON-15-glucurénido mediante conjugacion con acido
glucuroénico; y (F) DON-3-glucésido por conjugacion con glucosa. GST: glutation S-
transferasas; UGT: Uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferasas
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La OTA se absorbe principalmente en el tracto gastrointestinal y se une a la albumina sérica
en la sangre. En animales y humanos, la OTA puede ser metabolizada por enzimas de fase
| y fase Il a muchos productos diferentes en el higado, rifién e intestino (Figura 29). La mala
biotransformacién y la lenta eliminacion de metabolitos contribuyen a la toxicidad,
carcinogenicidad y especificidad organica de la OTA (Lyagin y Efremenko, 2019; J. Wu et
al., 2013). En el intestino, la ocratoxina a (OTa), un metabolito principal, es formado por
carboxipeptidasas, que escinden el enlace peptidico en la OTA (Wen et al., 2016). Otros
metabolitos principales de la OTA son 4-hidroxi-ocratoxina A (4-OH-OTA) y 10-
hidroxiocratoxina A (10-OH-OTA). Se han identificado en la orina de ratas y también son
producidos por humanos, cerdos, microsomas de higado de cabra, pollo, rata y conejo o
células epiteliales bronquiales humanas in vitro (Ringot et al., 2006; Q. Wu et al., 2011). La
mayoria de los metabolitos de la OTA, como OTa, OTB, 4-OH-OTA y 10-OH-OTA, son
menos téxicos que el compuesto original (J. Wu et al., 2013). Sin embargo, la apertura del
anillo de lactona en condiciones alcalinas (llamada OTA abierta con lactona), que se
encuentra en los roedores, conduce a metabolitos mas toxicos que la propia OTA Estas
reacciones de tipo de fase | probablemente se relacionan con la accién de la familia de
enzimas CYP450, incluidas CYP1A1, CYP1A2, CYP3A1, CYP3A2, CYP3A4, CYP3AS5,
CYP2B6 y CYP2C9 (Tao et al, 2018).. La biotransformacion de fase Il ocurre
principalmente en el higado con la conjugacion de OTA con sulfato, glucurdnido,

hexosa/pentosa y glutation (Készegi y Poor, 2016).

68



Figura 29. Via metabédlica de Ocratoxina (Készegi y Poér, 2016)

(A) OTa por escision del enlace peptidico de OTA,; (B) OTA abierta con lactona mediante
hidrdlisis de lactona; (C) OTA-quinona por oxidacion; (D) 4-hidroxi-ocratoxina A (4-OH-
OTA) y (E) 10-hidroxiocratoxina A (10-OH-OTA) por hidroxilaciéon; (F) OTB por
decloracion; (G) OTA-glutatién, OTA-glucurénido y OTA-sulfato por conjugacion con
glutation (GSH), acido glucurdnico y sulfato; (H) Hexosa / pentosa-OTA por conjugacion
con hexosa/pentosa, (I) OTA-glutation por conjugacion con glutation. CYP450: Citocromo
P450; GST: glutation S-transferasas; UGT: Uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferasas

3.5.2. Metabolismo de micotoxinas en el rumen
Los rumiantes tienen un microbioma diverso y complejo en el rumen donde los alimentos
ingeridos se digieren y fermentan. Los rumiantes pueden desarrollar mecanismos de
adaptacion a través de microorganismos del rumen para neutralizar los efectos de
metabolitos secundarios téxicos. Estas toxinas no son téxicas contra los microorganismos
del rumen y algunas pueden utilizarse como fuentes de energia para que determinadas
poblaciones microbianas del rumen se adapten a las toxinas (McSweeney y Mackie, 2012),
y la capacidad de desintoxicacion depende en gran medida de la cantidad de toxina
consumida (Krause et al., 2005).
Las poblaciones microbianas del rumen pueden cambiar gradualmente con una
exposicion prolongada y creciente a las toxinas, lo que permite una tolerancia gradual de la
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toxina en los rumiantes. Las vias de degradacion de una toxina en la mayoria de los casos
involucran a un consorcio de microorganismos del rumen, ya que las enzimas involucradas
pueden no estar presentes en una sola especie bacteriana del rumen (Wadhwa et al., 2016).
Sin embargo, el microbiota ruminal del ganado no puede desintoxicar todas las micotoxinas.
Ademas, la desintoxicacion puede verse obstaculizada por condiciones ruminales
adversas, como pH ruminal bajo (Debevere et al., 2020).

La zearalenona puede sufrir un metabolismo ruminal, con reduccién a principalmente
a-zearalenol y a una menor cantidad de 3-zearalenol El a-ZEL es un estrogénico que puede
ser hasta 60 veces mas potente que la ZEA (Gruber-Dorninger et al., 2021). El aumento o
disminucion de la toxicidad de la zearalenona en el metabolismo del rumen depende de la
absorcion por el tracto gastrointestinal, el metabolismo hepético por la hidroxiesteroide
deshidrogenasa y la competencia en los sitios receptores citosolicos (Mostrom, 2011). El
deoxinivalenol se degrada a DOM1 en el rumen por accion de las bacterias ruminales
(Schatzmayr et al., 2006).

En el caso de la ocratoxina, los microorganismos del rumen pueden hidrolizar el
enlace amida para producir OTAa, que tiene una toxicidad mas baja, y fenilalanina. El hecho
de que los animales jovenes con rumen desarrollado se vean afectados mucho menos por
OTA que los terneros prerumiantes indica la importancia de la degradacion ruminal de la
OTA (Mobashar et al., 2010). Sin embargo, la capacidad de desintoxicacion del rumen

puede ser superado en casos de intoxicacion grave (Loh et al., 2020).

3.6. METODOS ANALITICOS DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE MICOTOXINAS

La deteccion de micotoxinas se basa principalmente en sus caracteristicas de solubilidad
en diferentes solventes y en sus propiedades fluorescentes. Las técnicas de andlisis
pueden ser cromatograficas o inmunoquimicas (Miklés et al., 2020). Diversos organismos
internacionales como la AOAC (Association of Official Analytical Chemists), CEN (Comité
Europeo de Normalizacion) o la ISO (Organizacién Internacional de Normalizacién)
elaboran y validan métodos analiticos para la deteccién de micotoxinas (Bessaire et al.,
2019).

3.6.1. Extraccion de micotoxinas

Las aflatoxinas, la zearalenona y los tricotecenos son solubles en solventes polares como

metanol, acetona, cloroformo y acetonitrilo. Por lo que la extraccién implica el uso de
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solventes organicos mezclados en diferentes proporciones con agua (Bertuzzi et al., 2012).
Para el caso de las fumonisinas, que se pueden obtener altas eficiencias de extraccion para
aumentando la fraccién de agua y/o disminuyendo el pH de la mezcla de extraccién
(Paepens et al., 2005)

3.6.2. Técnica de ELISA

La técnica de inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) es una prueba rapida, proporciona
resultados en poco tiempo. Se suelen utilizar pruebas ELISA de tipo competitivo para la
deteccién de micotoxinas, ya que son faciles de realizar y proporcionan una medida util de
la concentracién de antigenos o anticuerpos y también son muy sensibles (Singh y Mehta,
2020). El objetivo de la técnica ELISA es la determinacion cualitativa o cuantitativa de las
micotoxinas que se encuentran en la muestra, a partir de la aplicacion de anticuerpos que
son especificos de los compuestos a analizar. El método se basa en una reaccion de color
ligada a enzimas. En consecuencia, la intensidad de color medida es inversamente
proporcional a la concentracion del compuesto medido, con base a una curva de calibracion
realizada a partir de la lectura de la absorbancia de estandares de aflatoxinas con
concentracion conocida (Yanan Wang et al., 2022).

3.6.3. Técnica TLC

La cromatografia en capa fina (TLC) también conocida como cromatografia plana, es una
técnica simple, econémica y muy utilizada en el analisis de micotoxinas. Desde 1990 se ha
considerado como un método oficial de la AOAC y el método elegido para identificar
aflatoxinas a niveles tan bajos como 1 ng/g (Salisu et al., 2021). Consiste en una fase
estacionaria hecha de silice, alimina o celulosa inmovilizada en un material inerte como
vidrio o plastico, llamado matriz. La fase movil esta compuesta por una mezcla de
metanol:acetonitrilo:agua, que transporta la muestra a medida que se mueve a través de la
fase estacionaria sélida. La distribucién de micotoxinas entre las fases movil y estacionaria
se basa en las diferencias de solubilidad de los analitos en las dos fases. La cuantificacion
se logra por comparacion visual bajo la luz ultravioleta, empleando estandares de referencia
con concentracion conocida del metabolito de interés (M. Abbas, 2021).

3.6.4. Técnica HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es la técnica cromatografica mas
popular para la separacién y determinacion de compuestos organicos, utiliza una fase
estacionaria confinada a una columna y una fase movil que comprende disolventes

acuosos/organicos, que fluyen a través del adsorbente sdlido con ayuda de una presién
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muy elevada para forzar el paso del solvente por la columna que contiene particulas muy
finas, consiguiendo asi separaciones de gran resolucién (Rusli et al., 2022). Esto se logra
porque los componentes de las muestras tienen diferentes afinidades por las dos fases vy,
por lo tanto, se mueven a través de la columna a diferentes velocidades. La fase moévil que
emerge de la columna produce fracciones separadas que contienen componentes
individuales en la muestra. En la practica, la técnica de HPLC emplea una fase estacionaria
como la columna de cromatografia C-18, una bomba que mueve la fase movil a través de
la columna y un detector que muestra los tiempos de retencion de cada molécula (Reuhs,
2017).

3.7. EFECTOS SANITARIOS Y PRODUCTIVOS DE LAS MICOTOXINAS

La intoxicacién provocada por la ingesta de alimentos contaminados con micotoxinas se
denomina micotoxicosis. La intoxicacion puede ser aguda o crénica y los efectos
provocados por las toxinas dependen de la dosis ingerida, el tiempo de exposicién y el tipo

de micotoxina consumida.

3.7.1. Impacto en la salud humana

La exposicion alimentaria aguda a AFB; se ha relacionado con inhibicion de la sintesis de
proteinas, sindromes de Reye y de Kwashiorkor especialmente en nifios de los tropicos;
inmunosupresion, irritacion dérmica, disrupciones endocrinas, hepatitis aguda y otras
perturbaciones metabdlicas; el cuadro clinico incluye higado graso y edema cerebral severo
(Steyn y Stander, 1999). Las formas cronicas de aflatoxicosis incluyen: efectos
teratogénicos asociados con malformaciones congénitas; efectos mutagénicos donde las
aflatoxinas causan cambios (mutaciones) en el cddigo genético, alterando el ADN y estos
cambios pueden ser roturas cromosoémicas, reordenamiento de fragmentos de
cromosomas, ganancia o pérdida de cromosomas completos, o0 cambios dentro de un gen;
el efecto carcinogénico en el que se han identificado los mecanismos carcinogénicos, como
el efecto genotdxico donde los carcindégenos electrofilicos alteran los genes a través de la
interaccion con el ADN vy, por lo tanto, se convierten en un potencial dafio al ADN y los
carcindgenos genotéxicos que en ocasiones son eficaces tras una unica exposicion,
pueden actuar de forma acumulativa o actuar con otros carcindégenos genotéxicos que
afectan a los mismos érganos (Wangikar et al., 2005). Se estima que mas de 5 mil millones

de personas en los paises en desarrollo en todo el mundo corren el riesgo de exposicion
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crénica a aflatoxinas debido al consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas y de
estos mas de 4 mil millones de personas desarrollan cancer de higado relacionado con
aflatoxinas, especialmente el carcinoma hepatocelular (Williams et al., 2004).

La zearalenona es una micotoxina con actividad xenoestrogénica, puede ocupar y
estimular los receptores estrogénicos y la respuesta inducida es indistinguible de la
provocada por el 17B-estradiol (Tangni y Pussemier, 2007). Se considera un disruptor
endocrino ya que afecta la sintesis normal de hormonas esteroides (estradiol, progesterona
y testosterona), esta ganando atencion debido a que existen evidencias de que altera el
crecimiento-maduracién en los seres humanos y puede contribuir a un aumento de la
incidencia de cancer de mama (Belhassen et al., 2015).

Las fumonisinas fueron clasificadas por el IARC (2002) como posibles carcinogénicos
humanos. En humanos la intoxicacion por FB+ se ha asociado a cancer esofagico y defectos
en el cierre del tubo neural (Moreno et al., 2009). El mecanismo de toxicidad de la FB1
consiste en bloquear la sintesis de esfingolipidos, como consecuencia de la inhibicién de la
enzima ceramida sintasa, lo que genera la acumulacién de compuestos como son
esfingonina y esfingosina en las células hepaticas y renales, lo que provoca efectos
metabdlicos como apoptosis mitocondrial, alteracién de los esfingolipidos implicados en la
sintesis y transporte, degeneracion de tejidos ricos en esfingolipidos y aumento del estrés
oxidativo y la peroxidacion lipidica (Ahangarkani et al., 2014).

La exposiciéon aguda al deoxinivalenol o sus derivados, se ha relacionado con la
aleukia toxica alimentaria (ATA), que es una intoxicacién caracterizada por vomito,
inflamacién de la piel y dafio a los tejidos hematopoyéticos, se acompana de necrosis en la
cavidad oral, sangrado de la nariz, de la boca y la vagina, ademas de trastornos del sistema
nervioso central y digestivo comprometiendo la integridad del epitelio y de las células
inmunes a nivel intestinal, generando asi altas tasas de mortalidad dada su predisposicion
a infecciones oportunistas (Pinton y Oswald, 2014).

En mujeres embarazadas, la exposicion prolongada a la ingesta de ZEA puede
provocar una disminucion de la supervivencia del embrién y una reduccion del peso del
feto, asi como una disminucién de la producciéon de leche. En las mujeres, la ZEA provoca
una alteracién en la morfologia de los tejidos del utero y una reduccién de LH y
progesterona. En los hombres, también se reducen la testosterona, el peso de los testiculos
y la espermatogénesis. Otras propiedades tdxicas asociadas con ZEA incluyen

hepatotoxicidad e inmunotoxicidad. La ZEA, también es hematotdxica y produce disfuncion
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en la coagulacién y modificacion de los parametros sanguineos. Varios autores han
senalado que ZEA también es genotdxica, ya que puede formar aductos de ADN (Gil-Serna
et al., 2014).

El principal efecto de la Ocratoxina es la nefrotoxicidad, sin embargo, también produce
dafios en el higado (hepatotoxicidad) que conllevan a la acumulacién de glucégeno en los
tejidos hepaticos y musculares. Existen evidencias también de su efecto teratogénico e
inmunotoéxico. Ademas, tiene sinergismo contra otras micotoxinas nefrotdxicas como la
citrinina (Ostry et al., 2013). El metabolismo toxicologico de la OTA esta mediado por la
inhibicién del factor nuclear eritroide (Nrf2) y la transcripcion del gen (Nrf2), lo que genera
estrés oxidativo, produccion de especies reactivas de oxigeno que inducen a la inhibicién
de la sintesis proteinica, interferencia en los sistemas metabdlicos, la peroxidacién de
lipidos de la membrana, perturbacion de la homeostasis del calcio, inhibicién de la

respiracion mitocondrial y dafio del DNA (Limonciel y Jennings, 2014).

3.7.2. Impacto en la salud animal y produccién
En el ganado lechero, las intoxicaciones por micotoxinas ya sean agudas o cronicas
producen multiples efectos bioldgicos y fisioldgicos, que afectan no solo la salud de los

animales, sino también su productividad (Cuadro 12).

Cuadro 12. Efectos fisiologicos y productivos de las micotoxinas en las vacas lecheras

Micotoxina Efectos fisiolégicos y/o bioldgico Efectos productivos
Necrosis hepatica, nefritis, congestion Inmunosupresidon, contaminacion de
pulmonar, dafio celular, hepatotoxicidad, leche por residuos, disminucion de
. carcinogenicidad, teratogenicidad, produccion de leche, gastroenteritis,
Aflatoxina

mutagenicidad, Inhibicidn de sintesis de
proteinas, estrogenicidad, inmunotoxicidad,
nefrotoxicidad y neurotoxicidad

hemorragias intestinales, deterioro
de la funcién de rumen, diarrea y
cetosis

Estrogenicidad, inmunotoxicidad,

Zearalenona . .
hiperestrogenicidad

Inmunosupresion, celos irregulares,
bajas tasa de concepcién, quistes
ovdricos, pérdidas embrionarias,
abortos, vulvovaginitis, cambios

puberales precoces, prefez ficticia,

Factor emético y de rechazo del alimento,
efecto hemolitico en eritrocitos, inhibicidon de
sintesis de ADN, ARN y proteinas a nivel
ribosomal

Deoxinivalenol

Menor consumo de alimento, menor
eficiencia alimenticia, contaminacién
de leche por residuos, menor
produccion de leche
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Inhibicidn de la sintesis de esfingolipidos,

neurotoxicidad (leucoencefalomelacia), Menor consumo de alimento, menor
Fumonisina hepatotoxicidad, potencial carcinogénico, eficiencia alimenticia, blastogénesis
inmunotoxicidad nefrotoxicidad, lesiones de linfocitos

cardiacas, cancer esofagico

Inmunosupresion, residuos de la
micotoxina en leche, disminucion de
consumo de piensos, aumento de
consumo de agua

Nefrotoxicidad, posible carcinogenicidad,
Ocratoxina teratogenicidad e inmunotoxicidad, inhibicién
de sintesis de proteinas

Elaboracion propia a partir de (del Palacio et al., 2016; Espindola, 2006; Pitt y Hocking, 2009; Pittet, 1998;
Ramos Girona et al., 2020)

3.7.3. Impacto econémico

El impacto econémico de las micotoxinas es enorme, estimandose que casi el 25% de las
cosechas a escala mundial es afectado anualmente por hongos toxigénicos, que generan
problemas al reducir la capacidad nutritiva del cereal en los alimentos, aumentan los costes
de produccién y la mortalidad e incrementan la susceptibilidad a las enfermedades
infecciosas (FAO, 2003).

Se ha estimado que a nivel mundial las micotoxinas, especialmente las aflatoxinas,
provocan pérdidas anuales millonarias en los diferentes ambitos: produccion agricola,
produccién pecuaria, salud animal y humana; en Estados Unidos de Norteamérica, se
estima que, las pérdidas por cereales contaminados ascienden a 900 millones de ddlares
al ano (Martinez Padrén et al., 2013). Las pérdidas econdmicas atribuidas a las micotoxinas
son muy cuantiosas, ya que, a las generadas en el ambito agricola por contaminacion de

cosechas, se suman las derivadas de su efecto inmunotéxico sobre la salud humana.

3.8. REGULACION LEGISLATIVA DE MICOTOXINAS

La exposicion a las aflatoxinas es principalmente un problema en los paises pobres y en
desarrollo debido a la escasez de regulaciones legislativas, supervision deficiente en el
procesamiento y almacenamiento de alimentos, asi como a altos niveles de desnutricion.
La ausencia regulaciones esta relacionada principalmente con datos insuficientes sobre la
presencia de micotoxinas. La exposicidon a las micotoxinas debe mantenerse lo mas baja

posible para proteger a las personas. Las micotoxinas no solo representan un riesgo para
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la salud humana y animal, sino que también afectan la seguridad alimentaria y la nutricion
al reducir el acceso de las personas a alimentos saludables.

Las reglamentaciones varian segun las normativas de los paises o comunidades de
comercializacion internacional a las que pertenecen (Unién Europea, Mercosur, etc.). No
existe una legislaciéon internacional al respecto y en algunos paises ni siquiera existen
normativas vigentes para su control. Al menos 99 paises tienen reglamentos para las
micotoxinas en los alimentos o las raciones, la poblacion total de estos paises representa
el 87% de los habitantes del mundo (FAO, 2004).

En muchos paises y regiones se han establecido reglamentos en piensos relacionados con
las micotoxinas para proteger al consumidor de los efectos nocivos de estos compuestos
(Cuadro 13).

Cuadro 13. Limites de micotoxinas en piensos para ganado lechero

Micotoxina(s) LMP UE LMP FDA LMP (NOM) | LMP (Mercosur)
(ne/ks) (ne/ks) (ug/kg) (ug/kg)

Aflatoxinas (tot) --- 20 100 20
Aflatoxina B; 5 L xS S
Zearalenona 500 400** 2L —
Deoxinivalenol 500 500 L —
Fumonisinas 5000 (B;+B,) | 3000*(B1+B,+Bs) = -
Ocratoxina 250 (A) - = —

LMP: Limite maximo permisible, UE: Unién Europea, NOM (Norma Oficial Mexicana)
*Granos y productos que no excedan el 50% de la dieta

** Dato no contemplado por la FDA (Propuesto por la Universidad de Missouri en
Columbia y la Universidad Estatal de Dakota del Norte

3.9. CLIMA

3.9.1. Condiciones climaticas en Aguascalientes

Aguascalientes se localiza entre los paralelos 21.61 y 22.45° de latitud norte y entre los
meridianos -101.816 y -102.866° de longitud oeste. Colinda con los estados de Jalisco y
Zacatecas. El clima en el estado de Aguascalientes es predominantemente semiseco en
casi un 87% del territorio, frio en un 12% y templado en menos del 1%. La temperatura
media anual es de 17.4°C, la temperatura minima media es de 9.6°C y la temperatura
maxima media es de 26.5°C. La holgura térmica entre las temperaturas minimas y las

maximas es muy amplia durante todos los meses del afio. El régimen térmico mas calido
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se registra en mayo con una temperatura media de 22°C y enero es el mas frio con una
temperatura media de 13°C (INEGI, 2021).

La precipitacion pluvial total es de 526 mm al afo. El periodo de lluvias se presenta
durante el verano en los meses de junio a octubre, con bajas precipitaciones en los
restantes meses del ano, siendo marzo el de menor nivel, alrededor de 4mm. EL nivel de
evaporacion excede al de precipitaciones, por lo que la produccion agricola requiere de
riego. El periodo de heladas comprende de noviembre a -febrero y se presentan dentro de
un rango de 20 a 40 dias al afio (INEGI, 2021).

3.9.2. Influencia ambiental en el crecimiento de hongos toxigénicos y produccién de
micotoxinas

Aspergillus es mas frecuente en los trépicos, Fusarium abunda mas en climas frios y
Penicillium predomina en zonas templadas. Las condiciones climaticas en regiones,
principalmente tropicales o subtropicales, facilitan la contaminacién de los cultivos por
aflatoxinas. La infestacion de plantas de cultivo con Aspergillus spp. y la producciéon de
aflatoxinas en la planta en crecimiento se ve favorecida por el estrés por sequia, es decir,
los periodos de alta temperatura y baja humedad. Por otro lado, la exposicion a altas
temperaturas y mucha humedad antes de la cosecha y durante el almacenamiento de los
cultivos facilita el crecimiento de hongos y la produccion de aflatoxinas.

Las lluvias y las temperaturas suaves durante los periodos de floracién y maduracién
favorecen la infestacion del trigo y el maiz con F. graminearum y F. culmorum vy la
subsecuente contaminacion por DON. La infestacion del maiz con F. verticillioides y la
consiguiente contaminacion por fumonisinas se ve facilitada por las altas temperaturas y la
baja precipitacion alrededor del estigrado (llenado de grano). Las precipitaciones durante el
principal periodo estigmatizante del maiz favorecen la produccion de DON y ZEN (Gruber-
Dorninger et al., 2019). En climas templados generalmente, Penicillium spp. es el género
mas importante en la produccion de OTA y en climas tropicales, el mas importante es

Aspergillus spp. (Yan Wang et al., 2016).

3.9.3. Efecto de cambio climatico en el fendémeno de contaminacién por micotoxinas
El cambio climatico se define como el conjunto de alteraciones que se presentan en el clima

a nivel global, tales como, periodos prolongados de sequia, cambios en el patrén pluvial,
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lluvias torrenciales y calentamiento global. Dichos cambios son efecto de la acumulacion
de gases en la atmésfera, principalmente de didxido de carbono (Useros, 2013).

El cambio climatico representa un riesgo para la inocuidad de los alimentos, lo que
pone en peligro la salud publica. La variabilidad climatica afectara la persistencia de
bacterias, virus, parasitos, algas nocivas, hongos y sus vectores. La temperatura, la
humedad y la acidez son factores determinantes en el crecimiento de los hongos
toxigénicos y la biosintesis de micotoxinas (Kebede et al., 2020; Magan y Medina, 2016).
Se prondstica un cambio en los patrones de aparicion de micotoxinas, las zonas sujetas a
contaminacion cambiaran y regiones que en la actualidad presentan baja incidencia seran
propensas a la aparicion de hongos y produccion de micotoxinas (Assuncgao et al., 2018).

En México a partir de la década de 1960, se han registrado varios cambios, como el
aumento de 0.85°C en la temperatura promedio y de 1.3°C en las temperaturas invernales,
disminucion de la precipitacion pluvial en la regién sureste, disminucion de los dias frescos
y aumento de las noches calidas. Para el afio 2100, se pronostica un aumento de 4°C en
la zona fronteriza con Estados Unidos de América y de 2.5 a 3.5°C en el resto del pais
(INECC, 2013). En Aguascalientes también se han registrado cambios. La temperatura

media anual, de 1950 a la fecha, aumenté 0.7°C aproximadamente (Figura 30).

Figura 30. Temperatura promedio por afio (NOOA, 2021)
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Se estima que las precipitaciones disminuiran un 10% en la mayoria del territorio nacional,
aunque en algunas zonas podria ser mas severa la disminucion. La mayor parte del pais
se volvera mas seca y las sequias seran mas frecuentes (Cavazos et al., 2013). En cuanto
al impacto del cambio climatico en la actividad agricola, se espera que el cultivo de maiz
disminuya su produccién para la década de 2050 y que la mayoria de los cultivos resulten
menos adecuados para la produccién en México hacia el 2030 cuya situacion se agravara
para finales del siglo (INECC, 2013). Se estima, que por cada grado que aumente la

temperatura media mundial el rendimiento agricola se reducira un 6% (OMS, 2019).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. DISENO METODOLOGICO

El presente estudio se realiz6 mediante un disefio descriptivo longitudinal a fin de evaluar
la contaminacion de las raciones destinadas a la alimentacion de vacas lecheras por las
principales micotoxinas y hongos toxigénicos de interés pecuario, asi como la influencia de
la variacion meteoroldgica de las distintas épocas del afio en dicha contaminacién. Para lo
anterior, se recolectaron muestras mensuales durante 12 meses (mayo de 2021 a abril de
2022). La informacién meteorolégica (temperatura, humedad relativa y precipitacion pluvia,
etc.,) se obtuvo de los datos recabados por la red de estaciones agrometereoldgicas del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y Comision
Nacional del Agua (CONAGUA).

4.2. POBLACION BAJO ESTUDIO
4.2.1. Ubicacion espacio temporal
El estudio se realizé en el estado de Aguascalientes. Las muestras de RTM se

recolectaron mensualmente de mayo de 2021 a abril de 2022, en 10 unidades de

produccioén lechera del estado (Figura 31).
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Figura 31. Localizacién UPL de estudio

4.2.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.

Se seleccionaron 10 establos de los padrones SADER (DPAI), la AGLPLA, centros de
acopio LICONSA y Grupo San Jacinto, que proporcionaron el permiso para la toma de
muestra de la RTM, leche cruda y la aplicacion del instrumento de recoleccion de datos. Se
excluyeron las unidades de produccién de leche que no brindaron autorizacién para
participar en el muestreo o unidades en las que fue imposible obtener muestras de RTM sin

secuestrante de micotoxinas debido al manejo nutricional.

4.2.3. Métodos de muestreo

Se seleccionaron 10 unidades de producciéon lechera mediante el método no probabilistico
por conveniencia. Las UPL fueron seleccionadas por el método de conveniencia, con base
en la disponibilidad de los propietarios para proporcionar el acceso a las instalaciones para

la toma de muestras (RTM y leche cruda) y a la informacién.

4.3. TECNICAS DE RECOLECCION DE MUESTRAS Y PRUEBAS DE LABORATORIO

4.3.1. Recoleccién de muestras
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4.3.1.1. Recoleccion de muestras de RTM. Se recolectaron muestras de RTM
mensualmente durante un afio (mayo de 2021 a abril de 2022). Dibujando imaginariamente
una “M” sobre el pesebre como lo describe la Norma Oficial Mexicana (NOM-188-SSA1-
2002) se identificaron cinco puntos de donde se tomé una muestra de un kg por cada sitio,
se depositaron en una bolsa de plastico, se homogeneizaron y de la muestra compuesta
homogénea de cinco kg, se conservé solamente un kg para la identificacion y cuantificacion
de hongos toxigénicos y micotoxinas. Durante el muestreo, se aplicé un instrumento de

recoleccion de datos.

4.3.1.2. Manejo de muestras de RTM. Las muestras de racién total mezclada se
procesaron en las instalaciones del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes para su analisis. Se secaron en una estufa de alta
temperatura con circulacion de aire forzado (OF-22G JEOI-TECH, Lab Companion, Corea)
a 60°C durante 24 horas y se pulverizaron en un molino universal de funcionamiento
continuo (MF series 10 Basic, IKA®-Werke, Alemania) hasta obtener un tamaro de particula
de entre 500 y 800 p. Las muestras secas y molidas se almacenaron en refrigeracién dentro
de bolsas con cierre hermético, se identificaron con la fecha de muestreo, la UPL de donde
se obtuvo y un numero consecutivo indicando el orden en el que se realizaron los
muestreos. Los datos se vaciaron en una hoja electrénica de célculo usando el software
Microsoft Excel 2016.

4.3.1.3. Recolecciéon de muestras de leche. Se recolectaron 25 mL de leche cruda cada
mes, durante 1 afio directo del tanque de almacenamiento. Se utilizaron frascos limpios y
desinfectados, los cuales se identificaron y transportaron en condiciones de refrigeracion

hasta el laboratorio, dénde se conservaron en congelacion (-20°C) hasta su analisis.
4.3.2. Aislamiento, identificacion y cuantificacion de colonias fungicas

4.3.2.1. Técnica de vaciado en placa por diluciones seriadas. Las muestras molidas de
RTM (10 g) se diluyeron en peptona de caseina estéril al 0.1% (90 mL), se prepararon
cuatro diluciones por cada muestra (10", 102, 10° y 10%), se sembraron en medios de
cultivo rosa de bengala agar (RBA) y Czapeck y se incubaron en obscuridad de 27-30°C de
5 a7 dias (Anexo D).
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4.3.2.2. Preparaciones con azul de algodén-lactofenol. Se realizaran preparaciones con
azul de algodén-lactofenol (Anexo E); se tomé una porcion de la colonia de interés y se fijo
con el lactofenol sobre un portaobjetos estéril. Se observaron sus estructuras morfolégicas
en el microscopio optico (Carl Zeiss, Axiostar plus, EUA) a diferentes magnificaciones para
la identificacion de los hongos a nivel de género con el apoyo de las descripciones
especializadas de Barnnett y Hunter (1998). Las colonias del género Aspergillus se

identificaron con la ayuda de las claves taxondmicas de Klich (2002).

4.3.2.3. Cuantificacion de UFC fungicas. En una bitacora se realizara el registré del
numero de colonias y de los géneros fungicos identificados en cada muestra de RTM. Se
realizo la cuantificacion de UFC/g de muestra de RTM con ayuda de una formula (Anexo
E). Los resultados se clasificaron en recuentos nulos (0 UFC/g), bajos (<10° UFC/g),
moderados (>10°<10° UFC/g) y altos (>10° UFC/g).

4.3.3. Cuantificacion de aflatoxinas en muestras de RTM por ELISA.

La cuantificacién de la concentracion de aflatoxinas en las muestras de RTM se realizo
mediante kits comerciales de ELISA (R-Biopharm, Alemania). La extraccion de micotoxinas
se realiz6 con metanol al 70% siguiendo el procedimiento descrito en el protocolo del Kit.
Cada muestra se depositd por duplicado en los pocillos de la placa y se leyo la absorbancia
de las muestras en un lector de microplacas Biotek a 450 nm (ELx800TM, Bio Tek, EUA),

cuyos resultados se compararon con una curva de calibracién para concentracion de

aflatoxinas (Anexo F).

4.3.4. Cuantificacion de AFM, en muestras de leche cruda por ELISA
La determinacién de la concentracion de AFM; en leche se realiz6, de igual forma, mediante
el método de ELISA (Anexo G). empleando el kit comercial (Ridascreen®AflatoxinM1 r-

biopharm).

4.3.5. Caracterizacion toxicolégica de aislados micotoxigénicos

4.3.5.1. Capacidad aflatoxigénica de aislados con morfologia Aspergillus flavus
mediante vapores de hidréxido de amonio. Para la caracterizacion aflatoxigénica de los
Aspergillus flavus aislados y purificados de la racion total mezclada, se realizaron cultivos
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monosporicos en cajas Petri con medio de cultivo agar-coco y se incubaran a 25°C por tres
dias. Las placas Petri se colocaron boca abajo y en la tapa se adicioné hidréxido de amonio
al 25%, el reverso de la colonia las cepas productoras de AF vir6 a color rosa después de

aplicar la solucion de amonio (Anexo H).

4.3.5.2. Cuantificaciéon de micotoxinas en aislados con morfologia de especies
micotoxigénicas. La cuantificacién de aflatoxinas de los aislados Aspergillus obtenidos de
la RTM, se realizd, con kits comerciales de ELISA (R-Biopharm, Alemania). La extraccién
de aflatoxinas se realiz6 a partir de los cultivos monospoéricos de los aislados compatibles
con la morfologia de especies micotoxigénicas obtenidos de la RTM; cada muestra se
depositd por duplicado en los pocillos de la placa y se ley6 la absorbancia de las muestras
en un lector de microplacas Biotek a 450 nm (ELx800TM, Bio Tek, EUA), cuyos resultados

se compararon con una curva de calibracion de aflatoxinas (Anexo |).

4.4. DISENO ESTADISTICO

4.4.1. Variables y escalas de mediciéon
Se consideraron variables categdricas y cuantitativas, de caracter, zootécnico,

meteoroldgico y toxicolégico. Sus caracteristicas se detallan en el Anexo J.

4.4.2. Proceso de captacion de la informacion
Los datos obtenidos en los muestreos, analisis de laboratorio, aplicacién de encuestas y
monitoreo de estaciones agrometereoldgicas se capturaron en una hoja electrénica de

Microsoft Excel® para facilitar su analisis.

4.4.3. Andlisis estadistico

Los datos de todas las variables cuantitativas se sometieron a un analisis de varianza
(ANDEVA) mediante el procedimiento para modelos lineales generales (GLM) del software
Statistical Analysis System (2004). Para identificar las diferencias significativas en las
variables categoricas se realizaron modelos mixtos lineales generalizados la prueba de Chi

cuadrada (x2). Se consider6 un nivel de probabilidad P<0.05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION DE LAS UNIDADES DE ESTUDIO

5.1.1. Caracterizacion climatica

5.1.1.1. Estatal. A nivel estatal la mayor precipitacion pluvial se presentd en los meses de
julio y septiembre (176.6 y 185.5mm, respectivamente), registrandose un descenso
intermedio en la precipitacion en el mes de agosto (117.5mm), atribuible al efecto de la
canicula. La mayor temperatura media se registré6 en el mes de junio (21.16°C) y la
temperatura media menor en el mes de enero (13.50°C). La mayor variacion entre las

temperaturas maxima y minima fue en el mes de diciembre (Figura 32).
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Figura 32. Climograma estatal (mayo 2021-abril 2022)

5.1.1.2. Unidades de estudio. Existieron diferencias (P<0.05) entre los valores medios de
temperatura y precipitacion en las distintas estaciones del afio. Los valores mas altos de
temperatura (T° min, T° med, T° max) se registraron en primavera y verano; la mayor

precipitacion pluvial fue en verano (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Datos promedio por estacion del afio de temperatura y precipitacién en las UPL del

estudio

Estacion . Temperatura (°C) Precipitacion

min med max (mm)
Primavera  10.83°+0.3 20.082+0.1 29.342+ 0.1 32456+ 3.5
Verano 12272+ 0.1 1949+ 0.1 26.69°+ 0.1 92.782+ 2.2
Otoiio 5.56¢+ 0.4 14.82¢+0.2 24.10°+0.2 17.16°+ 1.4
Invierno 3.824+0.2 13.99¢+ 0.2 24.15°+0.3 10.72¢+0.8

Total 8.12 17.10 26.07 38.28

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias
significativas (P<0.05).

5.2. CUANTIFICACION DE AF EN RTM

Se determind la concentracién de AF en 240 muestras de RTM (muestras de 10 UPL de los
meses mayo de 2021 a abril de 2022). La concentracién media de AF fue de 19.95 ug kg™
y el 46.25% de las muestras sobrepaso el limite maximo permisible (20 ug kg™'; FAO, 2004;
Walte et al., 2016) recomendado para Latinoameérica. El 100% de las muestras sobrepasoé

el limite de AF de la normativa de la Unién Europea (5 pg; FAO, 2004).

5.3. CUANTIFICACION DE AFM:EN LECHE

Se determiné la concentracion de AFM1 en muestras de leche cruda de las 10 UPL de 12
meses (mayo de 2021-abril 2022). La concentracion media de AFM; en las muestras de
leche cruda fue de 9.40 ng kg™'. Ninguna de las muestras sobrepasé el limite permisible de
AFM;, establecido por la Norma Oficial Mexicana (500 ng kg'; NOM-243-SSA-2010). El
1.67% sobrepaso el limite recomendado por la normativa europea para leche de consumo
en general (50 ng kg') y el 9.17% de las muestras de leche cruda sobrepaso el limite
maximo de AFM; recomendado para productos lacteos de consumo infantil (25 ng kg™’;
Sharaf, 2016).

5.4. ASOCIACION DE FACTORES CON LA CONTAMINACION DE LA RTM POR AF
5.4.1. Factores climaticos

5.4.1.1. Asociacion de la estacion del afio con la concentracion de AF en RTM. La
concentracién de AF en las muestras de RTM fue distinta (P<0.05) entre las estaciones del

afno. (Cuadro 15). El contenido de AF fue menor en otofio comparado con las otras
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estaciones. En otofio, se registr6 también un menor porcentaje de muestras que

sobrepasaron el LMP recomendado para raciones de ganado lechero en Latinoamérica.

Cuadro 15. Cuantificacion de AF (ug kg') en muestras de RTM recolectadas en las
estaciones del afio

. AF Lim confianza > LMP NOM >LMP UE
Estacion  Casos (ug/kg * EE) (95%) (%) (%)
Primavera 60 20942 +0.52 20.23-21-15 51.43 100.0
Verano 60 20.652 +0.64 20.42-21-52 54.29 100.0
Otofo 60 17.45° +0.48 16.87-18.20 22.92 100.0
Invierno 60 20.772 =0.51 19.44-20.35 50.00 100.0
Total 240 19.95 £ 0.56 46.25 100.0

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias
significativas (P<0.05).

Durante la temporada otofial, se registraron contenidos menores de AF en la RTM que el
resto del afio. Esto puede deberse a que, en el Altiplano Mexicano, la mayor produccién
agricola ocurre durante el ciclo primavera-verano, por lo que tanto los granos como los
forrajes producidos en esa temporada se distribuyen y utilizan en la temporada otofo-
invierno. Siendo en el otofio cuando circulan los forrajes de mayor calidad (Vazquez Badillo
y Moreno Martinez, 2016). De igual forma, es durante el otofio cuando en la region se
empiezan a descubrir los ensilados elaborados con el maiz del ciclo de cultivo primavera-
verano anterior; el ensilado de maiz en un ingrediente ampliamente utilizado en las raciones
para ganado lechero por su alto aporte energético. Diversos estudios reportan que el tiempo
de almacenamiento de los forrajes e ingredientes con los que se elaboran los piensos, se

asocia a la contaminacioén por AF.

5.4.1.2. Asociacion de la temperatura media mensual con la concentracion de AF en
RTM. La contaminacién de las raciones por AF fue mas elevada (P<0.05) cuando la
temperatura media mensual fue mayor o igual a 19.3°C, presentandose dicha condicion
principalmente en las estaciones de primavera y verano (Cuadro 16). De igual forma la
proporcion de muestras de raciones que sobrepasé en limite permisible de AF aumento

conforme se incremento la temperatura media mensual.
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Cuadro 16. Concentracion de AF (ug kg') en muestras de RTM en relacién
con la temperatura media mensual.

o AF > LMP NOM > LMP UE
T° Med Casos (ug kg™ + EE) (%) (%)
11.5-15.2 80 18.97° +0.37 37.50 100.00
15.3-19.2 78 19.76 @ +0.58 53.59 100.00
219.3 82 21102 +0.48 57.32 100.00
Total 240 19.95 + 0.56 46.25 100.00

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias

significativas (P<0.05).
5.4.2. Factores zootécnicos

5.4.2.1. Composicion de la RTM por tipo de pienso. Se encontré asociacion (P<0.05) de

la inclusion de los ingredientes en la racion de acuerdo con su clasificacion (Cuadro 17).

Cuando en las raciones se incluyeron ensilados, la concentraciéon de AF fue mayor a cuando

no se incluyeron; sin embargo, las muestras en las que no se incluyeron ensilados fueron

muy pocas (solo 4).

Cuadro 17. Asociacion de la inclusion de los tipos de ingrediente con la concentracion de AF en la

RTM.
RRR - nionso Casos AF Lim confianza >LMP NOM > LMP UE
(Mg kg + EE) (95%) (%) (%)
Pajas y alimentos
toscos
Presente 216 20.10 @ +£0.31 19.79-20.40 50.00 100.00
Ausente 24 18.67 @ +0.60 18.07-19.27 45.83 100.00
Forrajes frescos
Presente 10 1452 b +0.88 13.64-15.40 0.42 100.00
Ausente 230 20.19 @ +£0.29 19.90-20.47 45.83 100.00
Ensilados
Presente 230 20.19 2 +0.29 19.90-20.47 45.83 100.00
Ausente 10 1452 » +0.88 13.64-15.40 0.42 100.00
Granos y semillas
Presente 120 20.26 @ +0.48 19.77-20.74 46.67 100.00
Ausente 120 19.65 @ +£0.30 19.35-19.95 45.83 100.00
Concentrados y
nucleos proteinicos
Presente 240 19.95 @ +0.56 19.39-20.52 46.25 100.00
Ausente 0 - - -
Subproductos
Presente 120 18.93 © +0.43 18.50-19.36 40.83 100.00
Ausente 120 20.98 @ +0.35 20.63-21.33 51.67 100.00
Total 240 19.95 + 0.56 19.39-20.52 46.25 100.00

88



a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas (P<0.05).

5.4.2.2. Inclusion de ingredientes en la RTM. Se encontré asociacion (P<0.05) de algunos

ingredientes de uso frecuente en las raciones para ganado lechero con la concentracién de

AF (Cuadro 18). Cuando en la RTM se incluyd ensilado de maiz o maiz rolado, la

concentracién de AF fue mayor. Al contrario, cuando se incluyé desecho de destileria,

semilla de algodon o melaza, la concentracién de AF en la RTM fue menor.

Cuadro 18. Asociacién de la inclusion de diferentes ingredientes con la concentracion de AF en la

RTM.
. dionte Casos AF Lim confianza > LMP NOM > |LMP UE
(Mg kg™ + EE) (95%) (%) (%)
Ensilado de maiz
Presente 236 20.05 @ +0.29 19.77-20.34 100.00 100.00
Ausente 4 1418 b +047 13.71-14.64 0.00 100.00
Desecho de destileria
Presente 96 1899 b +0.52 18.47-19.51 33.33 100.00
Ausente 144 20.59 2 £0.31 20.28-20.91 66.67 100.00
Maiz rolado
Presente 144 2059 2 +0.42 20.18-21.01 67.57 100.00
Ausente 96 18.99 b +0.32 18.67-19.32 32.43 100.00
Semilla de algodoén
Presente 26 1798 b +0.74 17.25-18.72 5.41 100.00
Ausente 214 20.19 2 +0.30 19.89-20.50 94.59 100.00
Melaza
Presente 48 18.75 b +0.38 18.36-19.13 17.12 100.00
Ausente 192 20.26 @ +£0.34 19.92-20.60 82.88 100.00
Total 240 19.95 + 0.56 19.39-20.52 46.25 100.00

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas (P<0.05).

5.4.2.3. Marca de nucleo o concentrado proteinico incluido en la RTM. Se encontré que

cuando en la racién se incluyé concentrado y/o nucleo proteinico de la marca C, el contenido

de AF fue mayor (P<0.05) en comparacion con las otras marcas o el nucleo elaborado por

las mismas unidades de produccién (Cuadro19).

Cuadro 19. Asociacion de la marca de concentrado y/o nucleo proteinico con la concentracion de

AF en la RTM
Marca de nicleo Casos AF Lim confianza > LMP NOM > LMP
(Mg kg £ EE) (95%) (%) UE (%)
Elaboracion propia 72 1855 ¢ +0.57 17.97-19.12 375 100.00
A 72 20.07 ® £0.45 19.62-20.52 52.78 100.00
B 24 19.22 bc +0.45 18.77-19.67 50.00 100.00
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C 72 2149 @ +£0.55 20.95-22.04 46.67 100.00
Total 240 19.95 + 0.56 19.39-20.52 46.25 100.00

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas (P<0.05).
5.4.3. Factores agronémicos

5.4.3.1. Empresa proveedora de semilla de maiz con el que se elabora el ensilado. Se
encontré asociacion (P<0.05) de la empresa de semilla de maiz con la cantidad de
aflatoxinas presente en la racion (Cuadro 20). Cuando en la RTM se incluyé ensilado
elaborado con maiz con semilla de origen de la empresa E, hubo mayor concentracion de

AF en comparacion a otras empresas semilleras o al maiz criollo.

Cuadro 20. Asociacion de la empresa proveedora de semilla de maiz con la concentracion de AF en
la RTM.

Empresa proveedora Casos AF Lim confianza > LMP NOM >LMP
de semilla de maiz (g kg £ EE) (95%) (%) UE (%)
Criollo 24 18.82 © +0.49 18.34-19.31 29.17 100.00

A 48 18.91 © +0.84 18.10-19.75 37.50 100.00

B 24 20.38 b £0.91 19.47-21.29 58.33 100.00

C 48 18.95 » +0.37 18.57-19.32 45.83 100.00

D 48 18.96 © +0.56 18.40-19.52 39.58 100.00

E 48 2335 @ +0.56 22.79-23.91 64.58 100.00

Total 240 19.95 + 0.56 19.39-20.52 46.25 100.00

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas
(P<0.05).

5.5. ASOCIACION DE FACTORES CON LA CONTAMINACION DE LECHE CRUDA POR
AFM,

5.5.1. Factores climaticos

5.5.1.1. Asociacion de la estacion del afo de recoleccion de muestras de leche cruda
con la concentracion de AFM;. La estacion se relacion6 significativamente (P<0.05) con
la concentracién de AFM+, en verano se detecté una concentracion mayor de AFM; en las
muestras de leche cruda en comparacion con las muestras recolectadas en el resto del afio.
(Cuadro 21). Solamente en el verano, se detectaron muestras de leche que sobrepasaron

el limite permisible para AFM; establecido por la Unidén Europea.
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Cuadro 21. Cuantificacion de AFM+ (ng kg-') en muestras de leche cruda recolectadas en
las estaciones del afio

Estacion Casos AFMj1 Lim confianza > LMP NOM > LMP UE
(Mg kg™ £ EE) (93%) (%) (%)
Primavera 60 6.79b +0.99 5.81-7.78 0.00 0.00
Verano 60 16.812 +2.81 14.00-19.62 0.00 6.40
Otofo 60 7.64° +1.10 6.53-8.74 0.00 0.00
Invierno 60 529 +1.22 4.07-6.51 0.00 0.00
Total 240 9.40+1.85 7.55-11.25 0.00 1.67

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas (P<0.05).

5.5.1.2. Asociacidn de la precipitacion pluvial mensual con la concentraciéon de AFM1
en leche cruda. La concentracion de AFMs en las muestras de leche cruda, fue mas
elevada cuando se registré una precipitacion mensual mayor en las unidades de estudio
(P<0.05). También, algunas muestras sobrepasaron el limite maximo permisible cuando la

precipitacién pluvial rebasé los 19.6 mm (Cuadro 22).

Cuadro 22. Asociacion de la concentracion de AFM1 (ng kg') en muestras de leche cruda con la
variacion de la precipitacion mensual.

Precipitacion Casos AFM;1 Lim confianza > LMP NOM > LMP UE
(mm) (Mg kg + EE) (95%) (%) (%)
28-94 64 556¢ +1.14 4.42-6.69 0.00 0.00
9.5-19.5 56 7.66° +1.17 6.49-8.82 0.00 0.00
19.6 — 68.7 58 11.39a +2.47 8.92-13.86 0.00 3.45
> 68.8 62 13.082 +224 10.83-15.32 0.00 3.23
Total 240 9.40 £ 1.85 7.55-11.25 0.00 1.67

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias
significativas (P<0.05).

Los valores mas altos de AFM; en leche cruda coinciden con los meses de mayor
precipitacién pluvial. Durante la temporada de lluvias, el ganado lechero disminuye el
consumo de materia seca y la energia disponible es menor, por lo tanto, el bovino entra en
un proceso de estrés metabdlico que trae consigo un incremento de la secrecién de cortisol
e inmunosupresion, por lo que el animal es mas susceptible a enfermarse. De igual forma,
la alta humedad relativa en el ambiente contribuye a la proliferacion de patégenos, en esta
temporada se presenta mayor incidencia de mastitis y enfermedades podales. Por otra
parte, Hernandez-Valdivia et al., (2020) mencionan en su estudio que el consumo moderado
de AF por periodos prolongados produce intoxicacién cronica en bovinos, lo que provoca

alteracion de las funciones ruminales, hepaticas y reproductivas. En estado de
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inmunosupresion existe una mayor tasa de transferencia de AF a la leche, ya que se reduce
la capacidad de biotransformacion hepatica, la tasa de ingestion y la integridad de las

membranas de las células alveolares mamarias (Fink-Gremmels, 2008).

5.5.1.3. Asociacion de la amplitud térmica con la concentracion de AFM, en leche
cruda. La concentracién de AFM+ en las muestras de leche cruda fue mayor (P<0.05)
cuando la amplitud térmica mensual fue menor, entre los 12.7 y 16.1°C. Fue también en
dicho rango de amplitud cuando se detectaron muestras (5.0%) que sobrepasaron el limite

permisible establecido por las legislaciones de la unién europea (Cuadro 23).

Cuadro 23. Asociacion de la concentracion de AFM+1 (ng kg™') en muestras de leche cruda con la
variacion de amplitud térmica mensual.

Amplitud térmica Casos AFM; Lim confianza > LMP > LMP UE
(°C) (n) (Mg kg + EE) (95%) NOM (%) (%)
12.7 - 16.1 80 14.20¢ +2.34 11.86-16.53 0.00 5.00
16.2 - 19.5 80 8.38 ¢ +1.21 7.17-9.60 0.00 0.00
=19.6 80 5.6223 +0.79 4.83-6.40 0.00 0.00
Total 240 9.40+£1.85 0.00 1.67
a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas
(P<0.05).

5.5.2. Factores zootécnicos

5.5.2.1. Asociacion del tipo de ingrediente presente en la RTM con la concentracion
de AFM, en leche cruda . Se encontré asociacion del tipo de ingrediente incluido en la
RTM con la concentracion de AFM; en leche cruda. Cuando en la racién de las vacas se
incluyeron granos y semillas hubo una mayor concentracién de AFM; en la leche cruda

comparado a cuando no se incluyeron (Cuadro 24).

Cuadro 24. Asociacion de la inclusién de los tipos de ingrediente en la RTM con la concentracién de
AFM1 en leche cruda.

Tipo de pienso Casos AFM;1 Lim confianza > LMP NOM > LMP UE
(ng kg' £ EE) (95%) (%) (%)
Pajas y alimentos
toscos
Presente 216 949 2 +1.02 8.46-10.52 0.00 1.85
Ausente 24 855 2 +1.68 6.87-10.24 0.00 0.00
Forrajes frescos
Presente 4 386 ° +£1.00 2.86-4.85 0.00 0.00
Ausente 236 949 2 +0.96 8.54-10.45 0.00 1.69
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Ensilados

Presente 236 949 2 +0.96 8.54-10.45 0.00 1.69
Ausente 4 386 > +£1.00 2.86-4.85 0.00 0.00
Granos y semillas
Presente 120 13.25 2 +1.71 11.54-14.96 0.00 3.33
Ausente 120 555 2 +0.61 4.94-6.16 0.00 0.00
Concentrados y
nucleos proteinicos
Presente 240 940 & +1.85 7.55-11.25 0.00 1.67
Ausente 0 - - - - -
Subproductos
Presente 120 8.71 b +1.29 7.42-10.00 0.00 1.67
Ausente 120 10.09 2 +1.37 8.72-11.46 0.00 1.67
Total 240 9.40 £ 1.85 7.55-11.25 0.00 1.67

5.5.2.2. Asociacion de la marca de concentrado y/o nucleo proteinico con la
concentracion de AFM; en leche cruda. Se encontraron diferencias (P<0.05) de
concentracién de AFM; entre las muestras de leche cruda de acuerdo con la marca de
concentrado y/o nucleo proteinico consumido por las vacas. (Cuadro 25). La concentracién
mas alta de AFM, se obtuvo en la leche de vacas alimentadas con las marcas A y D,
mientras que la mas baja se obtuvo con la marca C. Cuando se ofrecio a las vacas la marca
de nucleo D, una mayor proporciéon de muestras de leche cruda sobrepasaron el LMP

establecido por la Unién Europea.

Cuadro 25. Concentracion de AFM+1 (ng kg') en muestras de leche cruda de acuerdo con la marca
de concentrado y/o nucleo proteinico consumido por las vacas lecheras.

Tioo de pienso T AFM;1 Lim confianza > LMP NOM > LMP
podep (ng kg™ + EE) (95%) (%) UE (%)
Elaboracion propia 72 8.02 b +1.93 6.10-9.95 0.00 2.78
A 72 7.00 b £0.95 6.05-7.96 0.00 0.00
B 24 276 b +0.23 2.53-2.98 0.00 0.00
C 72 15.38 2 +2.12 13.27-17.50 0.00 2.78
Total 240 9.40 £ 1.85 7.55-11.25 0.00 1.67

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas (P<0.05).

5.5.3. Factores agronémicos

5.5.3.1. Empresa proveedora de semilla de maiz con el que se elabora el ensilado. Se
encontré asociacion de la empresa de semilla de maiz con la cantidad de aflatoxinas

presente en la leche. Hubo mayor concentraciéon de AFM1 en leche cuando las RTM de las
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vacas incluyé ensilado de maiz elaborado con maiz forrajero proveniente de semillas de la

empresa E, en comparacion a otras empresas semilleras o al maiz criollo (Cuadro 26).

Cuadro 26. Asociacion de la empresa proveedora de semilla de maiz con que se elabora el ensilado
con la concentracion de AFM+ en la leche cruda

Empresa proveedora Casos AFM;1 Lim confianza > LMP NOM > LMP
de semilla de maiz (ng kg! £ EE) (95%) (%) UE (%)

Criollo 24 3.98 b +£0.60 3.38-4.58 0.00 0.00

A 48 959 b +294 6.65-12.54 0.00 417

B 24 6.52 b +1.22 529-7.75 0.00 0.00

C 48 5.66 b £0.94 4.72-6.60 0.00 0.00

D 48 8.05 » +1.10 6.96-9.15 0.00 0.00

E 48 18.44 a +297 15.47-21.41 0.00 417

Total 240 9.40 £ 1.85 7.55-11.25 0.00 1.67

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias significativas (P<0.05).

5.6. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS CON MORFOLOGIA Aspergillus

flavus

5.6.1. Frecuencia de géneros fungicos y colonias con morfologia Aspergillus flavus
Se registré crecimiento de una o varias colonias fungicas en el 95.0% de las muestras de
RTM procesadas mediante la técnica de vaciado en placa por diluciones seriadas en
medios de cultivo rosa de bengala agar (RBA) y Czapeck. Se identificaron en total 3110
colonias fungicas, de los cuales el 30.9% correspondié a hongos compatibles con la
morfologia del género Aspergillus (Figura 33). De las 961 colonias Aspergillus spp.
identificadas, el 10.0% correspondid a la morfologia Aspergillus flavus. También se
encontraron colonias congruentes con la morfologia de otros géneros fungicos de interés
agropecuario, Fusarium y Penicillium (26.9 y 6.1 %, respectivamente) y de hongos
congruentes con taxonomia Cladosporium y Mucor (21.2 y 11.2%) y de los géneros
Alternaria, Rhizopus, Geotricum, Epicoccum, Botrytis, Paecilomyces, Eurotium, Emericella

y Candida, aunque en proporciones menores.
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Figura 33. Géneros de colonias fungicas identificadas por sus caracteristicas
morfolégicas obtenidas de muestras de RTM

5.6.2. Cuantificacion de colonias fungicas totales y de colonias con morfologia
Aspergillus flavus

En el conteo de unidades formadoras de colonias fungicas totales (UFC/g de muestra), se
encontré que, el 5.0% de las muestras de RTM no presenté crecimiento fungico, el 65.0%
correspondié a un recuento bajo, el 21.7% a un recuento moderado y el 8.3% de las

muestras a un recuento alto (Figura 34).
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Figura 34. Recuento de unidades formadoras de colonias fungicas totales (UFC/g de
muestra) en las muestras de RTM. Sin crecimiento (0), recuento bajo (B), recuento
moderado (M), recuento alto (A).

Se encontrd presencia de colonias compatibles con morfologia de Aspergillus flavus en el
10.0% de las muestras de RTM. De las colonias caracterizadas como aflatoxigénicas el

62.5% presentd un recuento bajo y el 37.5% un recuento moderado. (Figura 35).
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Figura 35. Cuantificacion de unidades formadoras de colonias (UFC/g de muestra)

compatibles con morfologia Aspergillus flavus de acuerdo con su capacidad
aflatoxigénica.
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5.6.3. Capacidad aflatoxigénica de aislados con morfologia Aspergillus flavus
mediante vapores de hidréxido de amonio.

De las 120 muestras de RTM procesadas, se obtuvieron en 12 de las muestras, 18 aislados
compatibles con la morfologia de Aspergillus flavus (10% de frecuencia), los cuales se
sembraron en medio de cultivo agar-coco; pasado un periodo de incubacion en obscuridad
a 30°C de tres dias se determind su capacidad aflatoxigénica mediante la técnica vapores
de hidréxido de amonio. El cambio de color del reverso de la colonia a tonalidad rosa fue el
indicador de la capacidad aflatoxigénica de las colonias; 12 de los aislados (66.6%)
resultaron positivos a produccién de AF, sin embargo, dos de ellos fueron los que

presentaron coloracién rosa mas intensa (Figura 36).

Figura 36. Viraje de color del reverso de cepas de A. flavus en agar-coco al contacto
con vapores de hidroxido de amonio

En otros estudios realizados en cepas aflatoxigénicas de Aspergillus flavus asiladas en
México, también determinaron su capacidad aflatoxigénica basados en la reaccién del

amonio con los pigmentos amarillos (Kushiro et al.,, 2018). Los resultados confirman la
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presencia de cepas aflatoxigénicas de Aspergillus flavus en los productos agricolas como
lo describen otros estudios de la regién. En un estudio realizado en Sonora, encontraron
presencia de cepas aflatoxigénicas tanto como en suelo como en productos agricolas
(Ortega-Beltran et al., 2015). En un estudio realizado en Aguascalientes en piensos para
ganado lechero también fueron encontradas cepas de Aspergillus flavus con potencial

aflatoxigénico (Rangel-Mufoz et al., 2020).

5.6.4. Caracterizacion aflatoxigénica de aislados con morfologia Aspergillus flavus
mediante técnica de ELISA

Se cuantificé la produccion de AF en los 18 aislados compatibles con morfologia tipica de
A. flavus a partir de cultivos monospdricos de 7 dias de incubacion en oscuridad en medio
de cultivo CAM. En los aislados que presentaron un viraje de color intenso en la prueba de
vapores de amonio se encontré una mayor concentracion de AF (P<0.05) en la prueba de

ELISA que en el resto de los aislados (Cuadro 27).

Cuadro 27. Proporcién de aislados compatibles con la morfologia
Aspergillus flavus de acuerdo con su capacidad aflatoxigénica vy
produccion de AF (ug/kg) cuantificada mediante prueba de ELISA

Viraje de .0 o %) AF Limite de confianza
color VHA (ug/kg + EE)  Inferior Superior
- 6 33.3 145 b + 1.3 13.2 15.7
+ 10 55.6 155 b + 1.2 14.0 16.4
++ 2 111 2972 2 £ 403 2570 3375
Total 18 100 343.5+480.545 137.02 824.07

a,b, Medias con diferente literal en la columna de AF, representan diferencias
significativas (P<0.05).

Los resultados confirman que en la regidon es frecuente la presencia de cepas
aflatoxigénicas de Aspergillus flavus (Rangel-Munoz et al., 2020). Sugieren también que la
técnica de la reaccion de vapores amoniacales de cepas Aspergillus flavus puede utilizarse
como una prueba diagndstica rapida para la determinacion de la capacidad aflatoxigénica
de cepas sobre todo las que presentan un potencial aflatoxigénico elevado. Sin embargo,
en cepas con poco potencial aflatoxigénico el viraje de color puede ser muy tenue o poco
visible. Estos hallazgos coinciden con el fundamento de la técnica de vapores amoniacales,

la intensidad del viraje de color esta relacionada con el contenido de pigmentos amarillos
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precursores de la ruta biosintética de aflatoxinas (Fani et al., 2014). En otras investigaciones
se ha reforzado la determinacion de la capacidad aflatoxigénica de las cepas con técnicas
mas sensibles y especificas como la técnica de cromatografia de capa fina (Ortega-Beltran
et al., 2015; Pildain et al., 2005).
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6. CONCLUSIONES

Se encontrd asociacion de algunos factores climaticos, agronémicos y zootécnicos con la
contaminacion por aflatoxinas en muestras de racion y leche. La menor concentracion de
aflatoxinas en la racion total mezclada se encontré en otofio que coincide con la época
reciente de cosecha de productos agricolas en la regién y por ende un menor tiempo de
almacenamiento de los productos agricolas, la concentracién de aflatoxinas se incrementé
durante las otras estaciones del afio lo que puede estar asociado con el tiempo y
condiciones de almacenaje. También se encontré asociacion con la temperatura media,
mensual, la inclusién de ensilados y de subproductos, asi como de las empresas
proveedoras de semilla de maiz con las que se elaboré el ensilado. Se encontré una mayor
concentracion de AFM+ en el verano en las muestras de leche cruda. El contenido de AFM1
en la leche cruda se asocié con la amplitud térmica, la inclusién de granos y/o semillas en
las raciones, la marca de nucleo o concentrado proteinico. También se registré asociacion
de la precipitacion pluvial con la concentracion de AFM;, los contenidos mas altos coinciden
con la época de lluvias, resultado que puede ser atribuible a la inmunodepresion del ganado
lechero provocada por la alta humedad y la proliferacién de patégenos.

Se encontraron dieciocho aislados con morfologia compatible con Aspergillus flavus
(frecuencia de 10 %) presentes en las muestras de racién, dos de los aislados mostraron
un potencial elevador de produccién de aflatoxinas.

Por lo que se cumplio la hipotesis planteada, existié influencia de factores climaticos,
agronomicos y zootécnicos en la contaminacion de aflatoxinas de las raciones destinadas
a la alimentacién de vacas lecheras y de leche cruda en el estado de Aguascalientes. Se
confirmd también que es comun la presencia de cepas aflatoxigénicas en los productos
agricolas que circulan en el estado. Estos resultados sugieren que se deben de disefar
estrategias estacionales en las unidades de produccién lechera para prevenir y controlar la
problematica de contaminacion por aflatoxinas sobre todo en las épocas con mayor
precipitacion pluvial y vigilar las condiciones de almacenamiento de los productos agricolas
destinados a la alimentacion del ganado lechero. Es recomendable continuar mas a fondo
con la investigacion de los factores que mostraron mayor influencia en la problematica de

contaminacion.
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GLOSARIO

Abiético: Para cuestiones biolégicas y ecoldgicas hace referencia a todo aquello que no
pertenece a los seres vivos 0 no es producto de los seres vivos.

Absorcion: Proceso por el cual los téxicos cruzan las membranas celulares y entran en la
circulacion sanguinea o sistema linfatico.

Adsorcion: Proceso por el cual atomos, iones o moléculas son atrapados o retenidos en la
superficie de algun material en contra posicién de la absorciéon que es un fenémeno de
volumen.

Acido desoxirribonucleico (ADN): Molécula compleja, integrante de los cromosomas, que
almacena la informacién hereditaria en forma de variaciones en la secuencia de las bases
de purina y pirimidina; esta informacién se traduce en la sintesis de las proteinas, por lo
que es determinante de todas las caracteristicas fisicas y funcionales de las células y del
organismo.

Actividad de Agua: Se refiere a la porcion de agua disponible en un sustrato y que puede
ser aprovechada por algun microorganismo.

Aflatoxicosis: Intoxicacion producida por el consumo de sustancias o alimentos
contaminados con aflatoxinas.

Aflatoxinas: Micotoxinas producidas en pequefas concentraciones por hongos del género
Aspergillus spp., principalmente.

Agente oxidante: Agente quimico que en reacciones electroquimicas gana electrones,
provocando la oxidacion de otro agente quimico.

Alanina aminotransferasa (ALT). Enzima involucrada en la transferencia de aminoacidos.
Se utiliza para evaluar dano hepatico, principalmente.

Albumina. Proteina que se encuentra en gran proporcion en el plasma sanguineo, siendo
la principal proteina de la sangre; es sintetizada en el higado.

Alimento concentrado: Es todo aquel alimento combinado con otro para mejorar el
balance nutritivo del producto y que sera posteriormente diluido o mezclado para producir
un suplemento o un alimento completo.

Aluminosilicatos: Es un material que contiene 6xido de aluminio y silice.

Aspartato aminotransferasa (AST). Enzima presente normalmente en el suero y en

ciertos tejidos corporales, que actua sobre la transferencia intermolecular de un grupo

101



amino desde el acido aspartico al acido alfacetoglutarico, para formar acido glutamico y
acido oxaloacético.

Atrofia. Disminucién importante del tamafo de la célula y del érgano del que forma parte,
debido a la pérdida de masa celular. Las células atréficas muestran una disminucién de la
funcién, pero no estan muertas.

Bentonita: Arcilla de gran poder decolorante, de grano muy fino, del tipo de montmorillonita,
que contiene bases y hierro utilizada en ceramica.

Bilirrubina. Pigmento amarillento que se encuentra en la bilis, un liquido producido por el
higado.

Bidtico: Hace referencia a aquello que resulta caracteristico de los organismos vivientes o
que mantiene un vinculo con ellos.

Biotransformacioéon. Cualquier transformacion quimica de una sustancia producida por
organismos Vivos 0 por preparaciones obtenidas de éstos. Conversién de un quimico desde
una forma a otra por un organismo bioldgico.

Carcinogénico. Habilidad de una sustancia para causar cancer.

Cepa. Conjunto de microorganismos derivados de las multiples divisiones de una célula
inicial.

Citocromo P450 (sistema de). Encontrado en la mitocondria adrenal y en los microsomas
hepaticas, es una cadena de transporte de electrones en la cual el componente terminal es
el citocromo P450; este sistema participa en la destoxificacion de sustancias extrafas por
alterarlas para aumentar su solubilidad y facilitar la excrecion. El término abarca un gran
numero de isoenzimas que son codificadas por una superfamilia de genes. Término
relacionado. monooxigenasa, oxidasas de funcién mixta, reacciones de fase |.

Conidio o espora: Mitosporas asexuales, que se forman a partir de una célula conidiégena
o hifa fértil.

Conididéforo: Estructura de los hongos que se encarga de la produccion asexual de miles
de esporas llamadas conidios. Es una estructura morfoldgica caracteristica de los hongos
imperfectos.

Cuerpo fructifero: Esporocarpo multicelular de los hongos basidiomicetos y ascomicetos,
sobre la que se forman otras estructuras y se producen las esporas en el estado

reproductivo del ciclo de vida de los hongos.
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Cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Técnica utilizada para separar los
componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre
las sustancias analizadas y la columna cromatografica.

Detoxificacion: Es el acto de retirar la toxina de un producto téxico o contaminado.
Distribucion. Es el proceso durante el cual una sustancia quimica absorbida es transferida
desde su sitio de absorcion a otras areas del cuerpo.

Dosis letal media (DL50). Dosis, calculada estadisticamente, de un agente quimico o fisico
(radiacién) que se espera produzca la muerte del 50% de los organismos de una poblacién
bajo un conjunto de condiciones definidas.

ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay). Es un ensayo imnunoabsorbente ligado a
enzimas para la cuantificacion de la presencia de un antigeno usando una enzima enlazada
a un anticuerpo para el antigeno.

Ensilaje: Producto que resulta del proceso de ensilado de varios productos agricolas y que
es destinado a la alimentacion del ganado.

Esclerocio: Masa compacta de micelio endurecido que contiene reservas alimenticias,
capaces de sobrevivir a condiciones ambientales extremas

Fialide: Célula terminal de conidiéforo en forma de botella, que se une por su base a la
Métula.

Fosfatasa alcalina (FA). Enzima hidrolasa responsable de catalizar la remociéon de un
grupo fosforil de varios tipos de moléculas como nucleétidos, proteinas y alcaloides. Los
tejidos con cantidades mas altas de FA abarcan el higado, las vias biliares y los huesos.
Gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT). Enzima que cataliza la transferencia de una
porcion de gamma-glutamil de glutation a un aceptor que puede ser un aminoacido, un
péptido o una molécula de agua. Juega un papel importante en el ciclo de la gamma-
glutamil, una via para la sintesis y degradacion de glutation y desintoxicacion de drogas y
xenobidticos.

Genotipo: Conjunto de genes caracteristicos de cada especie, vegetal o animal, es decir,
son los genes en formato de ADN que un animal o vegetal recibe de herencia de parte de
sus dos progenitores y que por tanto se encuentra conformado por las dos dotaciones de
cromosomas que contienen la informacion genética del ser en cuestion.

Genotoxicidad. Capacidad para causar dano al material genético; el dafo puede ser tipo

mutageno o carcindgeno.
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Glutation reducido (GSH). Tripéptido no proteinico; es un antioxidante cuya funcién es la
de mantener la estabilidad de la membrana, reducir los factores de estrés oxidativo y las
especies de oxigeno reactivas que se producen a partir del proceso de peroxidacion de
lipidos.

Hepatotéxico. Sustancia nociva para las células del higado.

Hifa: Filamento septado o no de tamafio microscopico, que reunido con otros filamentos
forma el cuerpo vegetativo de los hongos.

Hiperplasia. Incremento del numero de células de un érgano o tejido.

Hongo: Organismo eucariota que pertenece al reino fungi.

indice de conversion alimenticia. Kilos de alimento necesario para reponer un kilo en
peso Vivo.

Inmunosupresor: Sustancia quimica que produce la supresion del sistema inmunitario.
Intoxicacion. Proceso patolégico, con signos y sintomas clinicos, causado por una
sustancia de origen exégeno o endogeno.

Isoenzimas (isoformas). Enzimas en un organismo que catalizan la misma reaccion, pero
difieren en estructura; estas diferencias pueden tener un rango de uno a varios residuos de
aminoacidos.

Metabolismo: Suma de todos los procesos quimicos vy fisicos que tienen lugar en un
organismo; en sentido mas estricto, cambios fisicos y quimicos que sufre una sustancia en
un organismo. Incluye la incorporacién y distribucion en el organismo de los componentes
quimicos, los cambios (biotransformaciones sufridas) y la eliminaciéon de los compuestos y
de sus metabolitos. Término relacionado: biotransformacion.

Metabolito: Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo. Término
relacionado: biotransformacion.

Métula: Célula de un conidiéforo que lleva las fialides.

Micotoxicosis: Trastornos en la salud de animales y personas producidos por la ingestion
o inhalacion de una o varias micotoxinas.

Micotoxina: Metabolito secundario toéxico, de composicién variada, producidos por
organismos del reino fungi; suele referirse a sustancias téxicas producidas por hongos que
afectan a animales vertebrados en bajas concentraciones.

Monooxigenasas, citocromo P450: Enzimas que usan O2 e incorporan un atomo de

oxigeno dentro de un sustrato y reducen el otro 4tomo a agua; importante en la sintesis de
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hormonas esteroides y tirosina, también conocido en la destoxificacion de compuestos
xenobibticos.

Mutagénico: Cualquier sustancia que puede inducir cambios heredables (mutaciones) en
el genotipo de una célula como consecuencia de alteraciones o de pérdida de genes o de
cromosomas o de parte de estos. Perturba a la secuencia de bases del ADN y causa una
mutacion; con frecuencia son quimicos, pero pueden también ser fuentes de energia tales
como la luz ultravioleta.

Neurotoxico. Sustancia nociva para las células de los rifiones.

Norma Oficial Mexicana (NOM): Es una serie de normas cuyo objetivo es asegurar,
valores, caracteristicas y cantidades minimas y maximas en el disefio, produccién o servicio
de los bienes entre personas morales y/o fisicas.

Proteina. Una macromolécula biolégica compuesta de un arreglo lineal de aminoacidos
unidos por uniones peptidicas; las funciones de las proteinas en los procesos bioldgicos
incluyen catalisis, transporte y almacenaje, movimiento, soporte mecanico, proteccion
inmune, la generacion y transmision de impulsos nerviosos y el control del crecimiento y
diferenciacion.

Racion total mezclada: Producto final que contiene todos los requerimientos nutricionales
para la alimentacién del ganado y pude ser adicionada con minerales, secuestrantes o
vitaminas. Se puede elaborar con forrajes, materias primas, granos y suplementos.
Secuestrante: Capacidad que tienen algunos agentes de unirse a uno o varios metabolitos
por medio de algun tipo de enlace quimico.

Susceptibilidad: Condicion en la que existe una disminucién de la resistencia de un
individuo frente a determinada enfermedad o intoxicacion, y que se experimenta con dosis
a exposiciones inferiores a las habitualmente nocivas para el resto de la poblacion.
Teratogénico: Agente que por administracion a la madre en periodo prenatal induce
malformaciones estructurales o defectos en la descendencia.

Toxicidad: Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacion con la cantidad
o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y su distribucién en
el tiempo (dosis uUnica o repetidas), tipo y severidad del dano, tiempo necesario para
producir este, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones intervinientes.
Transferasas de glutatiéon. Familia de isoenzimas mejor conocidas por su capacidad para
catalizar la conjugacion de la forma reducida del glutation a sustratos xenobiéticos para el

propésito de la destoxificacion.
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Unidad de Produccién Lechera (UPL): Sistema productivo que se basa en la explotacion
de ganado productor de leche, cuyos elementos son: tamafio del hato, nivel de

capacitacion, nivel de produccion, nivel de tecnologia y eficiencia productiva.
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Anexo D. Técnica de vaciado en placa por diluciones seriadas
para el aislamiento de hongos microscépicos (Santibanez-
Escobar et al., 2011)

Las siembras de las muestras de RTM se realizaron en dos medios de cultivo, Czapeck y
rosa de bengala agar (RBA). Para la preparacion del medio Czapeck, se pesaron en una
balanza semi analitica (BBADAM PGW 453e, Adam Equpment, EUA) 49 g de medio de
cultivo Czapeck (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA), se disolvieron en un litro de agua
destilada; el preparado se agité frecuentemente hasta su ebullicion. Para la preparacion del
medio de cultivo RBA, se pesaron 26.6 g de extracto de malta (Bioxon®, BD Becton
Dickinson, EUA), 20 g de Agar-Agar (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA) y 0.025 g de
rosa de bengala, se disolvieron en un litro de agua destilada; el preparado se agitd
frecuentemente hasta su ebullicién. Las preparaciones se esterilizaron en autoclave a 16
libras de presion durante 15 minutos. Los medios estériles se vertieron dentro de una
campana de flujo laminar vertical clase Il tipo A2 (LVC-180, LuministellMR, México). Se
limpid la superficie de la campana con alcohol, se introdujeron los medios de cultivo
estériles, cajas de Petri estériles, marcador permanente, tijeras, atomizador con alcohol al
96% y algodon; todo el material requerido para vaciar los medios se dejé dentro de la
campana de flujo laminar bajo luz ultravioleta (UV) durante 15 minutos. Pasados los 15
minutos se vaciaron 15 mL de los medios en cada caja de Petri estéril, se dejaron enfriar
durante 20 minutos dentro de la campana y se taparon, se almacenaron en refrigeracion
después de gelificado el medio, para su uso posterior. Se retird el material utilizado y se
limpié la superficie con alcohol al 96% y se cerrd por completo la puerta de seguridad.

Se peso6 un gramo del polvo de peptona de caseina (Bioxon®, BD Becton Dickinson, EUA)
y se disolvié en un litro de agua destilada, se esterilizé en autoclave a 16 libras de presién
durante 15 minutos, para obtener una solucién estéril de peptona de caseina al 0.1%.

Se pesaron 10 g de las muestras molidas, se diluyeron en 90 mL de peptona de
caseina al 0.1% para preparar una diluciéon de 1:10, de esta dilucién se tomé un mL que se
colocé en un tubo estéril con 9 mL de peptona de caseina al 0.1% para obtener una dilucién
1:100, de esta dilucidon se tomd nuevamente un mL que se depositara en un tubo estéril con
9 mL de peptona de caseina al 0.1% y se obtuvo una diluciéon 1:1000, finalmente se tomo
un mL de esta dilucién y se paso a un tubo estéril con 9 mL de peptona de caseina al 0.1%

para obtener una dilucién final de 1:10000.
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Se inocularon 100 uL de cada dilucion en una caja Petri con RBA y otra con Czapeck, las
cajas se taparon, se sellaron con Parafilm y se incubaron en obscuridad a 27°C durante un
periodo de 72 a 120 horas. Las placas se revisaron diariamente y las observaciones se
registraron en una bitacora.
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Anexo E. Preparaciones azul de algodén-lactofenol para
identificacion de hongos microscépicos (Lépez-Jacome et al.,
2014)

Se limpi6 la campana de extraccion con alcohol al 96%, se introdujeron portaobjetos,
cubreobjetos, agujas de diseccion, gotero con azul de lactofenol y cultivos en los que se
observo crecimiento fungico.

Se dejo el material bajo luz UV durante 15 min, después de pasar una torunda con alcohol
por ambas superficies de los portaobjetos se flamearon con ayuda del mechero. Las
colonias de hongos que crecieron en las cajas Petri se identificaron con un numero
consecutivo. Se coloco una gota de colorante de azul de algoddn-lactofenol en el centro del
portaobjetos previamente desinfectado, con la aguja de disecciéon se tomé una porcion de
la colonia de interés y se colocd sobre la gota de colorante, se extendié la preparacion
cuidadosamente con ayuda de otra aguja de diseccion, se cubrié con un cubreobjetos
previamente esterilizado.

Las laminillas se identificaron con niumero de la muestra, colonia, numero de aislado y
fecha. Las preparaciones se observaron al microscopio optico (Carl Zeiss, Axiostar plus,
EUA) a diferentes aumentos (5%, 10x y 40x) para identificar sus caracteristicas morfologicas
microscopicamente y determinar el género del hongo. La identificacién de hongos a nivel
de género se realizé con la ayuda de las descripciones de Barnnett y Hunter (1998). La
identificacion morfoldgica de las especies Aspergillus, se baso en las claves taxonémicas
descritas por Klich (2002), para Fusarium, se utilizaron las descripciones de Leslie y
Summerell (2006). Se registré en una bitacora el género de las colonias identificadas y se

realizé la cuantificacion de UFC/g con la férmula:

UFC ,UFC _ No.de colonias por placa * factor de dilucion
mL © g g de muestra sembrada

Los resultados se clasificaron en recuentos nulos (0 UFC/g), bajos (s10® UFC/g),
moderados (>103<10° UFC/g) y altos (>10° UFC/g).
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Anexo F. Técnica de Elisa para la cuantificacion de aflatoxinas en
muestras de RTM

De las muestras secas y molidas se pesaron cinco gramos, posteriormente se agregaron
12.5 mL de metanol al 70% y se agitaron durante tres minutos, se filtraron sobre papel filtro
con porosidad 1, se usaron 50uL del filtrado para cada uno de los pocillos de la microplaca.
Todos los reactivos se utilizaron a temperatura ambiente (20-25°C/68-77°F). Como solucion
de lavado se utilizé un tampén PBS-Tween, el sobre completo del tampon se disolvio en un
litro de agua destilada, el tampdn se mantuvo estable entre cuatro y seis semanas auna T°
de 2 a 8°C (35-46°F).

Se colocaron pocillos suficientes en el soporte de la microplaca para los estandares y las
muestras. Se registrd la posicién de los estandares y las muestras en una hoja impresa en
la que se representd la microplaca. Se agregaron 50 L de los estandares y de las muestras
a analizar en los pocillos correspondientes, usando una punta nueva y estéril para cada
estandar y cada muestra. Se agregaron 50 uL del conjugado aflatoxina-enzima a los pocillos
correspondientes. Después se agregaron 50 uL del anticuerpo anti-aflatoxina a los pocillos
correspondientes, se mezclé el contenido de la microplaca suavemente y se incubé durante
10 minutos a temperatura ambiente. El contenido de los pocillos se vacié enérgicamente en
un recipiente (tres veces consecutivas), se limpio la microplaca para la eliminacion de los
residuos liquidos con golpes ligeros en el marco del portapocillos sobre un papel
absorbente.

Se lavaron los pocillos con 250uL de tampoén de lavado utilizando una micropipeta
multicanal y se vaciaron nuevamente los pocillos de la forma indicada anteriormente. El
lavado se repitid6 dos veces mas. Se agregaron 100uL de sustrato/cromégeno a cada
pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente y se incub6 a 5 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Se agregaron 100uL de la solucion stop a cada pocillo
y se mezcld el contenido de la microplaca suavemente. Se midi6 la absorbancia a 450nm,
para tomar la lectura no se dejaron pasar mas de 10 minutos. La lectura de las placas se
realizd6 en un lector de microplacas (ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de la
absorbancia se registraron y se calcularon usando el software Ridasoft Win version 1.8. La
concentracion de micotoxinas correspondiente a la absorcion se leyo directamente en la

curva de calibracién para cada micotoxina (Figura 37).
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Figura 37. Curva de estandar para aflatoxinas totales cuantificadas con ELISA
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Anexo G. Técnica de Elisa para la cuantificacion de AFMs en
muestras de leche cruda

Las muestras de leche cruda se descremaron mediante centrifugacion (10 min/3500
s/10°C). Después de la centrifugacion se separé la capa superior de crema con ayuda de
una pipeta Pasteur. En los pocillos de la microplaca se agregaron 100uL de anticuerpo
diluido y se incubd en obscuridad durante 15 min. Posteriormente, se eliminé el liquido de
los pocillos y se enjuagé con 250uL de solucion de lavado dos veces. La microplaca fue
secada con papel absorbente. Se agregaron 100uL de cada estandar y 100uL de cada
muestra por duplicado en la microplaca. Se Incubé durante 30 min a temperatura ambiente
(20-25°C) en oscuridad. Se eliminaron los residuos de liquido de la placa y se lavd con
250uL de solucion de lavado dos veces. Después se seco la placa con papel absorbente.
Se agregaron 100uL de conjugado de enzima diluida a cada uno de los pozos. La placa se
agito ligeramente y se incubo en oscuridad durante 15 min a temperatura ambiente. Se
eliminaron los residuos de liquido de la placa y se lavo con 250l de solucion de lavado
dos veces. Se seco la microplaca con papel absorbente.

Se agregaron 100uL de substrato/cromégeno a cada pocillo, se agitd la placa e incubé en
oscuridad durante 15 min a temperatura ambiente. Se agregaron 100uL de solucién stop a
cada pocillo. Se mezclé el contenido de la placa suavemente y se midio la absorbancia a
450 nm en un lector de microplacas de ELISA (ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados
de la absorbancia se registraron en una bitacora y se calcul6 la concentracion de AFM;
usando el software Ridasoft Win versién 1.8 a partir de los datos de una curva de calibracion

elaborada a partir de estandares de concentracion de micotoxinas conocida (Figura 38).

147



ir

(J

2! 3-!:

© y I

o e

c ) -

© 2r DI

o] e

- ° ~~~

o -~

2 1F ~~~'

<

0-

1 1 1 1 1
0 20 40 60 80

Concentracién AFM, (ppt)

Figura 38. Curva de estandar para AFM, cuantificadas con ELISA
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Anexo H. Técnica de caracterizacion de la capacidad
aflatoxigénica de Apergillus flavus con siembra en agar-coco y
vapores de hidréxido de amonio (Saito y Machida, 1999)

En condiciones asépticas, se pesaran 200 g de coco rallado y se agregaran a 1000 mL de
agua destilada caliente, se mezclaron en licuadora durante 5 min, se pasaron por tres capas
de manta de cielo y se ajustoé el pH a 6.5. Por cada litro de producto filtrado se agregaron
20g de agar, se mezclaron con frecuencia hasta su ebullicion. EI medio agar-coco (CAM)
se esterilizé en autoclave a 16 libras de presién durante 20 min; se vertieron 15 mL del
medio en cajas de Petri estériles, dentro de la campana de flujo laminar, previamente
desinfectada.

Las cajas con el medio se dejaron enfriar hasta su gelificaciéon, posteriormente, se
taparon y se guardaran en refrigeracion debidamente selladas hasta su uso. Por inoculacion
unica al centro, se transfirieron a las cajas Petri con medio de cultivo CAM, las colonias de
Aspergillus flavus purificadas obtenidas de la racion total mezclada. Se incubaron en
obscuridad a 30°C por tres dias. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, las cajas
Petri se colocaron bocabajo y en las tapas se adicionaron 300 uL de hidroxido de amonio
al 25%. El reverso de la colonia de las cepas productoras de AF vir6 a color rosa después
de aplicar la solucion de amoniaco. La intensidad del color estuvo relacionada con una

mayor produccién de AF.
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Anexo |. Técnica de Elisa para la cuantificacién de aflatoxinas
totales de aislados compatibles con la morfologia Aspergillus

Dentro de la campana de flujo laminar, en ambiente estéril, se tomo una porcién del micelio
polispdrico de los aislados purificados de colonias compatibles con la morfologia de
Aspergillus flavus y se diluyé en un tubo con 40 mL de agua destilada estéril. En cajas Petri
con medio de cultivo PDA se colocaron de 6 a 8 perlas de vidrio y se verteran 100 uL de la
solucion de esporas. Se agitara la caja de Petri para esparcir homogéneamente la solucién
sobre la superficie y se retiraron las perlas de vidrio. Se incubé la caja Petri en obscuridad
a 26°C por 24 horas. Con la ayuda de un palillo estéril, se tomo s6lo una colonia y se realiz
la inoculacién de ésta en una caja Petri con medio de cultivo Agar-coco (CAM). Se incubo
en obscuridad a 27°C por cinco dias. Se registré el peso de los cultivos monosporicos.
Dentro de la campana de extraccion los cultivos se cortaron en tiras y se colocaron con
ayuda de una espatula en matraces de 250 mL. Se realizaron extracciones de las colonias
utilizando las sustancias e indicaciones descritas en los protocolos de los kits comerciales
para cada micotoxina. Se filtraron sobre papel filtro con porosidad 1, se usaron 50 uL del
fitrado para cada uno de los pocillos de la microplaca del kit comercial de ELISA (R-
Biopharm, Alemania) y se siguié el procedimiento descrito en el anexo D para la
cuantificacion de aflatoxinas totales. La lectura de las placas se realizé en un lector de
microplacas (ELx800TM, Bio Tek, EUA). Los resultados de la absorbancia se registraron y
se calcularon usando el software Ridasoft Win version 1.8. La concentracién de micotoxinas
correspondiente a la absorcién se ley6é directamente en la curva de calibracion de

aflatoxinas (Figura 37).
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Anexo J. Variables y unidades de medicion

Variables Cualitati ~ Cuantitativ Unidad de medicion
va a
Zootécnicas
Pajas y/o rastrojos, forrajes
L frescos, granos y semillas,
Composicidn de la RTM X i
ensilados, concentrados y/o
nucleos proteinicos, subproductos
Tamafio del establo X X N° vacas
Produccidn de leche X Miles de L/mes/UPL
Productividad de leche X L/Vaca/d
Vacas en produccion X %
Meteorologicas
Temperatura media mensual X °C
Temperatura maxima mensual X °C
Temperatura maxima maxima X °C
Temperatura minima mensual X °C
Temperatura minima minima X °C
Precipitacién pluvial mensual X mm
Dias con lluvia en el mes X N° dias
Agrondémicas
Variedad de maiz X Nominal
Manejo de cultivo X Categorica
Presencia de plagasy X Categdrica
enfermedades
De respuesta (Toxicoldgicas)
Contaminacién de RTM por
colonias micotoxigénicas X UFC/g de muestra
(Aspergillus, Fusarium, Penicillium)
Nivel de contaminaciéon UFC/g X Bajo, moderado, alto
Contaminacion de RTM por AF X ug/kg
Muestras de RTM que exceden )
LMP de AF X SI, No
Contaminacién de muestras de
X ng/kg
leche por AFM;
Muestras de leche que exceden )
X Si, No

LMP de AFM;
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Anexo K. Logistica y recursos del proyecto

Programacion de actividades

Las actividades para el cumplimiento de los cinco objetivos especificos de la tesis y las

referentes al programa doctoral se desarrollaran de enero de 2021 a diciembre de 2023,

distribuidas en seis semestres (Figura ).

Etapa

Actividad

Sem 1

Sem 2

Sem 3

Sem 4

Sem 5

Sem 6

123456

123456

123456

123456

123456

123456

o1

02

03

04

05

Integracion unidades de
produccion

Visitas a unidades productoras

Recoleccién de muestras RTM
y leche

Procesamiento y conservacion
de muestras

Recoleccioén de datos
zootécnicos

Recoleccioén de datos
meteorolégicos red INIFAP y/o
CONAGUA

Andlisis de datos
meteorolégicos

Cuantificacién de aflatoxinas
en muestras RTM (ELISA)
Cuantificacion de AFM; en
muestras de leche (ELISA)
Siembra de muestras de RTM
en medios de cultivo
Identificacién y cuantificacion
de colonias flingicas

Aislamiento de colonias

Caracterizacion toxicolégica y
molecular de especies
fungicas toxigénicas

Captura electrénica de
resultados obtenidos

Anélisis estadistico,
descriptivo e inferencial de
datos toxicologicos,
zootécnicos y meteoroldgicos

Estandarizacién de técnicas

Revisién de literatura

Redaccion del protocolo de
Tesis

Materias optativas y/o cursos
para créditos complementarios

Redaccioén de articulo
Redaccion de Tesis
Participacién en congresos

Seminario de avances

Preparacion del examen de
grado

XXXX
XXXXXX
X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X
X X

X X

XXXXXX
XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX|
XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|
XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX|

XXXXXX
X X

X XXX
X XXX

X XXX

X XXX

X XXX

X XXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX
XXXXXX

XX

XXXXXX

XX

XXXXXX

XXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX
XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

XXXXXX

X
X
X
X

XXX

XXX
XXX

XXX XXX

XXX XXX

XXXXXX

XXXXXX|

XXX XXX

XXXXXX|

XXXXX
X

X X X|

Figura 39. Diagrama de Gant con la programacién de actividades del proyecto
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(Nota: cada “X” corresponde a un mes) En verde: actividades realizadas. En naranja:
actividades reprogramadas
Fuentes de recursos para el desarrollo del proyecto
Los recursos técnicos y econémicos se obtienen del proyecto institucional PIP/SA22-2
“Control de micotoxinas en racion total mezclada de vacas lecheras con base en

informacioén climatica”.
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