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RESUMEN

Fusarium moniliforme es un hongo que se presenta principalmente en maiz y posee la
capacidad de producir toxinas caracterizadas como fumonisinas (FA1l, FA2, FB1, FB2, FB3 y
FB4) de las cuales solo la FB1 se ha demostrado que es toxigénica, motivo por €l cual el presente
trabajo se enfoca a estudiar la distribucion de cepas de F. moniliforme productoras de fumonisina
Bl en maiz cultivado en el estado de Nuevo Ledn. Se realizé un muestreo en 21 campos
agricolas, distribuidos en los distritos de Montemorelos, Galeana y Apodaca (4, 14 y 3
respectivamente). En el 95 % de las muestras, se logré aislar cepas de la Seccion Liseola, en el
medio selectivo PCNB modificado (eliminacion en su formula del sulfato de neomicina y
sustituciéon de 1.0 g/l del reactivo PCNB Terraclor por 0.8 g/l de PCNB grado técnico al 95 %),
en el aislamiento fueron seleccionadas un total de 24 cepas de esta Seccidn, se identificaron 20 F.
moniliforme y 4 F. proliferatum mediante la observacion de caracteristicas coloniales en el
medio PDA y morfolégicas en ¢l medio SNA (Nelson, ef al., 1983; Booth, 1971), se procedi6 a
determinar la capacidad de producir FB1 de las cepas aisladas; el potencial toxigénico de tales
aislados se realizé mediante produccion in vitro en medio de cultivo a base de maiz, inoculados
con 1x107 conidias/ml. Para la separacion y la identificacion de las fumonisinas se estandariz6 la
técnica de cromatografia en capa fina (TLC), obteniéndose un Rf para la FB1 de 74 y un color
plrpura con un limite de deteccién menor de S0 ppm y comparado con un extracto crudo positivo
proporcionado por el Dr. Plattner.

Se analizarén 20 cepas de F. moniliforme y 4 de F. proliferatum, detectindose por
estimacion visual concentraciones de FB1 expresadas en ppm (ug/g de MC): 7 cepas menores de
50, 10 cepas entre 50 =500 y 7 cepas mayores de 500. Finalmente, se concluye que en maiz
cultivado en el estado de Nuevo Leodn, prevalece F. moniliforme con potencial toxigénico en el 25
% de las localidades que fueron evaluadas (P < 0.05) y estan distribuidas en los 3 distritos de
cultivo; particularmente en las variedades hibridas fueron las que albergaron la flora fiilngica mas

toxigénica.



INTRODUCCION

Fusarium moniliforme (Sheldon, 1904) es un habitante comun de la espermosfera de
cereales, incluyendo al maiz como uno de los més importantes hospederos (Foley, 1979). Desde
su descripcidn inicial, F. moniliforme ha sido relacionado con enfermedades en animales como
leucoencefalomalacia en equinos (LEM) (Marasas, et al., 1976), edema pulmonar en porcinos
(Kriek, ef al., 1981) y ultimamente en humanos se ha asociado con cancer esofigico (Chu y Li,

1994), mediante la ingestiéon de maiz contaminado con sus toxinas.

Entre las diversas especies del género Fusarium, algunos producen pigmentos, acido
fusarico o giberelinas, que causan determinadas respuestas en animales y plantas; mientras que
otras, se caracterizan por la produccion de toxinas del tipo tricotecenos (Yoshizawa, et al., 1990).
Sin embargo, F. moniliforme es capaz de sintetizar fusarinas, moniliforminas y fumonisinas
(Nelson, et al., 1992; Cole, et al., 1973), estas tltimas son un grupo de moléculas de naturaleza
alcaloide, que han demostrado alterar el metabolismo de esfingolipidos y una fuerte evidencia ha
sugerido su relacion con la alta incidencia de cancer esofagico en algunas regiones de Africa

(Bezuidenhout, et al., 1988; Gelderblom, et al., 1988; Wang, ef al., 1991).

En su ciclo de vida F. moniliforme desarrolla un estado saprofitico en suelo, mientras que
en su fase parasitica, puede mostrar una condicion asintomatica o resultar sintomdtico con muerte
de las plantas hospederas por acumulacion de altas concentraciones de fumonisinas en sus tejidos.

No obstante lo anterior, es factible encontrar con frecuencia bajas concentraciones de fumonisinas



en maiz usado para alimentacion humana y animal (sp55@comell.edu). Entre las distintas

poblaciones de F. moniliforme el tipo A predomina ampliamente en cultivos de maiz, en EU.A. y
Africa ha demostrado producir cantidades significativas de fumonisinas. Sin embargo, tales datos
son escasos para otros paises, especialmente en Centro y Sudamérica, donde este alimento
constituye la principal dieta diaria. Actualmente la tnica informacion al respecto, disponible para
México, surge del aislamiento y caracterizacion de cepas realizado por Desjardins ef al., (1994)
en 4 campos de una localidad en el municipio de Escobedo, N. L. Ante esta perspectiva, el
presente trabajo aborda una estrategia para medir en una base mas real, el potencial toxigénico de
cepas de F. moniliforme, obtenidas de maiz para consumo humano en campos de cultivo de los

distritos agricolas del estado de Nuevo Ledn.



ANTECEDENTES

Microbiologia de Fusarium moniliforme

F. moniliforme (estado perfecto: Giberella fujikuroi) es un patégeno no obligado, que no
tiene un hospedero especifico y se puede encontrar en sorgo, trigo, algodén, frijol, tomate,
cacahuate, platano, soya, pimiento verde o algunos forrajes. Sin embargo, su hospedero mas
importante es el maiz. El ciclo de vida de este hongo estd compuesto de un estado saprofitico y
otro parasitico. Durante el estado saprofitico F. moniliforme obtiene los nutrientes de los tejidos
muertos produciendo estructuras infectivas para establecer una enfermedad. Por otro lado, durante
el estado parasitico, el hongo obtiene sus nutrientes de las células del hospedero después de una
colonizacion intracelular. Usualmente muchos patégenos no obligados destruyen las células de su
hospedero, avanza la infeccion y obtiene sus nutrientes del tejido muerto. Las enfermedades
sintomaticas y la muerte de las plantas de maiz no son muy comunes, pero el estado parasitico es
responsable de la pérdida econdémica del maiz. Existen diversas enfermedades atribuidas a este
hongo que causan dafio al maiz, son el marchitamiento de la planta de maiz, asi como pudriciones
en el tallo, mazorca, raiz y en la semilla. En los tejidos enfermos se encuentran altas
concentraciones de fumonisinas (FBs) y en la fase asintomatica con frecuencia contiene bajas
concentraciones; esto es importante para la salud del ser humano, ya que el maiz asintomatico es

utilizado para su alimentacién (sp55@ cornell.edu).

Existen minimo 7 diferentes tipos de poblaciones de G. fujikuroi, designadas de la A a la

G, la poblacién A, D y E son las méas comunes en el maiz, algunas de estas poblaciones



corresponden en particular a especies anamoérficas de la Seccion Liseola, las poblaciones A y F
son consideradas F. moniliforme en base a su morfologia. Esta distincion es importante porque la
poblacion A contiene cepas productoras de FBs y la poblacién F no las produce o lo realiza en
concentraciones muy bajas. Muchas cepas encontradas en maiz son de la poblacion A y las
encontradas en sorgo son consideradas F (Leslie, et al,, 1992). La poblacién D (F. proliferatum)
solo contiene algunas cepas que producen abundantes FBs, pero las poblaciones B y E (F.
subglutinans) no producen o solo en cantidades muy bajas (Leslie, ef al., 1992); por lo tanto el
crecimiento de F. moniliforme y F. proliferatum en maiz cultivado en regiones templadas

presentan un gran riesgo de producir fumonisinas (Desjardins, et al., 1997).

Micotoxinas producidas por Fusarium moniliforme

Las especies de Fusarium producen metabolitos secundarios que son tdxicos para
animales y plantas. Los tricotecenes (desoxinivalenol “DON”, nivalenol “NIV”, 15-acetil
desoxinivalenol “15-ADON”, 3-acetildesoxinivalenol “3-ADON”, zeralenona “ZEA”, toxina T-2
y toxina HT-2 (Yoshizawa, et al., 1990), forman una familia de compuestos sesquiterpenos, son
potentes inhibidores de la peptidil transferasa y metabélicamente toxicos para las células. F.
moniliforme y especies muy relacionadas de la Seccién Liseola, no producen tricotecenos, pero
sintetizan diversos metabolitos secundarios, de las cuales las fumonisinas se consideran toxicos;
también se encuentran micotoxinas como el Acido fuséarico, las fusarinas, moniliforminas,
beauvericina, giberelinas y sus precursores diterpenos; ademds produce una serie de pigmentos
naptoquinonas y azantraquinonas que son fitotoxicos, las cuales no se ha determinado la

toxicidad en células de mamiferos (Powell y Plattner, 1995).



En 1970 por primera vez se reporté que cepas de F. moniliforme aisladas de maiz de
E.U.A. producian moniliforminas (Cole, et al., 1973). Las cepas de F. moniliforme aisladas de las
semillas de mijo perla en Nigeria, fueron caracterizadas como altas productoras de
moniliforminas (Springer, et al., 1974). Posteriormente esta cepa fue identificada como F.
nygamai, debido a la produccién de clamidosporas (Marasas, ef al,, 1988). Un estudio realizado
en Affrica sobre la producciéon de moniliformina por Fusarium de la Seccién Liseola muestra 58
cepas de F. moniliforme toxicas para patos de una semana de edad, solamente 13 cepas producian
moniliformina en cultivos in vitro; otras 45 cepas aisladas de maiz de Kenya y de Transkei
también fueron téxicas para este tipo de patos, pero no se detecto la produccidn de esta toxina. En
particular, solo 6 cepas de F. moniliforme aisladas de maiz producen moniliformina, pero en
cantidades pequefias. Otros estudios realizados con cepas de Fusarium que inducen LEM no
producen moniliforminas (Marasas, et @/, 1986). Asi mismo, se descubri6 la fusarina C como un
componente natural de maiz contaminado con este hongo (Gelderblom, er al, 1984). Este
compuesto mostré ser un potente mutagénico in vitro y un inhibidor de macréfagos (Faber y
Scott, 1989; Gelderblom, et al., 1986). Debido a que la fusarina C es un metabolito mutagénico
de F. moniliforme, se realizaron experimentos para determinar su actividad como iniciador del
cancer, pero los resultados obtenidos no apoyan la teoria de que esta toxina obtenida de la cepa

MRC 826 sea considerada como hepatocarcinogénica.

Las fumonisinas son derivados hidrocarbonados, altamente funcionalizados, relativamente
solubles en solventes polares (agua, metanol, etanol, etc.) e insolubles en solventes no polares

(cloroformo, hexano) como mencionan Powell y Plattner, (1995). Se han identificado 6 diferentes



FBs tales como: FAl, FA2, FB1, FB2, FB3 y FB4 (Figura 1); de las cuales solo la FB1 y FB2
son consideradas cuantitativamente en maiz contaminado (Sydenham, et al, 1992; Thiel, et al,
1992), ya que el resto de ellas se presentan en muy bajas concentraciones o en cultivos in vitro.
La FBI fue el compuesto mas activo extraido de cultivos de maiz con F. moniliforme MRC 826,
mostrd ser un diester de propano-1,2,3-acido tricarboxilico y un 2-amino-12,16-dimetil,
3,5,10,14,15 penta-hidroxicosano con grupos hidroxi-esterificados en el grupo carboxi terminal
del 4cido en ambos C-14 y C-15. Se han reportado diversas FBs relacionadas a la FBI, son la
FB2 (Bezuidenhout, et al., 1988) y FB3 (Cawood, et al,, 1991; Plattner, et al., 1992) las cuales
son homélogas, la FB2 carece del grupo hidroxilo en C-10 y la FB3 en C-5. Las FBs son
resistentes al calor y por eso no pueden destruirse con la cocion, sin embargo, a temperaturas
mayores de 150 °C por 1 hr se pueden reducir en un 80 % (Park, er al,, 1992; Dutton, 1996).
Estas toxinas pueden resistir fermentaciones alcohélicas y procesos de produccion. Se han
realizado diferentes estudios para la destoxificacién, con la finalidad de disminuir los niveles de
FBs en los alimentos, la amonizacion ha mostrado que degrada las aflatoxinas y este método se
ha utilizado con las FBs en maiz, pero con poco éxito, también se han realizado tratamientos con
hipoclorito de sodio y bases fuertes. Estos estudios indican una reduccién de la concentracion de
FBs, pero falta la determinacion de los derivados formados y su actividad biologica (Powell y
Plattner, 1995; Dutton, 1996), ya que en la nixtamalizacién, la cual es un proceso tradicional para
la elaboracion de las tortillas de maiz, se reducen los niveles de las FBs por hidrélisis y los

derivados formados son casi igual de toxicas que las FBs no modificadas (spS5@ comell.edu).
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Métodos de deteccion de las fumonisinas

Existen dos métodos de extraccién para el anélisis de FBs en alimentos y forrajes, ambos
involucran extraccion con solventes polares (metanol/agua o acetonitrilo/agua), seguido por una
limpieza, el primero utiliza columnas de intercambio iénico (SAX) y el segundo mediante
columnas de fase reversa C18 Sep-Pak. El uso del método con C18 es més rapido que el método
SAX; sin embargo, ¢l método SAX permite la deteccién de bajos niveles de toxinas. El porciento
de recuperaci6n de la fumonisina es bueno (>80 %), por lo tanto éste es el método de extraccién
que se utiliza para las FBs a partir de matrices naturales sin limpieza. Otros poblemas que pueden

ocurrir son la disponibilidad de los estandares de referencia certificados (Riley, et al., 1993).

La técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés)
es altamente sensible, ya que puede detectar niveles de fumonisinas menores a pg/g, esto se logra
mediante una derivatizacion de los grupos amino libres, que son transformados a compuestos
capaces de absorber en longitudes de onda de ultravioleta o fluorescentes (Powell, et al., 1995).
El método mas frecuentemente utilizado para la cuantificacién en alimentos y forrajes es la de
cromatografia de liquidos, la cual emplea ortoftaldialdehido (OPA) como agente derivatizante
(Sydenham, et al., 1992 a; Desjardins, et al,, 1994). La cuantificacion en HPLC se realiza con
mediciones de fluorescencia directamente a la fumonisina derivatizada con OPA. El método de
HPLC separa las FBs B1l, B2 y B3 en 16 min usando un sistema de solvente isocréitico
metanol/agua y un procedimiento de extraccion que es el intercambio idnico, lograron un limite
de deteccidn de 50 ppb (Sydenham, 1992 a). El problema con el derivado OPA-fumonisina es que

no es estable, al igual que el Naftaleno-2-3-dicarboxialdehido o 4 Fluoro-7-nitrobenzofurazano



(Scoot y Laurence, 1992). La deteccion por HPLC o cromatografia en capa fina (TLC, por sus
siglas en inglés), requiere derivatizacion, mientras que la cromatografia de gas-espectroscopia de
masas (GC-MS, por sus siglas en inglés) requiere de hidrélisis para remover €l grupo del acido
tricarboxilico y derivatizacion del grupo amino para aumentar la volatizacion. La ventaja del
método GC-MS es la combinacién de la cuantificaciéon con la confirmacién de la estructura
(Nelson, et al, 1991; Nelson, et al, 1992). Desafortunadamen'te este método requiere

considerable tiempo y equipo (Riley, et al.,, 1993).

Los métodos desarrollados recientemente para la cuantificacién de FBs son los de
anticuerpos monoclonares y policlonares contra fumonisinas (Azcona-Olivera, et al, 1992).
Mediante métodos inmunocromatograficos se han usado anticuerpos, con la finalidad de
investigar estas toxinas y ademas algunos metabolitos relacionados a los alimentos, forrajes y
tejidos (Shelby, ef al., 1994; Usleber, et al,, 1994; Chu y Li, 1995). El método de anticuerpos es a
base de columnas de afinidad disponibles comercialmente, estas columnas han sido usadas para

aislar FBs de los extractos acuosos de maiz (Riley, et al., 1993).

Las fumonisinas pueden ser ficilmente detectadas en niveles de microgramos mediante
TLC sobre placas de silica o en fase reversa C18, pueden ser detectadas por color o reacciones
de fluorescencia con la amina primaria libre usando reactivos, tales como p-anisaldehido
(Cawood, ef al, 1991; Desjardins, et al, 1994), ninhidrina (Cawood, et al, 1991) o
fluorescamina (Rottinghaus, ef al., 1992). Los limites de deteccién reportados han sido bajos (de

50-100 ng), sin embargo, por la interferencia causada por otros componentes en los extractos de
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granos, los niveles de deteccion se limitan a 1mg/Kg ¥ es requerido que la muestra sea purificada

antes del analisis por TLC (Powell y Plattner, 19995).

Toxicidad de las fumonisinas

Algunas de las enfermedades relacionadas con las fumonisinas son leucoencefalomalacia
en equinos (LEM). Esta es una enfermedad neurotéxica, que se presenta en todo el mundo y es
caracterizada por necrosis de material blanco en uno de los hemisferios del cerebro (Marasas, ef
al., 1984). En algunos reportes se ha asociado a la LEM con la ingestién de maiz contaminado
con F. moniliforme; en otros experimentos se alimentaron a caballos con cultivos de maiz que
contenian cepas puras de este hongo y desarrollaron esta enfermedad (Kriek, ef al, 1981).
Experimentos posteriores, muestran que mediante la administracion oral de FB1 se induce
también LEM y se presentaron lesiones caracteristicas en el cerebro de los caballos (Kellerman, ef
al,, 1990). También el sindrome edema pulmonar en porcinos es causado por la propagacion de
F. moniliforme en el maiz que se utiliza para su alimentacion. Durante 1989, se reportaron
numerosos brotes de esta enfermedad generalmente en el centro de E.U.A., en todos los casos
estaba implicado el consumo de maiz, lo cual se consideré como el agente causal porque este
sindrome se provocaba con alimento contaminado con F. moniliforme, se aislé este hongo de
todas las muestras que estaban relacionadas a esta enfermedad, mediante cultivos in vitro de
maiz, los aislados producian FB1 en concentraciones de 900 a 2,350 pg/g y FB2 de 120 a 350
ng/g. Estos datos indican que la FB1 es probablemente la causa de edema pulmonar en porcinos
(Nelson, ef al, 1993); ademas la FBI es fitotoxica la cual produce varios sintomas incluyendo

clorosis, necrosis, achaparramiento y defoliacién (Abbas, et al., 1993).
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Los efectos toxicologicos de F. moniliforme en animales han sido estudiados
extensivamente, debido a los antecedentes con maiz contaminado con la cepa MRC 826 causante
de LEM vy el sindrome hepatocarcinogénico en ratas (Jashiedwicz, et al., 1987). Gelderblom y
colaboradores (1988) detectaron que la cepa MRC 826 produce FB1 y FB2, la primera de las
cuales posee actividad promotora del cancer, ademas de hepatitis téxica como el principal cambio
patolégico en ratas tratadas. Asi mismo, Voss y colaboradores (1995), investigaron el efecto de la
concentracion de FB1 en ratas y encontraron que esta micotoxina es hepatotéxica en ambos
sexos, con nefrosis en machos a dosis superior o igual a 15 mg/Kg y en hembras superior o igual
a 50 mg/Kg ; observando alteracion en el higado, rifién, suero y orina de ratas tratadas del perfil
esfingolipido, especialmente respecto a la concentracion de esfingosina libre y el incremento de la
proporcion esfinganina. Estos descubrimientos apoyan la hipétesis propuesta por Wang y
colaboradores (1991) acerca de que la toxicidad in vivo causada por fumonisinas resulta en la
alteracion del metabolismo de los esfingolipidos. La neurotoxicidad de las FBs en equinos se
debe a que su estructura es similar a la esfingosina. Estudios realizados en cultivos de células de
hepatocitos primarios de ratas y células epiteliales de niion de cerdo presentaron que la FBI
inhibe la biosintesis de esfingosina e incrementa los niveles de esfinganina que es el precursor de
la esfingosina; los resultados de los experimentos con microsomas de higado de rata sugieren que
se inhibe especificamente la enzima esfingosina N-acetil transferasa (Norred, ez al,, 1992 ; Wang,
et al, 1991). Aunque los esfingolipidos son abundantes principalmente en tejido neuronal,
también son componentes celulares de otros tipos de células eucariotas y estin involucrados en la

regulacion del crecimiento celular y su diferenciacion (Merril, 1991); de esta manera la
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fumonisina inhibe el metabolismo de los esfingolipidos y puede ser el centro de un amplio rango

de efectos fisiologicos, incluyendo la induccion de tumores.

Ocurrencia de las fumonisinas

La ocurrencia natural de las fumonisinas en maiz requiere la necesidad de valorar las
concentraciones de estas toxinas a la cual se expone el ser humano y los animales. Existen
diversos métodos para cuantificar las FBs en niveles de ng/g y poder detectar la contaminaciéon
que ocurre naturalmente (Desjardins y Munkvold, 1997). En 1990 Yoshizawa ef al., realizaron un
estudio comparativo sobre la ocurrencia natural de toxinas de Fusarium spp en 47 muestras de
maiz y 30 de trigo coleccionadas en 1989 de los paises de Linxian, Shangqiu, la provincia de
Henan y 4reas donde personas de la Republica de China presentaron céancer esofagico,
considerando zonas de alto y bajo riesgo respectivamente. En muestras de maiz detectaron: DON,
15-ADON, NIV y ZEA, en muestras de trigo: DON, NIV y ZEA. Cuatro afios mas tarde, los
mismos investigadores (Yoshizawa, ef al., 1994) trabajaron con las mismas muestras y analizaron
la contaminacién de fumonisinas. La incidencia de la contaminacion de estas toxinas en maiz de
Lixian fue 48 % y de Sangqiu 25 % en las muestras contaminadas frecuentemente con

tricotecenos.

En muestras asociadas a problemas de salud en humanos y animales la concentracién de
fumonisinas es generalmente alta, por ejemplo los casos de cancer esofagico que se presentaron
en las areas rurales de Transkei, se encontraron concentraciones mayores a 140 pg/g de FBs

(Rheeder, et al, 1992). El maiz y forrajes a base de este asociado con brotes de varias
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enfermedades, se ha documentado que existen niveles de FBs con intervalos de 0.3 a 50 pg/g en
Brasil (Sydenham, et al., 1992 b) y en E.U.A. variaron de 37 a 122 pg/g (Wilson, et al.,, 1990), 1
a 20 pg/g (Thiel, et al., 1991) y 20 a 330 pug/g (Oswieler, et al., 1992). En un examen preliminar
de 124 muestras de varios productos comprados en 1990 y 1991 en E-U.A. y sur de Africa,
detectaron un 74 % de muestras contaminadas con estas toxinas, pero solo las provenientes de
E.U.A. presentaban concentraciones mayores de 1 pg/g, mientras que 96 muestras de productos
comprados en Suiza en 1991, tuvieron valores menores de 1 pg/g (Nelson, ef al,, 1993). El
analisis de 1,300 muestras de maiz colectado en E.U.A. de 1988 a 1995 indican que la FB] estd
presente en un nimero considerable de muestras, pero los niveles son generalmente bajos, con
una maxima de 5 a 38 pg/g y una minima de 1 a 3 pg/g. Las fumonisinas son comunmente
detectadas en granos de maiz asintomdtico, sin embargo, los niveles de FBs en maiz de buena
calidad es mucho menor que las muestras de maiz asociadas a problemas de salud. Aunque se han
detectado fumonisinas en maiz y en alimentos a base de éste en concentraciones menores a |
pg/g, estos estudios nos indican que existe el consumo de estas toxinas en los alimentos. Se ha
reportado que en los paises incluyendo Brasil, Italia, Kenya y los E.U.A. pueden estar
contaminados ocasionalmente con niveles de FBs de 5 a 10 pg/g o mas, en la cual se consideran
niveles importantes, debido a que la Asociacion Americana del Laboratorio Diagnéstico de
Veterinaria ha recomendado concentraciones maximas seguras para especies de ganado, de las
cuales en equinos es 5 pg/g, porcinos 10 pg/g; ganado de engorda y pollos 50 ug/g y en ganado

lechero, atin no se especifica (Desjardins y Munkvold, 1997).
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Produccion de fumonisinas por Fusarium moniliforme

Se ha estudiado la produccion de fumonisinas in vitro (Alberts, et al., 1993) utilizando la
cepa F. moniliforme MRC 826 a fin de determinar su cinética de sintesis. Los resultados
muestran que la produccion de FB1 y FB2 en maiz comienza al tercer dia de la inoculacién y se
incrementa rapidamente entre los dias 4 y 13, alcanzando su médximo rendimiento después del dia
14 [11.2 g/Kg y 5.0 g/Kg] respectivamente. Sin embargo, estudios recientes muestran que cepas
de F. moniliforme y otras especies de Fusarium producen estas micotoxinas. Thiel y
colaboradores (1991), trabajaron con las cepas F. decemcellulare, F sporotricoides, F. poae, F,
tricinctum, F. avenaceum, F. semitectum, F. camptoceras, F. equiseti, F. acuminatum, F. scirpi,
F. longipes, F. sambucinum, F. graminearum, F. reticulatum, F. compactum, F. lateritium, F.
moniliforme, F. proliferatum, F. subglutinans, F. anthophilum, F. oxysporum, F. nygamai y F.
napiforme. De las especies analizadas, solamente F. moniliforme, F. proliferatum y F. nygamai
producen fumonisinas. Posteriormente Nelson y colaboradores (1991), investigaron cepas de F.
moniliforme aisladas de diferentes 4reas geograficas y encontraron una considerable variacién en
las concentraciones de fumonisinas producidas por cepas de este hongo dependiendo de la fuente,
pero en general, se observd poca variacién entre cepas obtenidas de la misma drea. En Espafia
(Sala, et al., 1994), se realizé un estudio similar mediante el analisis de 147 cepas de Fusarium
spp aisladas de cereales de Cataluiia, la especie predominante en estos granos fue F. moniliforme
(87 %), pero también se encontraron las especies de F. sporotrichoides, F. heterosporum, F.
tricinctum, F. poae, F.anthophilum y F. subglutinans. Asi mismo, se determiné la habilidad in
vitro para producir fumonisinas en medios de cultivo a base de maiz a 133 cepas de Fusarium de

la seccion Liseola; los resultados indican que un 33.8 % producian FB1 y un 18 % FB2, se
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encontrd a F. moniliforme como la especie mas prominente en la produccién de fumonisinas.
Ademads, Tseng y colaboradores (1995), trabajaron con cepas de F. moniliforme aisladas de

Taiwan, encontraron que el 66 % de las cepas presentaba la capacidad de producir FBs.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de F. moniliforme en maiz cultivado en diversas localidades
del estado de Nuevo Leon y establecer el potencial toxigénico de las cepas aisladas mediante la

produccion in vitro de fumonisinas.

Objetivos particulares

Implementar modificaciones adaptadas a las condiciones de trabajo de la institucion en el

interés de optimizar los recursos econdmicos:

1. Medio de cultivo PCNB selectivo para Fusarium spp.
2. Técnicas de produccion in vifro y extraccién de fumonisinas.
3. Técnica de cromatografia en capa fina para la deteccién y estimacién de la concentracion de

fumonisina B1.
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MATERIAL Y METODOS

Diseiio de muestreo

Se realizd un muestreo al azar de mazorcas de maiz durante el ciclo primavera-
verano/1997 en el estado de Nuevo Ledn. Entre las 3 dreas de cultivo incluyeron para el distrito
de Apodaca, 3 localidades en el municipio de Escobedo, en el distrito de Montemorelos se
obtuvieron del municipio de Linares, muestras de 2 localidades y en ¢l distrito de Galeana, fueron
7 localidades en Dr. Arroyo y 4 en Galeana las estudiadas para tal propdsito. En todos los casos

fueron colectadas de 2 a 10 unidades de muestra sin aparente contaminacién fiingica (Tabla 1).

Reactivos

El estandar de fumonisina Bl (> 95 % puro), fue proporcionado por el Dr. Ronald D.
Plattner del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, en Peoria, Ilinois, E.U.A. y la
cepa F. moniliforme Mex-34 fue proporcionada por el departamento mencionado anteriormente.
Se utilizaron placas de silica gel 60 A 20 x 10 cm (Watman). Solventes: metanol, acetonitrilo,
cloroformo y acidos: acético y H,SO, (grado analitico). p-anisaldehido (cat. A-0519 Sigma),

papel filtro # 4 de 12.5 cm (Watman), cajas de Petri desechables 100 x 15 mm.
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Tabla 1. Distribucion de las muestras de maiz colectadas en primavera/verano/1997 en localidades del

estado de Nuevo Ledn

Distrito* Municipio  Localidad Variedad No.
Muestra
1) Montemorelos 1) Linares 1) Cerro Prieto 1) Criollo MI1, M2, M3
2) Loma Alta 1) Criollo M4
2) Galeana 2) Dr Arroyo  3) Cerrito del Aire 1) Criollo M5, M6
4) Puerto de Dolores 1) Criollo M7, M8
5) Puerto de Aguilar 1) Criollo M9
6) Ej. Guadalupe y Sn. Joaquin 1) Criollo M10
7) Ej. Presita de Ruedas 1) Criollo Ml1
8) Ej. San Juan del Palmar 1) Criollo M12
9) El Charquillo 1) Criollo M13
3) Galeana 10) Ej. El Cuije 1) Criollo Ml4
11) Ej. Puerto México 1) Criollo MI15
11) Ej. Puerto México 2) Hibrido V550 M16
12) Rancho La Gloria 3)H791 M17
16) Ej. La Lagunita 1) Criollo M21
3) Apodaca 4) Escobedo  13) Agua Fria 4) Pinto amarillo M18
14) Ej. San Nicolas 5) Blanco purisima M19
15) Santa Rosa 6) NLVS-2 M20

M = Cada una de las muestras se obtuvo de diferente campo agricela.
* = Distritos segun la clasificacién de la SAGAR.
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Medios de cultivo

Agar pentacloro-nitrobenceno (PCNB)

Peptona, 15.0 g; KH,PO,, 1.0 g; MgSO, - 7 H,0, 0.5 g; pentacloro-nitrobenceno (95 %
grado técnico), 0.8 g; agar, 20.0 g; agua destilada, 1000 ml. Realizar una homogenizacién, se
ajusta el pH de 5.5 a 6.5. Se esteriliza en autoclave, después de enfriar, se adiciona 1.0 g de
sulfato de estreptomicina.

Agar Jugo V-8

Jugo V-8 filtrado, 200 ml; agar, 20 g; agua destilada, 800 ml. Se ajustael pH de 4.5a 5.5

y se esteriliza en autoclave.

Agar sintético nihrtoffirmer (SNA)

KH,PO,, 1.0 g; KNO,, 1.0 g; MgSO, 7 - H,0 0.5 g; KCl, 0.5 g; glucosa, 0.2 g; sacarosa,

0.2 g; agar, 20 g; agua destilada, 1000 ml. Se ajusta ¢l pH de 4.5 a 5.5 y se esteriliza en autoclave.

Aislamiento de Fusarium spp

Las mazorcas colectadas en las distintas localidades muestreadas, fueron colocadas en
bolsas de papel rotuladas y transportadas al laboratorio para su debido procesamiento o
almacenamiento a temperatura ambiente; posteriormente, las muestras se homogenizaron y se
seleccionaron 12 granos intactos, sin dafio sobre la cuticula y/o el pedicelo. Estos granos se
depositaron en cajas Petri, para luego adicionarles una solucion desinfectante NaClO al 0.5 % que
se dejo actuar por 1 min, asegurandose de que toda la superficie estuviera humeda. Asépticamente
con unas pinzas, se retiraron los granos y se pasaron a una segunda caja Petri donde se adicion6

agua destilada estéril hasta cubrirlos; se agitd lentamente y se retiré el exceso de agua. Esta
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operacion (lavado) se efectué 3 veces y al terminar se colocaron 4 granos sobre papel secante
estéril, los que posteriormente fueron incluidos sobre la superficie de una placa conteniendo el
medio de cultivo PCNB selectivo para Fusarium spp para luego incubar las cajas a 28 £ 2 °C por
7 dias y realizar observaciones cada 24 hrs de las caracteristicas coloniales de las cepas obtenidas
a partir de los granos de maiz. Las cepas sospechosas se resembraron en los medios SNA y PDA

para su identificacién segiin Booth (1971), Nelson ez al., (1983) y Seifert (1996).

Identificacion de Fusarium moniliforme

Entre las caracteristicas utilizadas para llegar a identificar las cepas seleccionadas como F.

moniliforme, se utilizaron las siguientes determinaciones:

Caracteristicas macroscopicas sobre PDA
1. Diametro de crecimiento
2. Micelio aéreo

3. Color del agar al reverso de la colonia

Caracteristicas microscopicas sobre SNA
Al lado de un mechero Bunsen, se cubri6 la caja Petri con un plastico adherible para evitar
el riesgo de exposicién a las conidias, después se procedié a realizar con el objetivo de 40 X
directamente al microscopio a través de la caja Petri las siguientes observaciones:
1. Macroconidia del esporodoquio

2. Microconidia del micelio aéreo
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3. Abundancia relativa de las microconidias en el micelio aéreo
4. Microconidias en cadenas

5. La forma de la microconidia

6. Conidioforos en el micelio aéreo

7. Clamidosporas

Produccion in vitro de las fumonisinas

Se prepararon cultivos de las cepas aisladas en PCNB, mediante resiembras en cajas
Petri con agar jugo V-8 (Desjardins, ef al.,1994), se incubaron 2 semanas a 25 °C, sobre el cultivo
se adicionaron 5 ml de agua destilada estéril, se dejo reposar 2 6 3 min, después con una jeringa
estéril se realizo la extraccion del sobrenadante y se deposité en tubos de 13 x 100, esto con la
finalidad de obtener una suspension de 1x10’ conidias/ml; posteriormente se procedi6 a realizar el
ajuste del nimero de células en cada tubo mediante diluciones con la previa cuenta de conidias en
la cAmara de Neubauer, la suspension de conidias se introduce a la camara de recuento, después
de que ha sedimentado, se observd en magnificacién 10 X para asegurarse de una distribucion
homogénea; luego en 40 X se contaron las conidias que se encontraron en los cuatro cuadrantes

grandes ( Lynch, et al.,1985):
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El célculo de nimero de conidias se efectio de la siguiente manera:

Conidias/ mm’= Cx 10

4

donde:

C = Numero de conidias en 4 cuadrantes

10 = Factor que transforma la superficie del mm?’ en el volumen en mm”’

4 = Numero de cuadrantes que se contaron

La produccion in vitro de fumonisinas se realizé en el medio de cultivo sélido a base de
maiz, el cual se formulé con 50 g de maiz blanco quebrado (concentracién de toxina FB1 no
detectable) y 11 ml de agua destilada. Estos ingredientes se agregaron a frascos o matraces de
Erlenmeyer (250 ml), luego se esterilizaron, al enfriarse se adicionaron 11 ml de agua estéril a
cada matraz y se inocularon por triplicado con 1 ml de una suspensién de 107 conidias. Todos los
matraces se incubaron a 25 £ 2 °C por 28 dias, después de transcurrido este tiempo se procedi6 a
secar el material del cultivo (MC) a 60 °C por 3 dias, luego se refrigeraron hasta su extraccion
(Desjardins, et al., 1994; Ross, et al., 1990), simultineamente se procesd como control la cepa F

moniliforme Mex-34 productora de fumonisinas.
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Extraccion de la fumonisina Bl

Apartir de los 50 g del MC obtenidos en la produccién in vitro, se pesaron 10 g de MC y
se colocaron dentro de un frasco de 50 ml con 20 ml de metanol-agua (3:1), se dejé reposar de 18
a 24 hrs en refrigeracion con agitacion ocasional, después se procedio a filtrar con papel filtro
Watman # 4 en viales de vidrio de 20 ml, los extractos se guardaron en refrigeracion y se les

realizo la deteccion de la fumonisina B1 antes de 24 hrs (AOAC, 1995).

Preparacion del estandar de fumonisina Bl

Los 11 mg/ml de FB1 que fueron proporcionados se reconstituyeron con 5 ml de ACN/
H,O0 (1:1), equivalente a 2.2 mg/ml, mediante aforacién se obtuvo el estindar de 1 mg/ml. (450 pl
del estandar y 550 pl de ACN/H,O en proporcién 1:1), posteriormente se realizaron 4 diluciones

seriadas 1:1 (Tabla 2)

Tabla 2. Concentracion de los estandares de fumonisina B1

Concentracion de FB1
Estandar Diluciones mg/ml. ppm
1 1:1 1.000 1000
2 1:2 0.500 500
3 1:4 0.250 250
4 1:8 0.125 125
5 1:16 0.625 62.5
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Determinacion de las fumonisinas

Las fumonisinas pueden ser detectadas en niveles de microgramos (ng) por medio de
TLC. Primeramente se realizo la activacion de las placas de silica gel 60 A 20 x 10 cm, a 115
°C/1 hr, se dejaron enfriar en un desecador, posteriormente se aplicaron sobre las placas 10 pl de
cada extracto al igual que los estandares (62.5, 125, 250, 500, 1000 ppm). Las muestras se
colocaron con micropipeta desechable Eppendorf, la placa se introdujo en el tanque de desarrollo
con el eluente previamente preparado, cloroformo:metanol:4cido acético (6:4:1), después de la
elucidn, se dejo evaporar el solvente bajo la campana de extraccidn, las placas se rociaron con
una solucion de p-anisaldehido 0.5 % en metanol:4cido sulfiirico:acido acético (17:1:2), sin dejar
evaporar, se procedi6 a calentar 130 °C por 5 a 10 min para su identificacion y cuantificacién por
comparacion visual con los estandares, en base a la intensidad de la mancha (Plattner, et al.,

1990).

El calculo de ppm del extracto del material de cultivo con F. moniliforme se efectué de la
siguiente manera:

ppm = ppm del estaindar x VE

g de muestra
donde:
ppm del estandar = concentracion del estdndar a la cual corresponde la mancha de la muestra
problema, (Tabla 2).
g de muestra = g de material de cultivo con F. moniliforme

VE = volumen del solvente de extraccion
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Diseiio estadistico

Toda la informacién fue analizada bajo un paquete estadistico Statgraphics version 4.0.
Los datos cuantitativos sobre la produccion in vitro de las fumonisinas se sometieron a un analisis
de varianza simple de acuerdo con Zar, (1996). Los valores promedios de cada cepa de Fusarium
spp fueron comparados bajo la aplicacion de pruebas de rango multiple de Tukey (Zar, 1996).

El disefio experimental consistio de bolques incompletos aleatorios de factores

municipios, distritos, variedades y localidades con 3 repeticiones para cada uno.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de Fusarium spp

Se llevé a cabo el aislamiento de cepas de Fusarium spp en el medio selectivo PCNB, en
cada caja Petri fueron colocados 4 granos de cada muestra de maiz, esto se realizo por triplicado,
el nimero de colonias sospechosas se presentan en la tabla 3. Las cepas aisladas demuestran una
gran variacion desde 8 hasta 100 %. Esquematicamente en la figura 2 se observa que en algunas
muestras se logro el aislamiento en un 100 % (12 granos) de los granos analizados, mientras que
en otras muestras solo se logré un 18 % (1 grano); de las cuales fueron seleccionadas minimo 2
colonias de cada muestra para su respectiva identificacion. En el caso de las muestras que
contenian colonias fungicas en el 100 % de los granos, solo se consideraron diferencias
macroscopicas (aspecto y color de la colonia), se observaron 3 diferentes morfologias colontales,
las cuales fueron sospechosas para Fusarium spp y otros hongos como por ejemplo Acremonium

Spp y Aspergillus spp, este ultimo se encontré solo en la muestra 19.

En la figura 3 se observa el desarrollo de colonias con coloracion durazno y de aspecto
pulverulento, el cual son sospechosas de Fusarium spp, a los 4 dias de incubacion en PCNB se
logra observar el crecimiento que inicia a partir del pedicele, ya que la cuticula del grano de maiz
fue desinfectada y se obtiene el hongo que estd presente en los granos asintomdticos. Segun los
resultados que se muestran en la tabla 3 y figuras 3, 4 y 5, podemos considerar que el medio
selectivo permitio el aislamiento de Fusarium spp de manera satisfactoria, ya que se le realizaron

modificaciones a la formula del medio PCNB, éstas consistieron en utilizar 0.8 g de PCNB grado
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técnico al 95 % en lugar de 1.0 g PCNB (Terroclor, producto comercial al 75 %) y la eliminacion

del sulfato de neomicina de acuerdo con Nelson et al., (1983).

La importancia de seleccionar los granos intactos se debe a que pueden presentar dafio
fisico ocasionado en la cosecha, secado o transporte y presc;.ntarse crecimiento fungico. Las
concentraciones del NaClO pueden variar, pero hay que tomar en cuenta que se desea eliminar
solamente los contaminantes superficiales y no el micelio que se encuentra invadiendo el
pericarpio y que puede ser eliminado por un tratamiento de desinfeccion muy severa. Al
considerar lo anterior, cabe mencionar que cuando no se logra aislar ningin hongo toxigénico no
significa que el grano este libre de micotoxinas, ya que los hongos pueden haber desaparecido, no

asi sus metabolitos como indica también Moreno (1988).
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Tabla 3. Aislamiento en PCNB de cepas flingicas en maiz cultivado en diversas localidades

del estado de Nuevo Ledn

Colonias sospechosas

Clave de Fusarium spp Otros'
Identificacion % I 11 I Total I I III
LIMI 25 1 - 2 3 - - -
LiM2 100 4 4 4 12 - - %
LIM3 33 1 2 1 4 = ] .
L2M4 75 3 4 2 9 - < «
L3M5 8 . 1 - 1 1 - 1
L3Mé6 100 4 4 4 12 - = &
L4M7 92 4 4 3 11 - - 1
LAMS 33 2 2 - 4 - . .
L5M9 75 4 4 1 9 5 2 1
L6M10 100 4 4 4 12 - - 5
L7MI11 25 1 - 2 3 1 4 1
L8M12 58 2 1 4 7 - - -
LIM13 17 2 - - 2 1 3 2
L10M14 100 4 4 4 12 - 4 -
LI11IM15 92 4 3 4 11 1 - 1
L11MI16 67 3 2 3 8 1 2 -
L12M17 67 4 2 2 8 - 1 -
L13M18 17 I - 1 2 - 1 -
L14M19 42 ] 3 1 5 2 2 2
L15M20 58 3 3 1 7 - 1 3
Li16M21 0 . . - 0 2 y 1

I, [Ty Il = Repeticiones.

% = Porcentaje de granos con aislamiento de Fusariwn spp.
1 = Colonias de Aspergillus spp y Acremonium spp.

2 = Colonias de Aspergillus spp.

n=12.
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Figura 3. Colonias aisladas de Fusarium spp a partir de semillas de maiz
desinfectadas superficialmente
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Figura 4. Colonias aisladas de Fusarium spp a partir de semillas de maiz
desinfectadas superficialmente
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Figura 5. Colonias de Fusarium moniliforme Mex-34 utilizadas como control en
este estudio
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Identificacion de Fusarium moniliforme

La identificacién se llevé a cabo segin Nelson ef al, (1983) y Booth (1973). Los
resultados sobre las caracteristicas en PDA y SNA de las cepas aisladas de maiz en el medio
selectivo PCNB se presentan en la tabla 4, en las cuales podemos observar que la coloracién
presente en el medio PDA fue muy similar en todas las cepas, asi mismo no hay diferencia
significativa en el diametro de la colonia, por lo tanto todas pertenecen a la Seccion Liseola, pero
las observaciones al microscopio fueron determinantes para distinguir entre F. moniliforme y F.
proliferatum. En la figura 6 se observan las caracteristicas microscopicas de F. moniliforme. Las
caracteristicas de las microconidias en forma de cadena sobre el micelio aéreo 10 X y 40 X
respectivamente, se presentan en las figuras 6 A y B, indicando ademas la caracterizacion por la
formacién de monofialides (figura 6 C). La identificacion de microconidias (40 X) en suspension

utilizadas para la formacién de indculos en produccién in vifro se muestra en la figura 6 D.

En la tabla § se encuentra la distribucién de las cepas de Fusarium spp, en las cuales
fueron seleccionadas 24 cepas para la produccion ir vitro, 20 identificadas como F. moniliforme y
4 F. proliferatum, asi mismo los resultados nos indica que las cepas de F. proliferatum se
encuentran en el distrito de Galeana, mientras que F. moniliforme estd distribuido en los 3
distritos de Nuevo Ledén que fueron analizados. De igual manera en la figura 7 se pone en
evidencia la gran variabilidad a e] porcentaje de la distribucion de las cepas de Fusarium spp,
encontrandose el mayor porcentaje de cepas en el distrito de Galeana (67 %), el area cosechada en
Apodaca, Montemorelos y Galeana fue 2.7, 16.9 y 277.19 HA respectivamente; en el distrito de

Andhuac no se realiz siembra del cultivo de maiz, segiin datos obtenidos por la SAGAR (1997).
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De la tabla 6 podemos constatar que en 20 de 21 (95 %) de las muestras analizadas presentaba
Fusarium spp, de las cuales en 18 de 21 (86 %) fueron F. moniliforme y 4 de 21 (19 %) F.
proliferatum; de la misma manera en la figura 8 se presenta el porcentaje del aislamiento de
Fusarium spp en las muestras de maiz del estado de Nuevo Leén correspondiente al 95 %, de las

cuales el 86 % fue F. moniforme y el 19 % F. proliferatum.

Existen caracteristicas generales de Fusarium spp, entre las cuales pueden producir 3 tipos
de esporas: macroconidias, microconidias y clamidosporas; conidioforos en forma de monofialide
(una sola abertura) o polifialide (2 6 mas aberturas). Las microconidias pueden presentarse en
forma de cadenas sobre ambas fidlides. Ademas, se clasifican caracteristicas primarias para la
separacién de especie en la taxonomia de Fusarium spp: la morfologia de la macroconidia, la
presencia o ausencia de microconidias y clamidosporas asi como la morfologia de los
conidioforos. También se presentan caracteristicas secundartas que pueden ser utilizadas para
describir especies, donde los cultivos estian creciendo bajo condiciones estindar de luz,
temperatura y sustratos, los criterios son: morfologia y pigmentacién de la colonia como también
indica Nelson ef al., (1994); la coloracién que se puede presentar es altamente variable entre las
especies, pero en algunas es un punto critico, generalmente el color pirpura al reverso indica que
son especies de la Seccién Liseola, segin Booth (1971) clasifica dentro de esta Seccion a F.
moniliforme Sheldon y F. moniliforme var. subglutinans, mientras que Nelson et al, (1983) la
clasifica en F. moniliforme Sheldon, F. proliferatum, F. subglutinans y F. anthophilum. Las
caracteristicas que son determinantes en F. moniliforme son la presencia de monifialides con

microconidias en forma de cadenas, segun las claves de Nelson ef al., (1983) hasta este punto se
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puede confundir con F. solani, pero esté forma abundantes macroconidias y clamidosporas. En
cuanto a la presencia de monofidlides y polifidlides estan incluidos F. proliferatum, F.
subglutinans y F. antrophilum, de las cuales solo se puede confundir con F. proliferatum, pero

éste presenta polifidlides, ademaés de las caracteristicas de F. moniliforme.
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Tabla 4 . Caracteristicas de las cepas fingicas aisladas en diversas localidades del estado de Nuevo

Ledn
Diametro*
Cepa’ (cm) Coloracion* Microscopicas®.
LIMI-CI 7.5 Purpura Monifialides y microconidias en cadena'
LIM2-C2 7.5 Ptirpura Monifiilides y microconidias en cadena’
LiM2-C3 7.0 Plrpura Monifidlides y microconidias en cadena’
LIM3-C4 7.0 Puarpura Monifiédlides y microconidias en cadena'
L2M4-C5 15 Lila Monifialides y microconidias en cadena’
L3MS5-Cé 8.5 Naranja Monofiilides, polifialides y microconidias en cadena 2
L3M6-C7 7.0 Crema Monofiélides, polifialides y microconidias en cadena?
L3M6-C8 7.5 Parpura Monifidlides y microconidias en cadena'
L4M7-C9 8.5 Lila Monifialides y microconidias en cadena'
LAM7-C10 7.0 Crema Monofialides, polifidlides y microconidias en cadena’
L4MB8-Cl11 7.5 Purpura Monifialides y microconidias en cadena'
L5M9-C12 7.5 Purpura Monifialides y microconidias en cadena'
L6M10-C13 7.0 Pirpura Monifidlides y microconidias en cadena'
L7M11-C14 8.0 Purpura Monifialides y microconidias en cadena'
L8MI12-C15 8.0 Plrpura Monifialides y microconidias en cadena'
LOM13-C16 70 Lila Monifidlides y microconidias en cadena’
L10M14-C17 7.5 Pirpura Monifidlides y microconidias en cadena’
L11M15-C18 8.0 Lila Monofialides, polifidlides y microconidias en cadena’
L1IM16-C19 7.0 Pirpura Monifialides y microconidias en cadena’
L11M16-C20 15 Lila Monifilides y microconidias en cadena'
L12M17-C21 8.0 Plrpura Monifialides y microconidias en cadena'
L13M18-C22 7.5 Lila Monifidlides y microconidias en cadena'
L14M19-C23 1.5 Lila Monifialides y microconidias en cadena'
L15M20-C24 F Purpura Monifialides y microconidias en cadena'

il A R

Fusarium moniliforme.

Fusarium proliferatum.

L: localidad, M: muesira obtenida en diferente campo agricola, C: cepa
Caracteristicas en PDA.

Caracteristicas en SNA.
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Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium moniliforme: A) Microconidias en cadena
10 X, B) Microconidias en cadena 40 X, C) Monofialide 40 X, D) Micioconidias 40 X
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Produccion in vitro de fumonisinas

Las cepas de Fusarium spp (20 de F.moniliforme y 4 de F. proliferatum) fueron evaluadas
para la produccion in vitro de fumonisinas, esto fue en medios de cultivo a base de maiz. En la
tabla 7 se puede observar la concentracion de FBl que presenté cada una de las cepas
seleccionadas para este estudio. Mediante la TLC, se detectd la concentracién de FB1 por
estimacién visual, la cepa control present6 concentraciones de 1,600 a 2,400 ppm al igual que las
cepas F. moniliforme C2, C4 y C24, asi mismo las cepas C1, C3 y C22 se les detect6 800 a 1,200
ppm. Sin embargo, las cepas F. moniliforme C7, C8, C9, C12, C13, C14, C15y C17 y F.
proliferatum C10 y C18 presentaron de 100 a 150 ppm, mientras que en las cepas F. moniliforme
Cs, Cl11, C19, C20, C21, C23 y F. proliferatum C6 no se logré detectar la concentracion de la
FB1, tomando en cuenta que el limite de deteccién en la técnica utilizada fue inferior a 50 ppm;
por lo tanto, se sugiere cuantificar con técnicas de HPLC, aunque para cumplir nuestro objetivo
no fue necesario utilizar estas técnicas, debido a que nos interesan las cepas altamente

productoras de fumonisinas (mayor de 500 ppm).

En la tabla 8 se presentan las cepas de F. moniliforme productoras de fumonisinas, en las
cuales las concentraciones superiores a 500 ppm se consideraron altamente productoras de FB1,
las de 50 a 500 ppm cepas con produccion intermedia y las de inferior a 50 ppm de baja
produccion. Asi mismo en la figura 9 nos muestra las cepas productoras de FB1, donde se puede
observar que en los 3 distritos del estado de Nuevo Lebn, se logr6 el aislamiento de cepas
altamente productoras, ademas en el distrito de Galeana fue donde se realizé aislamiento en 10

localidades, pero la mayoria fueron cepas productoras intermedias o de baja produccién; las cepas
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aisladas en Montemorelos que fueron altamente productoras pertenecen a la misma localidad (1),
a diferencia de la localidad 2 que fueron de baja produccién. De igual manera, en la tabla 9
observamos que las cepas de F. moniliforme estan distribuidas en las 3 clasificaciones de
concentracion, pero ninguna de las cepas de F. proliferatum fueron altamente productoras. Asi
mismo la figura 10 nos muestra que algunas cepas de F. moniliforme poseen la capacidad de
producir FB1 en altas concentraciones y otras en baja concentracién, considerando también

importante las de produccion intermedia.

En la tabla 10 se observa el analisis de varianza simple de la concentracién de
fumonisinas de los distritos de cultivo de Nuevo Ledn, los datos indican que existe diferencia
significativa entre ellos, ya que el distrito 1 (Montemorelos), las cepas presentaron mayor
capacidad para producir fumonisinas; por el contrario en el distrito 2 (Galeana), las cepas tenian
menor capacidad para producir dichas toxinas, aunque se encontrd la presencia de una cepa
altamente productora; estadisticamente no se detectaron efectos significativos, basandose en las
clasificaciones de concentracion los datos nos marcan que existen valores superiores a 50 ppm,
por lo tanto, se considera que los distritos 1 y 3 poseen cepas con potencial para producir FB1 y
el distrito 2 presenta un potencial intermedio. De la misma manera, en la tabla 11 el andlisis de
varianza de los municipios analizados nos indica que existen 2 grupos homogéneos, los
minicipios 2 y 3 corresponden al mismo distrito, por lo tanto no hay diferencia significativa entre
las localidades correspondientes al mismo distrito. Aunque los municipios 1 y 4 pertenecen a
distritos diferentes, no se encontré diferencia, ya que en ambos se aislaron cepas toxigénicas. Asi

mismo, en la tabla 12 se presenta el analisis de varianza entre las localidades y encontramos 3



grupos homogéneos, en el cual estdn las altamente productoras (grupo c), las de produccién
intermedia (grupo b) y las de produccién baja (grupo a); al asignarle en la tabla el distrito
correspondiente a cada localidad, se observa que las cepas con potencial toxigénico (grupo c)
estan presentes en los 3 distritos estudiados. Sin embargo, el anilisis de varianza de las
variedades de maiz se muestran en la tabla 13, s¢ encontraron tres grupos homogéneos en donde
se aislaron cepas de produccién baja (grupo a) en las variedades 1, 2, 3 y 5, mientras que la
variedad 4 presentd cepas de produccién intermedia (grupo a b) y en la variedad 6 (grupo b)
cepas de produccion alta. Aunque las cepas toxigénicas se presentaron en las variedades 1, 4 y 6,
estadisticamente no hay diferencia en la variedad 1, pero en las 4 y 6, existe diferencia con

respecto al resto de las variedades.
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Tabla 7. Produccion de fumonisinas por cepas de Fusarium spp cultivado en diversas localidades del

estado de Nuevo Leon

Cepas de Concentracién de
Distrito Municipio Fusarium spp* FB1 [ppm]
Montemorelos Linares LiIMI1-Cl 800 - 1,200
LIM2-C2 1,600 - 2,400
L1IM2-C3 800 - 1,200
L1IM3-C4 1,600 - 2,400
L2M4-C5 ND
Galeana Dr. Arroyo L3M5-C6 ND
L3M6-C7 100 - 150
L3Mé6-C8 100 - 150
L4M7-C9 100 -150
L4M7-C10 100 -150
L4M8-C11 ND
L5M9-C12 100 -150
L6M10-C13 100 - 150
L7M11-C14 100 - 150
L8M12-C15 100 - 150
LIM13-Cl16 800 - 1,200
Galeana L10M14-C17 100 - 150
L11M15-C18 100 - 150
L11M16-C19 ND
L11M16-C20 ND
L12M17-C21 ND
Apodaca Escobedo L13M18-C22 800 - 1,200
L14M19-C23 ND
L15M20-C24 1,600 - 2,400
Mex-34 1,600 - 2,400

ND = No detectable, limite < 50 ppm.

* =L : localidad, M : muestra obtenida en diferente campo agicola y C : cepa.
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Tabla 10. Andlisis de varianza de una sola via de la concentraciéon
de fumonisina Bl en los distritos de Nuevo Leon

Distrito Xz E.E. n
2 151.56 + 32.37 a* 48
3 905.55+25350 b 9
1 1,176.66 £201.06 b 45
X = Media.

E.E. = Error estdndar.
* = Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05); de acuerdo a la prueba de
rango multiple de medias de Tukey (Zar, 1996).
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Tabla 11. Analisis de varianza de una sola via de la concentracion
de fumonisina B1 en los municipios de Nuevo Ledn

Municipio X+E.E. n
[ 3 65.00 + 8.01 a* 15
2 190.90 + 45.51 a 33
4 905.55+£253.50 b 9
1 1,176.66 £ 201.06 b 15
X = Media.

E.E. = Error estandar.
* = Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05); de acuerdo a la prueba de
rango miltiple de medias de Tukey (Zar, 1996).
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Tabla 12. Analisis de varianza de una sola via de la concentracién
de fumonisina Bl en las localidades de Nuevo Leén

= 3

Localidades X n Distrito
2 50.00 a* 3 1
12 50.00 a 3 2
14 50.00 a 3 3
11 66.66 b 9 2
10 75.00 b 3 2
3 83.33 b 9 2
7 100.00 b 3 2
4 125.00 b 9 2
5 125.00 b 3 2
6 125.00 b 3 Z
8 125.00 b 3 2
9 1000.00 c 3 2
13 1000.00 c 3 3
1 1458.33 c 12 1
15 1666.66 c 3 3
X = Media.

* = Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05); de acuerdo a la prueba de
rango miiltiple de medias de Tukey (Zar, 1996).
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Tabla 13. Analisis de varianza de una sola via de la concentracion
de fumonisina Bl en las variedades de maiz de Nuevo Leon.

Variedades X n
2 50.00 5"‘ 6
3 50.00 a 3
S 50.00 a 3
1 453.24 a 54
4 1,00000 ab 3
6 1,666.66 b 3

X = Media.

* = Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05); de acuerdo a la prueba de
rango multiple de medias de Tukey (Zar, 1996).
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De acuerdo con Riley et al., (1993), existen métodos cromatograficos que se pueden
aplicar para la deteccion y cuantificacion de las fumonisinas. La cromatrografia de gases acoplada
al espectro de masas (GC-MS) es altamente sensible y especifico, ademas su costo es muy
elevado al igual que la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). Por otro lado, la
TLC es econémica, pero de baja sensibilidad. Sin embargo, el limite de deteccion para TLC con
p-anisaldehido es cerca de 100 ng sobre la placa, pero las interferencias de los extractos crudos el
cual migran con las FBs, pueden obstruir la deteccion. A pesar de estas limitaciones, la TLC
puede ser utilizada para un monitoreo en los extractos crudos del MC, porque la produccién de
fumonisinas por cepas toxigénicas excede a 1,000 pg/g, en limites de deteccién menores a éste se
requiere limpieza de la muestra (Nelson, ef al,, 1993), aunque con esta técnica se pueda estimar

hasta 50 ppm.

En 1994, Desjardins ef al., detectaron y cuantificaron FBs en MC de F. moniliforme
mediante la extraccién con ACN/H,O 1:1 y la técnica de TLC con ACN/H,0 85:15 y como
revelador p-anisaldehido, estos investigadores mencionan que la limpieza de las muestras no fue
necesaria debido a que las concentraciones de FB1 obtenidas fue elevada, por lo tanto facil de
detectar. Considerando que la AOAC ha establecido una técnica oficial para cuantificar FBs
mediante HPLC, que sustituye el ACN por el metanol, nosotros implementamos ¢l método de
extraccion de esta técnica, sin efectuar limpieza de los extractos. La deteccion de la FBI1 se
realizd mediante TLC propuesta por Plattner ef al., (1990), el cual utilizo silica gel desarrolladas
en cloroformo/metanol/acido acético (6:3:1) y p-anisaldehido, con un Rf de 0.24 . Sin embargo,

en nuestra investigaciéon se realizaron modificaciones a la polaridad del eluente a (6:4:1),
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encontrando valores de Rf de 0.74, esto nos indica que las impurezas se quedaron en un Rf
inferior, por lo tanto se logré separar la FB1 de las interferencias de la matriz (pigmentos, lipidos
y otros). Se realizaron co-cromatografias con el estdndar de FB1 para confirmar la migracién de
la toxina y su separacién, las manchas observadas confirmaron los resultados obtenidos, por lo
que el método utilizado nos permitié la deteccion de la FB1 en los MC y la estimacion de la
concentracion mediante la comparacién visual con los estandares. En cada placa se aplicaron
controles positivos (extractos crudos FB1 mayor de 2,000 ppm) y negativos (FB1 no detectable)
para validar la técnica. Las recomendaciones en base a la técnica es que valores superiores a 200
ppm (Desjardins, ef al., 1994) es aplicar técnicas mas sensibles como HPLC, pero los resultados
obtenidos nos dan informacion sobre un panorama general en base a la presencia de cepas
toxigénicas y predecir la importancia de realizar estudios posteriores en base a la cuantificacién
de estas toxinas directamente en el maiz, asi como en sus productos derivados, respecto a la
presencia de cepas toxigénicas en los 3 distritos de cultivo del estado de Nuevo Leén que se

analizaron, el riesgo de que el maiz se encuentre contaminado con estas toxinas seria elevado.

Las fumonisinas fueron descubiertas recientemente (1988), la toxicidad de maiz
contaminado con F. moniliforme ha sido documentado por mas de 100 afios, una de las
manifestaciones dramaticas es la LEM, enfermedad fatal para equinos causada por FB1, pero en
otros animales las principales lesiones no son en €l cerebro, sino en el pulmén donde desarrolla
un edema fatal. No obstante, el papel de las FBs en maiz se ha establecido en algunas
enfermedades del ganado, pero alin no se conoce su importancia en enfermedades del hombre y

particularmente, es mas dificil determinar su potencial carcinogénico. Sin embargo, la IARC,
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FDA entre otras, estan evaluando el potencial toxigénico de las FBs, pero la IARC ha
determinado que todavia no hay suficiente evidencia para clasificar las fumonisinas como un
carcindégeno humano, aunque las ha clasificado como toxinas de F. moniliforme de la clase 2 B,

posiblemente carcindégeno en humanos (Castegnaro y Wild, 1995; Desjardins, ef al., 1997).

Se conoce que mas de 70 paises regulan las micotoxinas en alimentos de humanos y
forraje de animales, esta regulacion incluye aflatoxinas en maiz, cacahuate, semilla de algodon y
leche; desoxinivalenol y otros tricotecenos en maiz y trigo; ocratoxinas en granos, patulina en
jugo de manzana y fumonisina Bl en maiz. Los niveles de tolerancia pueden impactar dentro de
la agricultura en los productos de importacion y exportaciéon. Mas especificamente, decisiones
recientes de regulacion sobre fumonisinas en maiz importado en algunos paises europeos, puede
impactar en el maiz exportado de los E.U.A. a Europa (Desjardins, et al., 1997). En base a lo
anterior es importante preocuparse por la salud humana en México y las pérdidas econémicas que
las FBs puede generar dentro de la agricultura y la ganaderia, ya que también se realiza la

importacion de estos productos.

Varios investigadores (Dutton, ef al, 1996; Desjardins, ef al, 1997) han presentado
algunas estrategias para prevenir la presencia de F. moniliforme en los cultivos de maiz, ya que
parece imposible poder eliminar en su totalidad estas toxinas debido al ciclo de vida de este
hongo, principalmente cuando estd en maiz asintomatico, una de ellas ha sido mediante cultivos
resistentes a cepas toxigénicas, la cual se ha investigado por Rheeder et al., (1990), asi como el

uso de agentes de biocontrol, donde los granos de maiz son tratados con rizobacterias antagénicas
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(Bacon y Williamson, 1992), también estan las practicas rurales como la rotacion de cultivos y el
secado del mismo, para disminuir la formacién de micotoxinas durante el crecimiento, cosecha y

almacenamiento.
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CONCLUSIONES

. El medio de cultivo implementado en este trabajo permitié el aislamiento de Fusarium de la
Seccion Liseola en el 95 % de las muestras de maiz, cultivadas en diversas localidades del

estado de Nuevo Leén.

. El 86 % de las muestras de maiz cultivadas en diversas localidades del estado de Nuevo Ledn

presentaron £. moniliforme y el 19 % F. proliferatum.

. La técnica de cromatografia en capa fina permitié determinar las cepas toxigénicas sin previa

limpieza de los extractos, reduciendo el costo final de la determinacién.

. El 29 % de las cepas aisladas de maiz de diversas localidades del estado de Nuevo Leén,

presentaron un elevado potencial para producir fumonisina Bl y el 42 % presenté un

potencial intermedio.

. Enel 25 % de las localidades del estado de Nuevo Leén se aislaron cepas toxigénicas.

. Las cepas toxigénicas de Fusarium moniliforme se presentaron en las variedades hibridas de

maiz.
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CONCLUSION

En maiz cultivado en el estado de Nuevo Leon, prevalece F. moniliforme con potencial
toxigénico en el 25 % de las localidades que fueron evaluadas y estan distribuidas en los 3
distritos de cultivo; particularmente en las variedades hibridas fueron las que albergaron la flora

fungica mas toxigénica.
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