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ABSTRACT

Corn is the main agricultural product in several countries. However, this
crop is frequently attacked by mycotoxigenic fungi such as Aspergillus and
Fusariumn. The implications of preharvest afiatoxin contamination in maize have
led to evaluate cultural practices to reduce the probiem. Since the
environmental factors also play an important role in fungi contamination, it is
important to determine their influence in the presence of the fungal flora in and
their infective forms. In particular sclerotia could represent a principal source of
overwintering inoculum in cereal agroecosystems. In this work we determined
the fungi present in corn, and sclerotia of Aspergillus in soil, in two different
seasons (first season July-Aug, second Nov-Dec 1897) and in two different
tilling methods (conservative and traditional). For the experiments the corn
hybrid Blanco Hualauises was used. Fungal spores were determined from corn
by plate count. Sclerotia were detected by sieving samples of soii, then they
were inoculated in PDA and identified. Fungi were identified by colony
appearance. The Fuskey software was used to identify the Fusanum isolates.
Results showed that Aspergillus predominate in the fungal flora of the first
season, Fusarium sp. and Penicillium sp. were ranked in the next places. In the
second season Penicillum sp. was the fungi mostly found, although other

species such as A. flavus, A. terreus, F. moniliforme, F. oxysporum and F.



solani were present. No significant differences were present in the fungal
population between the two tilling methods. Isolates from sclerotia were
identified as A. niger (40%), A. terreus (30%) and A. flavus (20%), however the
numbers were higher in the second season. These results indicate that the
fungal flora and the numbers of sclerotia present in corn and soil are
dependants on the season. It is also important to note the predominance of

Aspergillus in the first season and the presence of Fusarium.



RESUMEN

El maiz es ei principal producto agricola de consumo en diversos paises,
el cual esta sujeto a gran variabilidad de condiciones ambientales, tratamiento
del suelo y procedimientos de cultivos. Los hongos al igual que otros
microorganismos pueden contaminar el grano y provocan severas pérdidas de
la cosecha, sin dejar aun lado la producidon de cantidades considerables de
toxinas, que dafan tanto al hombre como a los animales una vez que estos las
ingieren. Existen estructuras fungicas cuya funcion es proporcionar resistencia
a condiciones ambientales adversas, dentro de ellas tenemos al esclerocio que
es una masa de micelio fuertemente compacto, se localiza en |a tierra o bien en
partes aereas de la planta, y tiene un papel importante en la ciclo de vida de
los géneros Aspergilius y Penicillum principalmente.

Determinamos la incidencia de hongos en muestras de maiz cultivado
por medio de [a |labranza en conservacion y convencional, obtenidos en tres
muestreos (Verano, Otofio e Invierno de 1997), ademas obtuvimos la
distribucion de esclerocios en la tierra y cuantificamos por medio de HPLC la
cantidad de aflatoxinas presentes en maiz. Los géneros que predominaron en
diferente proporcion durante los tres muestreo como: Aspergillus, Fusarium,

Penicillum,. En lo que respecta a la identificacion de cepas fungicas apartir de
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esclerocios, se encontré principalmente a A. niger, A terreus'y A. flavus con un
40%, 30% y 20% respectivamente.

Con todo lo anterior podemos decir que las practicas agricolas influyeron
de manera significativa en |a presencia de hongos en las muestras de maiz,

En lo que respecta a la viabilidad de |os esclerocios, estuvo influenciada
por la profundiad de la tierrra, asi como por el tipo de labranza empleado.
Ademas se cuantificd en mayor proporcion AFG; y AFB;, en las muestras de
maiz, y en las cepas de A. flauvs y A. parasiticus, aisladas en el presente

estudio.
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Introduccién

INTRODUCCION

Los hongos han estado en intimo contacto con el hombre desde su
origen mismo. Algunos de los géneros mas importantes desde el punto de
vista industrial y salud publica son: Aspergillus sp., Penicillum sp., Fusanum
sp. y Rhizopus sp., entre ofros. Algunas de estas cepas dan lugar a
micotoxinas, entre las que destacan las aflatoxinas y fumonisinas,
sintetizadas por A. flavus y F. moniliforme respectivamente. El maiz es el
principal producto agricola de consumo en diversos paises, el cual esta
sujeto a gran variabilidad de condiciones ambientales, tratamiento del suelo
y procedimiento de cultivo. Debido a las ventajas de la labranza de
conservacion, es importante determinar y compararla con la practica
convencional, respecto a la contaminacién con hongos presentes en el maiz.
En base a lo antes mencionado nos hemos propuesto en este trabajo
determinar la incidencia de hongos en muestras de maiz cultivado por medio
de la labranza en conservacion y rotacion de cultivos, obtenidos en tres
muestreos. Con la finalidad de cumplir nuestro objetivos, se utilizaron
hibridos de maiz con diferente manejo agronémico (labranza de
conservacion y tradicional), se colocaron 10 g de maiz en un matraz
Erlenmeyer de 150 mL con 90 mL de solucion salina al 0.85% estéril. Se

agito manualmente y del sobrenadante se efectuaron diluciones decimales,



Introduccion

se agreg0 agar papa dextrosa (PDA, DIFCO) fundido y se incubd por 10-15
dias a 20-25°C. Las colonias formadas fueron tipificadas mediante la
obsevacion, produccion de pigmento en el micelio basal, crecimiento, textura
y diametro de la misma. Se ohservé al microscopio para identificar y
clasificar el género. Posteriormente se procedio al conteo de esclerocios en
dos diferente profundidades de suelo en ambos tipos de labranza, despues
se determind el porciento de sobrevivencia de los mismos. Por dltimo, se
realizd la cuantificacion de aflatoxinas en las muestras de maiz asi como en
las cepas aisladas, esto se efectud por medio de cromatografia liquida de
alta resolucion, con la metodologia propuesta por ta AOAC; para la
extraccion y cuantificacion de las mismas. Los resuitados obtenidos
correspondientes al aislamiento de diversos géneros fungicos a partir de
muestras de maiz, el género Asperyillus fue el que se encontré con mayor
incidencia en el primer muestreo tanto en maiz cutivado por labranza
convencional como en labranza por conservacion. En segundo lugar
tenemos cepas de Fusarium sp, le sigue el género Penicillum sp., y otros de
poco interés fitopatdgeno. En el muestreo tenemos que el género Penicillum
Sp., se encuentra en mayor proporcion con respecto a Fusanum sp. y
Aspergillus (se tipificaron F. moniliforme, F. oxysporum, A. terreus, A. flavus
y A. niger), en el caso del tercer muestreo, se presentd mayor incidencia de
hongos del grupo de los Mucorales, después le siguid el género Penicillum

sp. Fusarium sp,. y escasas cepas Aspergillus sp.



Introduccion

Los esclerocios se localizaron en forma muy disgregada en el terreno,
pero se tipificaron cepas que no estan asociadas con la produccion de
aflatoxinas como A. niger, A. carbonarius etc. La viabilidad de ellos no se vi6
afectada por la temperatura, ya que solo fa profundidad a ia que fue tomada
la muestra y el tipo de labranza, afectan al aumento o la disminucion de
ellos. En cuanto a las affatoxinas, las cantidades determinadas fueron bajas,
ademas el tipo de labranza afecté singificativamente (p<0.05) la presencia
de ellas en los tres distintos muestreos. Las practicas agricolas influyeron
significativamente en la presencia de hongos en las muestras de maiz,

reduciendo la cantidad de cepas micotoxigénicas en los tres muestreos.



Antecedentes

ANTECEDENTES

GENERALIDADES DE LOS HONGCS

Los hongos han estado en contacto con el hombre desde su origen
mismo. La importancia de estos microorganismos no solo repercute en el
area industrial como buenos productores de antibi6ticos (Bonifaz A., 1992) y
de acidos organicos (Smith G., 1992), también se han asociado a cuadros
clinicos severos en el hombre, animales (Rippon J. W., 1990) y plantas. Por
tanto esto afecta la disminucion de la calidad de diversos productos y la
actividad socioecondmica de una poblacion (S.S.M. El -Maraghy, 1996).

Algunos géneros importantes desde el punto de vista industrial y
salud publica son: Aspergillus sp., Penicillum sp., Fusanum sp. Altemaria sp.
y Rhizopus sp. entre otros. Varios de estos géneros fangicos se asocian a
cuadros clinicos severos en pacientes inmunosuprimidos. Por altimo,
tenemos hongos que dan lugar a metabolitos denominados micotoxinas,
entre las que destacan las aflatoxinas producidas por Aspergillus sp.,
(principalmente A. flavus y A. parasiticus}), y las fumonisinas que son

sintetizadas por Fusarium moniliforme (Arenas R., 1992).



Anlecedenies

CARACTERISTICAS GFNFRALFS DE HONGOS TOXIGFNICOS.

Desde principios del siglo XVIIl algunos investigadores se abocaron a
la tarea de ubicar taxonomicamente a estos hongos (Rappel T. H., et al
1974). Sin embargo con la continua evolucion de la biologia molecular se
han clasificado filogenéticamente gracias a la comparaciéon de secuencias
de RNA ribosomal (Taylor J. W., 1995). Los hongos pertenecen a la divisidn
de los Eumicetos, dentro de las familias de los Ascomycetes y
Dueteromycetes, se encuentran la gran parte de los hongos productores de
toxinas; tales como diversas especies de los géneros Aspergilius y
Peniciflum en el primer caso; ademas de Alternaria sp. y Fusanium sp. en el
segunda familia (Quintero R. R., 1990). Las necesidades nutricionales son
muy simples, pueden crecer en cualquier sustrato sin importar la fuente de
carbono o de nitrégeno, ademas proliferan en amplios rangos de

temperatura (Sclegel H. G., 1991).

a).- A. flavus

Se considera un hongo de crecimiento rapido, ya que en Agar Czapek
después de 3 dias de incubacion se obtienen colonias blancas, que
conforme al paso del tiempo se tornan verde olivo, de consistencia granular
y en ocasiones surcada. Al reverso la colonia es incolora, pero se pueden

presentar tonalidades de gris rosado o mas oscuro (Rappel T. H., ef a/



Antecedentes
1974). En condiciones adversas da lugar a esclerocios, los cuales son

estructuras de resistencia hechas a base de micelio en su gran mayoria de
color marrdn, que se perciben a simple vista. El medio diferencial para
Aspergillus sp es el MDA (Medio para diferenciar Aspergillus sp.), que es
usado para una rapida deteccion de especies aflatoxigénicas, contiene
citrato férrico que induce una coloracion amarilla-naranja en el reverso de A.
flavus y A. parasiticus (Diener V. L., et al 1987a; Diener V. L., et al 1987b).
Su micromorfologia es a base de micelio, incoloro, con conididforos
de pared gruesa, no pigmentados, burdos, largos y rugosos de 10 a 20 ym
de diametro, las vesiculas son globosas o subglobosas de 10-65 ym de
diametro y muy fértiles (producen fialides) en casi toda el area. Las fialides
se encuentran en disposicion de dos series (biseriadas) 0 en una serie
(uniseriadas); los conidios son globosos que en ocasiones presentan ligeras

equinulaciones (Barnett H. L., 1985).

b).- A. parasiticus.

Es una especie que se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza, de crecimiento répido, pueden obtienerse colonias después de 3
dias de incubacidén a 25 °C. Las colonias formadas son muy blancas al inicio
de su germinacion, pero al paso del tiempo se torna a verde olivo, de
consistencia polvosa, debido a que sus cabezas conidiales se encuentran

muy compactas. En ocasiones presentan pigmentos al reverso de la colonia
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y de acuerdo 2 las condiciones de crecimiento da lugar a esclerocios (Lopez

M. R., 1995). Al microscopio podemos observar gran cantidad de micelio
hialino, septado de paredes gruesas. Los conidiéforos miden 10-20 um de
diametro, su cabeza conidial es ligeramente radiada, de la cual emergen una
serie de fialides uniseriados (Rappel T. H., ef al 1974). En esta estructura se
originan los conidios que son redondos o bien ovalados dependiendo de la
cepa. Al igual que A. flavus, es un buen productor de micotoxinas, por tanto,

se asocia a los mismos cuadros clinicos.

MECANISMOS DE INFECCION DE A. flavus y A. parasitcus.

La relacion entre la infeccidn fangica y la produccién de aflatoxinas es
mayor en algunos productos vegetales, cereales etc. Una de las estrategias
para el control de este problema es la identificacion de genes y proteinas
que estan involucrados en esa relacion. Existen algunas esterasas que
contribuyen de manera significativa en la biosintesis de aflatoxinas
(Kusumoto K., 1996). Existen otros compuestos como la quitinasa,
glucanasa y otras hidrolasas que son enzimas que pueden actuar como
antibidticos en plantas. Estos compuestos no atacan moléculas endbgenas,

pero pueden proteger a las plantas de hongos patdgenos gracias a su

accion litica sobre la pared celular fingica, cuya estructura es rica en -1,3-

glucanos y quitina, mismas que son digeridas por las quitinasas y

glucanasas.
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En estudios realizados por Neurcere (1995) se comprobé la actividad

de las enzimas glucanasas (G; y G;), obtenidas de extractos acuosos de
granos de diversas variedades de maiz. Se demostrd que la presencia de
ésta hacia mas resistente al ataque de hongos al cultivo (Duvick J. P., ef af
1992). Ademas, se logrd comprobar la influencia que tienen estas enzimas
sobre la germinacién y el desarrollo de A. flavus.

También se ha estudiado la produccion de enzimas de Aspergillus sp.,
con capacidad de degradar la cuticula del maiz como un posible factor de
infeccion del grano. Se han logrado purificar las proteinas por medio de
electroforesis denominandoseles C, y Ccon peso de 36 kDa y 22-23 kDa
respectivamente y que posiblemente estdn asociadas a la produccion de

aflatoxinas (Guo B. Z., et al 1996).

MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de origen fungico que
pueden estar presentes contaminando algunos alimentos. Algunas
micotoxinas se asocian a cuadros toxicos severos en animales y el hombre,
ya que afectan a un considerable numero de érganos blance, como el
pulmén, higado, rifidn, a los sistemas nervioso, endécrino e incluso al
inmune. Estos compuestos pueden propiciar cuadros clinicos graves y a
muchas se les considera como potentes carcindgenos ¢ hepatotoxicos

(Kuiper G., 1995).
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Algunas de las micotoxinas presentes en diversos alimentos son:
aflatoxinas, ocratoxina A, zeralononas, tricotecenos, patulina, alcaloides de
ergosterol asi como las fumonisinas (Tabla 1). Otras compuestos que se
sintetizan en menor cantidad son los acidos kdjico y ciclopiazdnico. Este
ultimo es producido por A. flavus, A. parasiticus y A. tamarii que utilizada en

algunos alimentos fermentados de origen oriental. (Goto T., et al 1996).

Tabla 1.- Especies fangicas y sus toxinas

Especie fungica Micotoxina

Aspergillus flavus Atlatoxinas
Esterigmatocistina
Ac. aspergilico
Ac. kdéjico
Aspertoxina

A. fumigatus Gliotoxina

A. niger Ac. oxalico

A. ochraceus Ocratoxina
Ac. penicilicum

A. versicolor Esterigmatocistina

Penicillum citrinum Citrina

P. expansum Patulina

P. patulum Patulina

P. vindicatum Ocratoxina
Citrina
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GENERALIDADES DE LAS AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son producidas por A. flavus y A. parasiticus.
Quimicamente las aflatoxinas son derivados de las difuranocumarinas en las
cuales existen 18 tipos pero hasta el momento solo se han estudiado las
siguientes: Aflatoxina B, (AFB,) y Aflatoxina B, (AFB;), que son sintetizadas
por A, flavus; A. parasiticus ademas produce aflatoxina Gy (AFGy) y G;
(AFG,). Adicionalmente existen las aflatoxinas M; y M que son productos
hidrolizados de las AFB, y AFB; respectivamente y que se encuentran

principalmente en productos lacteos (Diener L. U., 1885b).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS AFLATOXINAS

Debido a que los hongos que las producen son de amplia distribucion
geografica, las aflatoxinas también son denominadas contaminacién natural.
Estas se producen y persisten cuando las condiciones climaticas de
almacenamiento de los alimentos son inadecuadas. Los factores mas
importantes que influyen en la formacion de tales toxinas durante el
almacenamiento de granos son la humedad relativa en un rango de 88 a
95% (Guo B. Z., ef al 1995) y una temperatura de 25 a 30 °C (Ellis W. O.,

1991).
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PRESENCIA DE AFLATOXINAS EN DIVERSOS ALIMENTOS

Actualmente se han realizado un sinnimero de publicaciones
respecto a los problemas que ocasionan los hongos y algunos de sus
metabolitos que, depositados en alimentos pueden provocar grandes
pérdidas econdmicas.

En mas de 50 paises se tiene el propdsito de la regularizacion de
aflatoxinas presentes en un alimento. Desde 1965 la administracion de
drogas y alimentos de E.U.A. (FDA) en coordinacion con el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos y la industria, ha propuesto un programa de
calidad en alimentos, mismo que ha disminuido los niveles de aflatoxinas
presentes en esos productos.

Dentro de los frutos, las almendras también se encuentran expuestas
al ataque de hongos. En 1993 se determind la cantidad de aflatoxinas
presentes en muestras provenientes del estado de California. Sin embargo,
la concentracion fue minima, posiblemente debido a que la estructura
fisiolégica de la almendra es muy diferente & la presentada en el maiz
(Schatzki T. F., 1996).

Las especias empleadas como condimentos, entre las que destacan
la pimienta negra (Piper nigrum), blanca y algunas variedades de chile
(Capsicum sp), son otros ejemplos de vegetales que no estan exentos del

ataque de hongos principalmente de Aspergillus sp., en donde se ha
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demostrado la presencia de 80 pg/g de aflatoxinas en extractos de estas

plantas (Scoot P.M., et al 1973).

Otros productos vegetales donde se ha detectado la presencia de
aflatoxinas son hierbas y plantas medicinales, (Reif K., ef al 1995; Selim
I.M., et al 1996), cacahuate (Schatzki T., et a/ 1996 ), pistachos (Neucere J.,
et al 1995), nuez (DiProssimo V., ef al 1996), extracto de Yucca sp. (Barrios
G. J., et al 1992), entre otros.

En algunos alimentos derivados del maiz se presentan estas toxinas
aun después de la nixtamalizacion, que es el proceso preparatorio para la
realizacion de la tortilla (lllescas R., 1995; Vasanth S., et al 1997). Esto
probablemente se deba a que el hongo tiene la propiedad de ser resistente
al calor y a muchas sustancias quimicas (Bazua D. C., 1979; Guzman D.,

1995: Smith G., 1992).

METODOS DE CONTROL DE LA FORMACION DE AFLATOXINAS

Algunos fungistaticos como la lprodiona, que inhibe el crecimiento
micelial de los hongos asi como la formacion de aflatoxinas, se ha empleado
a dosis de 5 ug/ml para A. ochraceus y de 20 pg/mL para A. flavus, mismas
que retardan el crecimiento y la sintesis de acido ciclopiazonico (Munimbazi
C., et al 1996). Otros compuestos quimicos como el alcohol
pentaclorobenzilico, ftaldehido (Wheeler M. H., et al 1995), glucdsidos

triterpenocides (Kirmizigli S., 1996; Jones F. T., et al 1996) y algunos alcanos
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de 6 a 12 carbonos (Zeringue H.L., ef al 1996). Principalmente, presentaron
un ligera reduccion en las concentraciones de aflatoxinas presentes en maiz.
Ademas, en estudios recientes se han reportado compuestos de origen
vegetal que a diversas concentraciones podrian inhibir la biosinteis de
aflatoxinas (Goodrich T. M., 1995; Lopez M. A_, et al 1997).

Se han implementado estrategias para el almacenamiento efectivo de
granos; por ejemplo el control del crecimiento y la produccion de aflatoxinas
en cacahuates bajo condiciones atmosféricas especiales como la mezcla de
biéxido de carbono con oxigeno, que combinados con una temperatura
optima aumentan el tiempo de preservacion (Eilis O. W., 1993; 1994a y
1994b ).

Existen nuevas estrategias para el control y la reduccidn de la
contaminacion en los procesos de precosecha. Entre estos se han reportado
la utilizacién de agentes bioldgicos capaces de inhibir la produccion de
aflatoxinas (Dorner J. W., ef al 1892). En particular, se buscan aqueilos que
bloguean el punto exacto de sintesis de aflatoxinas, es decir la inhibicion de
los genes que dan lugar a estos compuestos (Payne G.A., et al 1992).

Se han estudiado diferentes extractos de diversos genotipos de maiz
resistentes y susceptibles al ataque de A. flavus (Guo B.Z., 1998). Por
medio de electroforesis en poliacrilamida se demostré la presencia de

algunas proteinas presentes en el maiz que conferian proteccion al ataque
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de A. flavus. Estas podrian utilizarse en ingenieria genética para el

mejoramiento de cepas toxigeénicas.

Otros procesos de biocontrol son aquellos en donde se implica la
participacion de cepas de A. flavus atoxigénicas, que al interactuar con el
cultivo compiten en crecimiento con el de cepas toxigénicas (Shubha P. K.,
et al 1996). También existen reportes en donde algunas cepas de hongos
como Fusarium sp.y A. niger inhiben el crecimiento del género Aspergilus

por competitividad bioclégica (Wicklow, D. T., et al 1987).

FACTORES ABIOTICOS EN LA PRODUCCION DE AFLATOXINAS
Algunos de los factores abidticos que participan en la propagacién de
esporas de diversos hongos principalmente A. flavus y A. parasiticus son:
1.- Transporte de esporas por accion mecanica del viento y de insectos
En este ultimo caso, la propagacion de esporas se puede realizar
gracias a que se adhieren al insecto y se depositan en otros lugares, y
cuando el animal provoca heridas a la planta favoreciendo el proceso de
infeccion (Mcmillian W. W., 1986).
2.- Distribucion geografica de los esclerocios.- Se ha estudiado la
germinacion de A. flavus a partir de esclerocios enterrados en suelo arenoso
a 10 y 12 cm por 36 meses; y se demostrd que dichas estructuras
permanecian viables hasta por tres anos, aungue el namero de ellos varia

de acuerdo a la cepa y localidad geogréafica (Wicklow D. T., ef al 1993).
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Aungue varios factores en el campo pueden contribuir a las altas
concentraciones de aflatoxinas, el estrés por agua parece ser el factor que
mayormente incide sobre la produccion de estos metabolitos (Payne G. A,
et al 1985;1986).

3.- Tratamiento de la tierra para cultivares.- Se tiene informacion que la
contaminacién microbiana de ciertos cuitivos como el maiz, se inicia en
precosecha. Esto es debido a que desde la preparacion de 1a tierra se tiene
la presencia de esclerocios que se instalan (primer inoculo) en el suelo y en
la planta, en donde comienzan su ciclo reproductivo. A pesar de los cambios
bruscos de temperatura y de pH, las formas viables de los hongos
principalmente A. flavus no se alteran en tales situaciones, por lo que estos
puede danar la planta entera y posteriormente a el grano (Mc Gee D. C., et
al 1996).

La época de sequia, las altas temperaturas, etc., pueden ocasionar el
establecimiento de diversos microorganismos que proliferen y algunos tienen
la capacidad de sintetizar metabolitos toxicos, por ejemplo Aspergillus sp,
Fusarium sp, Penicillum sp, entre otros (Sisson P. F., 1986; Hussein A. M.,
1986). Existen algunos factores fisicos de defensa por parte de la planta que
pudieran hacer mas dificil la entrada del hongo, entre estas tenemos: a)
grosor del pericardio que no es facilmente penetrable, b) factores quimicos

en los esterigmas y c) cubierta de las bracteas.
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La tierra en donde se siembra el maiz, juega un papel muy importante
sobre la presencia de ciertos microorganismos que darfian |os productos
agricolas. Se debe preparar el suelo con |a finalidad de tener condiciones
ideales para la siembra y germinacion, y realizar una cosecha de alta
calidad. Los expertos indican que algunas de las practicas anteriores
pueden ser eliminadas o aplicarse con menor frecuencia e intensidad (Jones
R. K., 1986).

Antes del establecimiento de cultivos, la practica de rotacion del suelo
permite la disgregacion del mismo, de tal forma que no presente obstaculos
para el mejoramiento de siembras y permiten la exposicion a la interperie de
semillas y raices de la maleza. También se logre la eliminacion o
disminucion de algunas plagas del suelo, ciertos hongos, bacterias,
artrépodos y parasitos, los que mueren al quedar expuestos al sol, al aire y a

otros factores climatolégicos (Hughes H. D., 1970).

Los tipos de labranza se clasifican en:

A).- Labranza primaria, esta subdividida en: labranza tradicional, en
la cual se trabaja todo el terreno por medio de arados de vertedera o discos,
cinceles y rastras, que remueven la totalidad de la superficie del suelo. Otro
subgrupo es la labranza en franjas, que puede ser en franjas anchas o bien

en franjas angostas; la primera se trabaja de 20 a 30 cm de superficie,
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dejando la mayoria del residuo de la cosecha anterior. Posteriormente se

puede cultivar para dar origen a nuevos surcos. En lo que respecta a la
labranza angosta se trabaja solamente de 5 a 10 surcos. Algunos nombres
comunes para denominar este sistema son: no labranza, cero labranza y
siembra en hendiduras (Jones R .K., 1986).

B).- Labranza en conservacién. Existen cinco modalidades que son:
no labranza, labranza reducida, labranza-acolchado, labranza en surcos y
labranza en franjas. El factor que ha dado a la utilizacién de tal practica de
cultivo es el potencial para la reduccion de costos, sin que con ello exista
una merma significativa en el rendimiento. Esto se vuelve indispensable ante
el peligro de erosion del suelo provocada por vientos o agua; ademas
reduce la pérdida de la humedad en el suelo, hay menor desgaste de la
maquinaria, menor combustible y menor compactacion de la tierra (Jones R.,
1986; Hughes H. D., 1970).

La agricultura es una actividad socioecondmica que se efectia en
nuestro pais en gran proporcién, misma que ha disminuido en los ultimos
afos, debido a los altos costos y bajos rendimientos de produccion.
Ademas, si se agrega la elevada presencia de plagas provocadas por
diversos organismos entre ellos hongos y bacterias, que ocasionan la
pérdida parcial o total de la cosecha, asi como la baja disponibilidad de agua
con que cuentan varios estados de la Republica Mexicana, se tiene como

consecuencia una reduccion en la productividad economica de {a poblacion.

17



Antecedentes

Debido a las ventajas que proporciona la labranza en conservacion es
importante determinar y comparar esta practica con la convencional con
respecto a la contaminacion con Aspergilius sp. y sus toxinas. Asi como
buscar algunas estructuras flngicas que participan activamente en la
patogenesidad del hongo (esclerocios).

La variabilidad espacial de diversas poblaciones fungicas en el
campo, pueden actuar como controladores bioloégicos del hongo (Line J. F.,
1995; Gourama H., 1995; 1997), por ello que deseamos estudiar la posibie
relacion que existe entre las especies de hongos presentes en el maiz y
suefo, en dos sistemas de labranza diferentes. Ademas, se pretende
determinar el efecto de esos procedimientos de labranza sobre la

contaminacion por Asperillus sp. y sus aflatoxinas (Taylor J. W., et al 1995).
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HIPOTESIS

El método de labranza de conservacion y labranza convencional,
influye en la flora fungica presente y en la contaminacion de los cultivos de
maijz con A. flavus y A. parasiticus, asi como en la producciéon de sus

aflatoxinas.
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Objetivo

OBJETIVO

Determinar la influencia de los procesos del tratado de la tierra

(labranza en conservacion y labranza convencional), utilizada para el cultivo

del maiz sobre |a presencia de diversos géneros fingicos y de aflatoxinas.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas de referencia:

En el presente trabajo se utilizaron las siguientes cepas de referencia
para la determinacion de aflatoxinas: A. flavus NRRC 1059, 1299 y A.
parasiticus NRRC Su-1 y 148, mismas que fueron conservadas en agar
papa dextrosa (PDA, DIFCO) en refrigeracion, efectiandose resiembras
cada 6 meses.

Muestras de maiz:

Para este ensayo se utilizd un plantio de maiz crecido en el Campo
Experimental General Teran, del municipio de Gral. Teran, N.L.; sembrado
en diferentes épocas del afio (Tabla 2).

Tabla 2.- Hibridos de maiz utilizados en labranza de conservacién y

tradicional en General Teran, N.L. 1997.

Fecha de | Hibridos
Siembra
18-24 Marzo de 1997 Blanco Hualahuises

H-433
H-422
H-435

Nuevo Ledn VS-II

18-20 Agosto de 1997 | HV-1
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El criterios de seleccion de muestras que se utilizd fue: el manejo
agronémico (labranza de conservacion y tradicional). Se realizaron tres
muestreos, de los cuales el primero fue aleatorio y los dos restantes fueron
sistematicos, con la finalidad de determinar la densidad poblacional de

esclerocios del género Aspergillus.

DETERMINACION DE LA FLORA FUNGICA EN GRANOS DE MAiZ POR
MEDIO DE LA TECNICA DE DILUCION Y VACIADO EN PLACA:

Se colocaron 10 g de maiz en matraces Erlenmeyer de 150 mL y se
agregaron 90 mL de solucion safina al 0.85% estéril {dilucion 107), se agitd
manualmente por espacio de 30 seg. Después se hicieron diluciones
decimales hasta 10°, De estas diluciones se tomaron 200 pL y se colocaron
en cajas petri, y se vacido medio de cultivo fundido (PDA), se dejo solidificar
a temperatura ambiente. Por ultimo, las placas fueron incubadas a 20-25 °C
por 3 a 4 dias. Posteriormente se identificaron las colonias aisladas: las
cepas de Asperygilius flavus y A. parasiticus se guardaron para determinar la

produccion de aflatoxinas.

DENSIDAD Y SOBREVIVENCIA DE ESCLEROCIOS DE A. flavus:
a).- Cuantificacion.
Con ayuda de una barrena se tomaron muestras de suelo a una

profundidad de 0-10 y de 11-20 cm. y se colocaron en frascos de vidrio
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estériles. En el laboratorio se tomé 1 g de tierra y se adicionaron 9 mL de
solucion salina esteéril al 0.85%. Se agité por espacio de 30 seg. con ayuda
de un agitador mecanico. La suspensién se pasd por tamices de malla 100 y
con ayuda de un microscopio de diseccién se contaron los esclerocios
preserntes.
b).- Determinacién de la viabilidad:

Los esclerocios sa lavaron con hipoclorito de sodio al 1% por 5 min.,
posteriormente con una solucién salina al 0.85% estéril a temperatura
ambiente, por ultimo, se colocaron en PDA y se incubaron por 7 dias a 28-

30 °C. Se determind la presencia de A. flavus por su marfologia colonial.

TIPIFICACION DE LAS COLONIAS OBTENIDAS DE ESCLEROCIOS Y
DEL MAIZ:

Después de terminado el periodo de incubacion, se procedid a la
tipificacidon de la colonia; para esto se tomod en cuenta: color, produccion de
pigmento en el micelio basal, crecimiento, borde, textura, zonacidn, olor y
diametro de la colonia. El diagndstico presuntivo fue confirmado con la
visualizacion de la colonia al microscopio. Este Ultimo se realizd como sigue:
con ayuda de un trozo de cinta Scotch se tomé una porcion del centro y de
la periferia de la colonia. Este se colocd en un portacbjetos con una gota
de azul algodon de lactofenol. La colonia se examind bajo el microscopio

optico
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para observar las estructuras de reproduccién del hongo llegando a
identificar y clasificar el género. Para las cepas pertenecientes al género
Fusarium se empled el sofware “Fuskey” que nos permitid identificar hasta

especie (Booth P., 1979).

PURIFICACION DE LAS CEPAS DE Aspergillus:

Para la identificacion presuntiva de Aspergilfus sp, se tomé una
porcion de la colonia y se colocd en un tubo de ensaye de 13X100 mm, con
1.9 mL de solucién salina al 0.85% estéril (dilucion 10™"). Se agregé al tubo
0.1 mL de acido tartdrico al 10% para eliminar la flora bacteriana
acompanante. Se efectuaron diluciones decimales hasta 10°. De esta dltima
se tomaron 100 uL y se colocaron en una caja Petri. Posteriormente, se
agreg6é PDA fundido a una temperatura de 45-50 °C. Después de solidificar,
las placas se incubaron por 7-10 dias a un temperatura de 20-25 °C. Las
cepas obtenidas se volvieron a tipificar hasta especie, se guardaron en
tubos de ensayo con agar papa dextrosa y se realizaron resiembras cada 6

meses para conservar la viabilidad de las cepas.
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DETERMINACION DE AFLATOXINAS

Se realizd mediante HPLC, siguiendo ia metodologia propuesta por la
AOAC: (Scott P.M., 1995).

a).- Curva de calibracion para la determinacion de aflatoxinas:

A partir de una mezcla de aflatoxinas cuyas concentraciones son las
siguientes: 5, 1.5, 5, y 1.5 pg/mL de AFB1, AFB2, AFGt1 y AFG:
respectivamente, se tomaron con una microjeringa de 50 L la cantidad de
27, 18, 9, 6 y 3 uL, colocandose en un tubo ependorf de 1 mL. Después se
agrego solucién derivatizante y se introdujo en el cromatdgrafo de liquidos,
para realizar la cuantificacion de aflatoxina presente en el estandar. Se
realizo por triplicado para someter nuestros resultados a un andlisis
estadistico.

b).- Extraccion de aflatoxinas a partir de muestras de maiz:

Se tomaron 50 g de maiz y se colocaron en 100 mL de soivente de
extraccion (acetonitrilo-agua, 9:1). Se mezclé en licuadora por 2 min. y
posteriormente se dejé en reposo 1 h en oscuridad y con agitacion manual
cada 10 min. Después se tomé un alicuota de 10 mL y se pasd por un filtro
hecho a base de algoddn estéril. El extracto obtenido se filtré en membranas
de poro de 0.45 pm (Millipore). Del filtrado se tomaron 5 mL y se hicieron
pasar por una columna limpiadora y concentradora de fase reversa que
contenia carbono 18. La columna fué activada con 2 mL de metanol y 2 mL

de agua con una presion de 5 Psi.
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¢).- Extraccion de aflatoxinas a partir de cultivos:

Las cepas tipificadas como A. flavus y A. parasificus, se sembraron en
5 mL de medio de cultivo hecho a base de sales inorganicas (Cotty H.,
1996), con la finalidad de inducir la biosintesis de aflatoxinas. Los cuitivos
estaticos se incubaron 4 dias a 28 °C y en oscuridad. Para la extraccion de
aflatoxinas, se agrego 2 mL de solvente de extraccion, se agitd y se dej6 en
reposo por espacio de 1 h en la oscuridad. El procedimiento posterior fue el
mismo que el especificado en el inciso b.

d).- Cuantificacion de la aflatoxinas en CLAR:

Del extracto obtenido de la columna limpiadora se tomaron 200 pL y
se pasaron a un tubo de ensayo con 700 pL de solucion derivatizante (ac.
trifloroacético:ac. acético glacial:agua, 10:5:35), se calenté en un bario a 65
°C por espacio de 10 min. Después se tomaron 20 uL y se inyectaron en el
cromatografo (para cuantificar la cantidad de aflatoxinas Br, G1, B2 y Gz
presentes en las muestras (Sott P.M., 1995). Los tiempos de retencion de
cada toxina son de 3, 5, 8 y 14 min., con una fase mdvil (agua, metanol y
acetonitrilo, 400, 100,100 mL).

Las determinaciones se realizaron en un cromatografo de liguidos
Shimadzu, Rf-10AXL, con un detector de fluorescencia Shimadzu LC-
10ADVP, y una columna (Waters) de fase reversa rellena de Cy; Nova-

Pack 3.9X150 mm.
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Malterial y méiodos

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS:

Se realizaron varios métodos estadisticos para evaluar de una forma
global todos nuestros resultados. Dentro de las metodologias, tenemos un
ANOVA de una sola via; ademas se realizd una regresion multifactorial,
para inferir acerca de los efectos que pudieran tener los procedimientos de
labranza sobre la flora fangica, nimero mas probable de esporas por gramo
de muestra, asi como la presencia de cuatro aflatoxinas tanto en maiz como
en cepas aisladas del mismo. También se realizaron patrones de densidad
microbiologica o densidad poblacional, haciendo énfasis en la determinacion
de esclerocios en tierra tomada a diferentes profundidades del suelo y la
distribucion espacial de las aftatoxinas producidas por A. flavus y A.

parasiticus.



Resultados

RESULTADOS

En el presente trabajo se procesaron 208 muestras de maiz
obtenidas en tres periodos diferentes que corresponden a primavera 1997,
Otono 1997 e Invierno 1998. De estos se obtuvieron diversas especies de
los géneros Aspergillus, Penicillum, Fusarnium y otros de menor interés, ya
que no estan asociados con la produccion de micotoxinas (Tabla 3). Con fa
finalidad de aislar cepas toxigénicas localizadas fuera del maiz y dentro del
mismo, se siguieron dos procedimientos, que fueron diluciones directas
para obtener en nimero mas probable de esporas (Tratamiento No. 1) y
muestras de maiz lavadas con hipoclorito de sodio al 5% (Tratamiento No.
2).

En lo que respecta a los generos tipificados en el tratamiento No. 1,
todas las muestras presentaron al menos un género fingico, ya que en
algunas se observd el crecimiento de hasta 3 cepas diferentes. Esto mismo
se presentd en las muestras con el tratamiento No. 2, solo que en esta
ocasion se tuvieron al menos 61 muestras negativas para hongos. Fusarnum
sp. fue el género que en mayor proporcion se encontrd en todas las
muestras tanto del tratamiento 1 como del tratamiento 2, le siguieron los
géneras Penicillum, Aspergillus y por ultimo otras cepas cuya incidencia fue

poca comparadas con los generos antes mencionados (Tabla No. 3).
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Tabla 3.- Presencia de hongos en 208 muestras tratadas bajo dos

procedimientos de aislamiento

Numero de muestras con aislados
Género Tratamiento No. 1° | Tratamiento No. 2°
Aspergillus sp 94 61
Penicililum sp 90 73
Fusarium sp 105 84
Otros géneros 39 21
Muestras negativas 0 61

2 Cepas aisladas por medio de diluciones decimales
b Cepas aisladas a partir de granos lavados con hipociorito de sodio al 5%

Fusarium moniliforme, F. oxysporum asi como F. solanii fueron las
cepas con mayor presencia tanto en el tratamiento No. 1 como en el
Tratamiento No. 2. Para el caso del género Aspergillus, se identificd A. niger
y A. terreus en igual proporcién en ambos tratamientos. Sin embargo, A.
flavus se presentd en mayor numero en muestras del tratamiento No. 1. Por
otro lado, fructificaron en menor proporcion aquellas cepas denominadas
contaminantes comunes del ambiente, que son los hongos demateaceos
(Altemaria sp., Helmintosporum sp., Nigrospora sp., entre otros), mucorales
Mucor sp., Syncephalastum sp., etc.)

(Rhizopus  sp., algunos

Deuteromicetos (Geotrichum sp.) y micelio esteéril.
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Se observé una ligera reduccion en el nimero de especies del género

Penicilium y Aspergillus sp., solo para el caso de cepas de Fusanium sp., la
presencia del mismo permanecido muy semejante (Tabla No. 4).
Tabla 4.- Cepas presentes en muestras de maiz aisladas por dos

tratamientos diferentes

Cepa Tratamiento No. 1* | Tratamiento No. 2°
Fusarium oxysporum 37 30
F. moniliforme 44 52
F. solanii 25 15
F. avenaceus 5 0
F. sambicinum 3 1
F. graminearum 2 1
F. xylaroides & 2
TOTAL 123 101
Aspergillus niger 16 15
A. terreus 58 17
A. candidus 6 2
A. aureolus 4 0
A. tamarii 4 0
A. flavus 7 34
A. parasiticus 3 0
A. versicolor 1 0
TOTAL 99 68
Penicillum oxalicum 43 36
P. islandicus 26 21
P. lassenii 13 13
Penicillum sp. 6 6
TOTAL 88 79
Mucor sp 27 7
Getrichum sp 6 0
Syncephalastrum sp 5 3
Rhizopus sp. 10 8
Alternana sp. 2 4
Nigrospora sp. 15 0
Helmintosporum sp 0 1
Micelio estéril 0 2
TOTAL 65 34

TOTAL 375 270

4 Cepas aisiadas por medio de diluciones decimales
b Cepas aisladas a partir de granos lavados con hipoclorito de sodio al 5%
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Kesultados

En cuanto al numero mas probable de esporas, se tuvo una amplia
diversidad en cuanto a los conidios presentes en el maiz que fue
muestreado en la primera ocasion, ya que en la mayoria de las muestras se
encontraron entre 10 y 600 esporas/g de maiz. Conforme al paso del tiempo
se registré una elevada cuenta de microorganismos, ya que en el segundo y

tercer periodo, se presentaron valores hasta de 5000 esporas/g de muestra.

Tabla 5.- Nimero mas probable de esporas/ig de muestra de maiz en

tres diferentes muestreos y en dos tipos de labranza

1er. Muestreo 2do Muestreo 3er. Muestreo | TOTAL
Conv.* | Cons” | Conv.® | Cons” | Conv? | Cons’

0-99 12 12 2 1 0 0 27
100-199 9 11 5 3 0 0 28
200-299 7 3 4 3 0 1 18
300-399 5 2 1 3 0 0 11
400-499 3 3 1] 0 0 0 6
500-599 2 4 2 0 0 0 8
600-699 0 0 0 0 0 0 0
700-799 2 0 0 0 0 0 2
800-899 0 0 0 0 0 0 0
900-999 1 0 0 0 0 0 1
1000- x 10 10 20 35 12 11 98
TOTAL | 45 34 45 12 12 199

a Labranza convencional
b Labranza en conservacion
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En cuanto a la obtencidon de cepas de acuerdo al tipo de labranza,
tenemos que Aspergillus sp. se encontré en el primer ciclo agricola con
mayor incidencia, tanto en las muestras de maiz cultivado en labranza
convencional como en labranza de conservacion (Fig. 1). En segundo lugar,
se aislaron cepas de Fusarium sp., después el género Penicillum sp y por
ultimo otras cepas de poco interés como los correspondientes a mucorales,
entre los que destacan el género Mucor sp. y Syncephalastrum sp. En el
segundo ciclo agricola, el género Penicillum Sp, se presentdé en mayor
proporcion con respecto a Fusarium sp y Aspergillus sp. (Fig. 2). Dentro de
este Ultimo género, se identificaron cepas como A. flavus y A. terreus que
son responsables de la produccién de aflatoxinas y otras toxinas. También
se identificaron cepas de F. moniliforme.

Por ultimo, en el tercer periodo se identificaron algunas especies de
Fusanium, como F. oxisporum y F. moniliforme en ambos tipos de labranza.
No se encontraron cepas correspondientes al género Aspergillus en la
labranza en conservacién, solo en labranza convencional. Ademas, en
ambos tipos de labranza se presentaron con menor frecuencia los hongos
correspondientes a los mucorales en ambos tipos de manejo del suelo (Fig.

3).
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Fig. 1.- Determinacién de la flora fiingica presente en muestras de maiz

No. de muestras

con dos tipo de labranza en el periodo de primavera de

1997

Tipos de labranza

W Aspergillus sp. B Fusarium sp. B Penicillum sp. O Otros géneros
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Fig. 2.- Determinacién de flora fiingica a partir de maiz cultivado por

medio de labranza en conservacion y convencional en el

periodo de Otofio de 1997.

No. de Muestra

conv. cons,

B Aspergillus sp B Fusarium sp. B Penicillum sp. B Ofros géneros
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Fig. 3.- Determinacién de flora fiingica en muestras de maiz por medio
de labranza en conservacién y convencional en el periodo de

Invierno de 1997

No. de Muestra

o
/|
L
b
B
4

Tipo de Labranza

B Aspergillus sp B Fusarium sp. B Penicillum sp. B Otros géneros
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Fig. 4.- Flora fungica en muestras de maiz por medio de labranza en
conservacion y convencional en tres periodos de muestreo

diferente {Verano, Otoiio e Inviemno de 1997).
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Resultados

Para la determinacion de esclerocios presentes en muestras de

suelo, éste fue muestreado a partir del 1 de enero de 1997 (muestra No. 1) y
después se tomaron mensualmente 100 g tierra para después ser analizada,
a la vez fueron analizados datos correspondientes al estado del tiempo
como lo es la temperatura ambiental y humedad relativa del ambiente (tabla

8). La Gltima toma de muestra fue en Abril de 1998.

Tabla 6.- Muestras tomadas en diferentes periodos de tiempo

No. de Mes Temperatura
muestra ambiental (°C)

1 Noviembre 1996 14.9
2 Diciembre 13.2
3 Enero de 1997 7.4

4 Febrero 11.4
5 Marzo 14.8
6 Abril 18.3
0 Mayo 18.7
8 Junio 23.8
9 Julio 24.6
10 Agosto 233
11 Septiembre 203
12 Octubre 15.5
13 Noviembre 17.5
14 Diciembre 9.8

15 Enero 1998 13.2
16 Febrero 9.4

17 Marzo 14.5
18 Abril 22.6
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En lo que respecta a la determinacidn de la densidad poblacional de
los esclerocios, se encontro que este no se encuentra distribuido
uniformemente en las muestras de suelo con labranza convencional a una
profundidad de 10 cm (Fig. 5). Se demostré que existen regiones donde el
numero de estas estructuras es mayor que ofras.

Con respecto a los esclerocios aislados de suelo con labranza en
conservacion (Fig. 6), se observé que éstas estructuras se encontraban en
una regidon muy especifica del suelo y en menor numero con respecto al
suelo con fabranza convencional.

£n las muestras de suelo con labranza convencional a una
profundidad de 20 cm (Fig. 7), se obtuvo menor numero de esclerocios
distribuidos en regiones muy especificas del suelo. Existen otras
localidades en las que no se aislaron ninguna de las estructuras anteriores.
En la labranza en conservacion a la misma profundidad (Fig. 8), los
esclerocios se encontraron dispersos en toda el area de siembra de forma
heterogénea, aungue la cantidad de los mismos es mayor a los encontrados
en las condiciones anteriores.

También se determiné ia cantidad de esclerocios presentes en la
tierra utilizada para el crecimiento del maiz en 18 muestreos en diferentes
periodos de tiempo, mismos que anteriormente mencionamos la forma de

distribucidén que tiene a diferentes profundidades de |a tierra. En forma muy
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general, se contaron desde 10 a 120 esclerocios/g de suelo, solo que se

presentaron muestras en las cuales no se encontraron estas estructuras.
Ademas como se muestra en la tabla 7, al inicio del muestreo de suelo se
contaron mayor cantidad de esclerocios y conforme al paso del tiempo la
cantidad de estas estructuras es menor. Este aumento se presentd en

ambos tipos de labranza y profundidades de |la muestra.



Resuliados
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Fig. 6.- Determinacion de esclerocios a 10 cm de profundidad
en suelo con labranza en conservacion
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Fig. 7.- Determinacion de esclerocios a 20 cm de
profundldad de suelo en labranza convencional
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en suelo con labranza en conservacion
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Resultados

Se demostré que existe diferencia significativa entre el numero de
ellos, ya que hay menor cantidad en la tierra labrada en forma convencional
contabilizandose 694 y 585 esclerocios en total, para las profundidades de
10 y 20 cm respectivamente, en cambio en las muestras con labranza
convencionai se contaron 905 y 676 esclerocios a una profundidad de 10 y

20 cm respectivamente.

Tabla 7.- Namero de esclerocios/g en dos diferentes profundidades de

suelo tratado con labranza convencional y en conservacion

No. de Conservacion | Convencional
muestra
10em| 20cm [ 10cm | 20 cm

1 95 97 113 116
2 115 74 79 56
3 80 73 65 54
4 77 104 73 59
5 109 75 52 55
6 100 66 94 104
7 99 63 60 67
8 13 0 26 0
9 18 16 4 2
10 10 3 13 7
11 11 15 0 7
12 13 6 12 7
13 60 27 50 36
14 18 10 6 9
15 4 11 8 8
16 14 22 11 4
17 11 14 0 0
18 57 0 28 0

Total 905 676 694 585




Resullados

Del total de los esclerocios enumerados se procedid a determinar la
viabilidad y se identificaron en mayor proporcion especies que corresponden
al género Aspergiillus. Las especies con mayor incidencia fueron: A terreus,
A. flavus, A. carbonarius, A. aureolus, entre ofras. Ademas se mostrd gran
cantidad de esclerocios de Penicillum, sin embargo también crecieron

hongos que no poseen la capacidad de formar esclerocios.

Tabla 8.- Identificacion de cepas aisladas a partir de esclerocios de

muestras de suelo en diferentes épocas del aiio

Especie fungica Profundidad del suelo
10 cm 20 cm
Aspergillus terreus 40 32
A. aureolus 10 9
A. tamarii 1 1
A. niger 31 32
A. flavus 20 7
A. ochraceus 1 1
A. niger 9 2
A. carbonanus 20 15
A. glaucus 1 4
A. candidus 4 5
A. arenanus 5 2
Penicillum sp. 36 22
Stachibolrys sp. 2
Hongos Demateaceos’ 8 4
Hongos Mucorales
(Rhizopus sp.) 2 1
otros Géneros * 15 10
Micelio esteril 6 1

" curvularia sp., Phoma sp., Nigrospora sp., Helmintosporum sp., Alternaria sp. y
Cladosporium sp.

? Fusarium sp., Scopulariopsis sp., Verticitum sp., Trichoderma sp., Epicoccum Sp. y
Geotrichum sp.
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El rango de porcentaje de viabilidad de esclerocios fluctud entre 75 y
10 %, aunque hubo algunas muestras en donde existia un 100% de

viabilidad. Sin embargo en otras el crecimiento fue nulo (Tabla 9).

Tabia 9.- Porcentaje de viabilidad de los esclerocios aislados de suelo

a dos profundidades diferentes en dos métodos de labranza

No. de L. Convencional L. Conservacion

muestr
a

10 cm 20 cm 10 cm 20 cm

1 14.2 17.2 16.8 134
2 39.2 48 209 25.7
3 30.8 29.6 13.7 11
4 15.1 16.9 7.8 9.6
5 48 8527 22.9 20
6 15.9 11.5 10 6.1
7 28.3 10.4 111 19.1
8 7.7 0 30.8 0
9 75 100 16.7 12.5
10 15.4 14.3 30 0
11 0 71.5 10 0
12 0 0 23.1 16.7
13 16 33 4.7 259
14 33.4 44 4 222 20
15 25 375 50 9.1
16 0 100 14.3 0
17 0 0 0 14.3
18 7.1 0 0 0
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Para ver el efecto que tiene la temperatura sobre el porcentaje de

viabilidad de los esclerocios tipificados, se tomaron lecturas de temperatura

ambiental, misma que no excedié de 24.5 °C (Tabla 10)

Tabla 10.- Porcentaje de viabiflidad de esclerocios y su relacién con la

temperatura ambiental media

No. de Tem. L. Convencional L. Conservacion
muestra | amb. (°C)
10 cm 20 cm 10 cm 20 cm

1 7.4 14.2 17.2 16.8 13.4
2 11.4 39.2 48 20.9 25.7
3 14.8 30.8 29.6 13.7 11
4 15.3 15.1 16.9 7.8 9.6
5 18.7 48 02.7 229 20
6 23.8 15.9 11.5 10 6.1
7 246 28.3 10.4 111 19.1
8 24.3 7.7 0 30.8 0
9 21.9 %5 100 16.7 12.5
10 20.3 154 143 30 0
11 15.5 0 71.5 10 0
12 9.8 0 0 23.1 16.7
13 13.2 16 33 4.7 25.9
14 9.4 334 44 4 22.2 20
15 12.3 25 37.5 50 9.1
16 14.5 0 100 14.3 0
17 17.4 0 0 0 14.3
18 22.6 7.1 0 0 0
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Comparando la profundidad en la cual se tomaron las muestras, el

comportamiento es muy semejante a 10 y 20 cm; ya que podemos apreciar
que cuando aumenta la temperatura ambiente se incrementa el porcentaje
de viabilidad de los escleorcios con valores hasta de 100%, aunque se
tuvieron registros en donde no existe crecimiento alguno de hongos (Fig. 9).

Para el caso de las muestras tomadas de suelo con labranza en
conservacion, en el primer muestreo se ve un incremento en la temperatura
y el porcentaje de viabilidad de los esclerocios. Conforme al paso del tiempo
y en las Ultimas muestras el aumento en la temperatura sigue, pero en el
caso de la sobrevivencia de los esclerocios se presenta un ligero descenso,
tanto en las muestras tomadas a 10 cm de profundidad como las tomadas a
20 cm. De forma muy general, todas las muestras tomadas durante Enero de
1997 a Marzo de 1998 tienen comportamientos muy similares ya que en
ambas profundidades se presenta una relacion proporcional entre la
temperatura y la viabilidad, solo que los valores encontrado son menores
para las muestras tomadas a 20 cm de profundidad, estando mas de cuatro
muestras con valores nulos de sobrevivencia en los hongos que originan
estructuras de resistencia. Ademas, en solo tres muestras se presentaron
valores menores al 50% de esclerocios viables, esto es a una profundidad

de 10 cm (Fig. 10).
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Ahora, comparando las muestras tomadas a una misma profundidad
pero en suelos con labranza convencional y en conservacion, son
directamente proporcionales los efectos de temperatura con respecto a la
sobrevivencia de los esclerocios. Se presentaron en el suelo con labranza
en conservacion porcentajes elevados de viabilidad de los esclerocios en el
presente trabajo, ademas en los ultimos muestreos, se observé que solo en
las muestras con labranza convencional disminuye significativamente (p<
0.05) el porcentaje de esclerocios fértiles. Por ultimo, en la labranza en
conservacion el porciento de viabilidad es elevado ya que va de 40 hasta un
70%. En cambio, en las muestras con labranza convencional, los valores
maximos se sobrevivencia son hasta de 30% (Fig. 11).

En el caso de los esclerocios tomados de suelo con labranza en
conservacion y convencional a una profundidad de 20 cm, &i porcentaje de
viabilidad fue relativamente pequeno para el caso de la muestras tomadas
del suelo con labranza en conservacion, ya que se tienen valores hasta de
un 20% como maximo. No sucedié lo mismo en la labranza convencional en
donde los valores fueron hasta de 100% en dos muestras, aunque se

tuvieron ejemplares con una viabilidad menor al 20% (Fig. 12).
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Fig. 9 Efecto de la temperatura sobre la viabilidad de esclerocios
10y 20 cm. de profundidad de suelo con
labranza convencional.
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Fig. 10 Efecto de la temperatura sobre la viabilidad
de esclerocios a 10 y 20 cm de profundidad de suelo
con labranza en conservacion
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Fig. 11 Efecto de la temperatura sobre la viabilidad
de esclerocios a 10 cm de profundidad de suelo
con labranza en conservacion y convencional
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Resulrados

Fig. 11 Efecto de la temperatura sobre la viabilidad
de esclerocios a 10 cm de profundidad de suelo
con labranza en conservacion y convencional
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Para |la determinacién de las aflatoxinas en granos de maiz con dos
diferentes técnicas de cultivo, primeramente se procedio a la realizacion de
la curva de calibracion para la mezcla de aflatoxinas cuya concentracion es
de 5 yg/mL para las aflatoxinas G1y B1; y 1.5 pg/mL para las aflatoxinas G2
y B2. Una vez terminada la inyeccidn del estandar al cromatografo se realizd
un analisis cualitativo de las aflatoxinas en base a los tiempos que son: 4 +
08,6 + 06,10 + 08y 12 + 0.6 min. de la aflatoxina G1, B1, G2 y B2
respectivamente. El analisis cuantitativo se efectué por medio de la medicién
de las éreas totales de los picos que originan estas toxinas. Los volumen
colocados para la realizacion de la curva de calibracion fueron de 27, 18, 9,
6 y 3 ul de estandar en un ml de fase movil, cuya concentracion de 135, 90,
45, 30 y 15 ng/mL para las aflatoxinas G1 y Bs; en el caso de las aflatoxinas
G2y B2 la concentracion fue de 40.5, 27, 13.5, 9 y 4.5 ng/mL.

Al cromatograma que se obtuvo (Fig. 13) se le dié la siguiente
interpretacion: en un tiempo de 15 min. se tienen 9 picos bien definidos con
tiempos de retencion de 1.133, 3.758, 4.925, 9.583, 10.917, 11.1, 12.217 y
14.075 min., solo aquellos tiempos de retencion de 1.133, 9.583, 10.917 y
11.1 min. son picos correspondientes a compuestos que constituyen la
solucién derivatizante (9.583, 10.917 y 11.1), esto es en base a
cromatogramas obtenidos previamente solo con la mezcla usada para la

derivatizacion de las aflatoxinas G1 y B1 (Fig. 14). El resto de los picos
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corresponden a cada una de las aflatoxinas que tienen el siguiente orden:

G1, B1, G2 y B2. Conforme aumenta el nimero de diluciones se disminuye la
concentracion de las aflatoxinas y por tanto la sefial medida en volts. Se
realizaron al menos tres repeticiones de la curva de calibracion para
obtener la cantidad minima detectable para cada aflatoxina, misma que fue
de 1.5 ng/mL (Fig. 15).

Para determinar la cantidad de aflatoxina en muestras de maiz, se
realizd un cromatograma con un extracto de maiz resistente al ataque de
hongos aflatoxigénicos (Fig. 16) y del medio de cultivo utilizado para el
crecimiento de las cepas toxigénicas obtenidas (Fig. 17). En estos
diagramas se puede comprobar que no existe interferencia de algun
compuesto pueda ser detectado a la longitud de onda utilizada para las

aflatoxinas.
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Volts
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Resuliados

Fig. 18 Curva de calibracion ddel estandar de AFB,
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Fig. 20 Curva de calibracion para la aflatoxina G,
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Fig. 21 Curva de calibracion del estandar de

aflatoxina 62
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Después, se procedio al analisis de los resultado para obtener la
curva de calibracion en forma lineal, de la cual se obtuvo que |la aflatoxina
B1, obedece a una ecuacién dada por Y= 2268.95X + 60722.34, con un
coeficiente de correlacion de 0.94 (Fig. 18). En base al resultado anterior se
tomé como valido tal diagrama para obtener posteriormente las
concentraciones en cada muestra de maiz.

En la Fig. 19 se muestra la grafica correspondiente a la concentracion
de la aflatoxina B2 en 5 diferentes diluciones, obteniéndose la siguiente
ecuacion: Y = 2855.76X - 11126.79, con un coeficiente de correlacion de
0.92. Para la aflatoxina G1, la ecuacion que origina la curva de calibracion
es: Y =2811.86 X + 45646.0, con un coeficiente de correlacion de 0.98 (Fig.
20). Por ultimo tenemos la curva de calibracion para |a aflatoxina G2, la cual
esta dada por la siguiente ecuacion: Y = 813.2 X + 19524.33 con coeficiente
de correlacion de 0.95 (Fig. 21).

Se cuantificaron AFBz y AFG2 en [a mayoria de las muestras
obtenidas en el primer muestreo de ambos tipos de labranza. En la labranza
convencional de 36 muestras procesadas, 32 tuvieron al menos un tipo de
toxina y ninguna presentd los cuatro tipos de micotoxinas a la vez. En el
caso de la AFB1 solo el 12.5% de las muestras la presentaron mientras que

en labranza en conservacion no se detecto.
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Fig. 13.- Cromatograma con una mezcla de aflatoxinas.

¢ \lab-al 1\queta\cabra\af27d, Channel A

[Retenhon Time

010

oo

606

004

002

000 _

1317

TR ae———
e - 200

_-lgss

3
AFG; 0
2 /\
8 \
AL f
\ — # \"/ s - -
S 10
Minutes

60

11 083

T T A

S 11567

FG;

—

AFB;

13.733

15

15.825

16.828



Resultados

Fig. 14.- Cromatograma de la solucién derivatizante.

Retention T|r|1e

thegr

E8g gy
St gt o
L19€r-
LOV'EL
[4 4 <R
= e
mnn.o—&
e
S/L6
e 2
o2
J -
6T £
£48 0
\
0
£eSE
cere
S49'C = G
e Mo
RO ———an EEQT
R
49€ L ﬁll{r’
—

010

0 o8

006

004
002

>0—~a

61



-0

Resultados

Fig. 15.- Cromatograma de la curva de calibracion.
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Resultados

Fig. 16.- Cromatograma de un extracto de maiz resistente al ataque por

hongos aflatoxigénicos.
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Fig. 17.- Cromatograma del medio de cultivo (A & M) utilizado para el

crecimiento de cepas aflatoxigénicas
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Resultados

El 90.5% de las muestras en labranza convencional presentaron
AFBz, en donde la cantidad minima detectable fue de 29 ppb, con maximo
de 348 ppb. Ademas cuatro muestras presentaron entre 106 y 156 ppb, el
resto permanecié por debajo de 70 ppb. En el caso de la aflatoxina G4, el
62.5% de la muestras no se detect6 dicha toxina y el valor minimo fue de 10
ppb con valores hasta de 69670 y 7062 ppb. El resto tuvo valores menores a
200 ppb. Por ultimo la AF G2, aproximadamente el 32% de las muestra no se

detecté y en el resto presentaron valores de 2 ppb con un maximo de 69

ppb.
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Resuliados

Para la labranza en conservacion, se procesaron el mismo numero de
muestras que para la labranza convencional; de las cuales 25 presentaron al
menos una de la cuatro micotoxinas; sin embargo, no se detectd AFB1. En
cambio el 92% de las muestras tenia al menos 29 ppb de AFB2, y en
algunas ocasiones se cuantificé hasta 66 ppb. Para el caso de la AFG1 solo
en dos muestras se presentd esta toxina y el 92% contenian AFG2 aflatoxina
en un rango de 0 - 65 ppb.

De forma muy general, en la labranza en conservacion se observd
una menor cantidad significativa de los niveles de las aflatoxina, ya que los
valores maximos no son mayores a 70 ppb. Ademas tanto en la AFG1 como
ia AFB1no se detectaron niveles de afiatoxinas. Por lltimo, las muestras de
maiz con labranza mostraron valores maximos hasta de 69670 ppb esto es
solo para una muestra, mientras que el resto tuvo valores menores a 200

ppb (Tabla 11).
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Tabla 11.- Concentracion (ppb) de aflatoxinas en maiz muestreado en

el primer periodo

Labranza convencional

Labranza en conservacion

No. | AFBt| AFB2 | AFG1 | AFG2 | AFBr | AFB2 | AFG1 | AFG:
1 0 39 0 33 0 38 0 39
2 0 69 0 99 0 47 0 65
3 3 0 14 0 0 38 2.22 24
4 0 0 21 0 0 0 0 31
5 0 0 0 22 0 0 0 26
6 0 29 0 2 0 45 0 0
7 0 30 14 6 0 39 0 8
8 0 29 0 14 0 34 0 0
9 0 134 0 0 0 30 0 49
104 B 32 0 42 0 29 0 11

11 0 30 28 47 0 29 1.34 23
121 0 31 0 31 0 29 0 29
13| 0 37 0 15 0 29 0 23
141 0 33 0 19 0 29 0 17
151 0 29 0 16 0 29 0 54
16| 0 58 0 13 0 29 0 13
171 O 29 61 16 0 29 0 13
18] 0 37 0 12 0 29 0 5
19| 0 30 0 4 0 29 0 11

200 O 166 | 69670 16 0 25 0 5

21 0 148 | 7062 2 0 29 0 31

22| 0 61 92 32 0 30 0 0

23 | 064 | 56 0 36 0 66 0 21

24| 0 69 10 69 0 53 0 36

25| 0 74 28 22 0 30 0 28

26| 0O 79 13 0

271 0 43 0 0

28| 0O 32 0 0

29| 0 33 194 0

30 | 60 31 56 0

31 0 348 0 0

32| 4 106 0 0
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En el segundo periodo tenemos que todas las muestras procesadas
presentaron al menos una aflatoxina. En el caso de la labranza convencional
no se cuantificé AFG2, teniendo un indice elevado de AFB2 en donde los
valores maximos fueron de 223 y 192 ppb. El resto de las muestras tienen
menos de 119 ppb y el minimo detectable fue de 29 ppb. La AFB1 el 19.5%
de la muestra fueron negativas el resto presentd valores que fluctian entre 3
y 70 ppb, aunque se tiene muestras que poseen hasta 1111 ppb.

Para las muestras con labranza en conservacion, la AFG: fue la que
se detectd en un numero menor de muestras, ya que solo 4 de ellas
presentaron esta toxina con valores entre 3 y 233 ppb. Con respecto a la
AFG1, ésta no se detectd en el 47% de las muestras, en tanto que en el
resto las concentraciones fueron menores de 8059 ppb. El 100% de las
muestras procesadas presentd AFB:z con valores entre 467.38 y 29.62 ppb,
sin dejar aun lado muestras que contenian hasta 1014, 1554 y 2396 ppb.
Por ultimo, tenemos la AFB1 se presentd en un 95% de las muestras con
valores muy variables que van desde 11 ppb hasta 483 ppb, nuevamente se
tiene cantidades de hasta 1271 y 5864 ppb. Comparada con el resto de las
muestras, aqui es en donde se tiene las concentraciones mas elevadas en
un gran numero de muestras provenientes de ambos tipos de labranza

(Tabla 12).
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Tabla 12.- Concentracién (ppb) de aflatoxinas en maiz muestreado en el

segundo periodo

Labranza convencional

Labranza en conservacion

No. | AFB1 | AFB2 | AFG1 | AFG2 | AFB:1 | AFB: | AFGr | AFG:
1 38 35 0 0 81 145 0 0
2 35 0 0 0 13 53 39 0
3 53 0 0 0 91 467 0 0
4 60 34 0 0 70 74 0 0
S 0 29 0 0 5 134 0 0
6 70 39 19 0 41 137 67 38
7 98 34 0 0 11 87 0 3
8 18 34 21 0 83 210 8059 233
9 74 31 85 0 173 30 72 0

10 31 48 0 0 42 1014 0 0
11 100 70 65 00 314 38 0 0
12 33 41 0 0 348 66 0 0
13 3 29 285 0 39 44 0 0
14 51. 29 17. 0 33 34 0 0
1§ 82 192 0 0 0 33 89 0
16 11 119 0 0 68 158 0 0
17 12 54 0 0 408 138 0 0
18 14 31 0 0 359 170 0 0
19 14 29 0 0 483 15654 0 0

20 33 29 0 0 6864 | 2396 868 0

21 11 30 0 0 129 360 116 0

22 11 29 0 0 1271 140 119 0

23 38 33 0 0 427 29 0 0

24 0 34 6 0 0 32 4 0

25 0 29 44 0 134 39 0 0

26 0 49 0 ¢ 120 29 0 0

27 0 87 0 0 57 29 56 233

28 0 47 0 0 0 56 180 52

29 0 37 0 0 21 206 4 0

30 16 223 0 0 127 157 94 0

31 44 38 0 4] 29 114 742 0

32 | 108 29 0 0 7 135 354 0

33 2 29 0 0 45 96 128 0

34 38 38 0 0 110 32 0

35 8 29 0 0 212 262 0 0
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El tercer muestreo, se caracterizé del resto porque existe un niémero

menor de muestras con al menos una toxina, ya que de 36 que se
procesaron solo en 19 se cuantificaron las aflatoxinas tanto en labranza
convencional como en conservacion, ademas los niveles de las micotoxinas
no sobrepasaron de 254 ppb con un valor minimo detectable de 0.92 ppb.

En el caso de la labranza convencional, todas las muestras fueron
negativas para la AFB1, mientas que para el caso de la AFBz solo una
muestras estuvo carente de ella, los valores encontrados estuvieron entre
29 y 51 ppb, cabe mencionar que no se presentaron niveles superiores 51
ppb. El 59.9% de las muestras contenia AFG1 con un rango de
concentracion entre 10 y 30 ppb, aunque se tuvo solo una muestra con
70.39 ppb. Para la AFG2 solo el 15% de las muestras fueron negativas, los
valores maximos obtenidos fueron de 323.56 y 102.3 ppb, pero la mayoria
de las muestras se encontraban en un rango de 19 a 91 ppb.

Para labranza en conservacion tanto la aflatoxina G1 como ia B1
fueron las que menor incidencia tuvieron las muestras procesadas con
valores de 40 y 86 ppb. La mayoria de los ejemplares tuvieron cantidades
considerables de AFB2 y AFG2. Para el primer caso, en el 78%
aproximadamente, la concentracidn en las muestras fue de 29 a 58 ppb y
solo en la segunda situacion se tuvieron 75 y 63 ppb; en la AFG+ al menos

en 17 muestras se determiné cantidades de esta toxina con valores entre
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0.97 y 57 ppb y los valores méaximo determinados fueron de 254, 251 y 197

ppb.

Tabla 13.- Concentracion (ppb) de aflatoxinas en maiz muestreado en

el tercer periodo

Labranza convencional

Labranza en conservacion

No. | AFB1 | AFB2 | AFG1 | AFG2 | AFB1 | AFBz2 | AFGr | AFG2
1 0 51 14 61 0 0 0 24
2 0 39 0 50 52 0 0 254
3 0 41 0 69 0 63 0 0
4 0 0 0 0 0 75 0 1
5 0 41 0 0 0 58 0 1
6 0 41 0 0 0 0 0 0
7 0 30 0 0 0 47 0 0
8 0 36 0 0 0 33 0 22
9 0 34 0 323 0 61 0 7
10 0 35 0 19 0 35 0 18
11 0 29 28 31 0 0 58 22
12 0 30 70 102 0 34 0 6
13 0 29 26 47 0 36 0 19

14 0 39 0 52 0 47 0 47
18 0 30 29 46 40 29 86 197
16 0 36 22 N 0 30 0 251
17 0 31 0 30 0 30 0 30
18 0 30 10 25 0 31 0 57
19 0 31 12 20 0 29 0 30

Se determind la distribucion de las aflatoxinas, para observar de

manera grafica como en un determinado momento los hongos toxigénicos

pueden invadir las plantas. La aflatoxina G1 en labranza convencional, no

presenté concentraciones detectables en las muestras procesadas; peroc

para el caso de esta misma toxina, en labranza en conservacion se observa
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como existen regiones bien localizadas que poseen valores elevados (Fig.

22).

Para la AFB: en labranza en conservacion, también existié una region
donde se encontré en mayor cantidad quedando el resto de las plantas
libres de aflatoxina hasta el momento del muestreo (Fig. 23). Sin embargo,
en el caso de la labranza convencional, la AFB:2 se encuentra muy dispersa
en todas las muestras por o que existe mayor probabilidad de que aumente
su concentracién una vez almacenado el grano, aun cuando los valores
determinados fueron relativamente pequenos; también podemos apreciar en
el mapa de distribucion como existen regiones en donde las muestras estan
exentas de aflatoxina (Fig. 24).

La AFB1 tiene la caracteristica de que conforme las muestras
tomadas estan mas orientadas hacia 1a parte Este del terreno, las
concentraciones son menores, tal fendmeno se percibe en ambos tipos de
labranza, a pesar de que en |a labranza en conservacion los niveles de
toxina detectados son mucho mayores comparados con los de labranza en
conservacion (Fig. 25 y 26).

Para finalizar tenemos la AFG2 con mapas de distribucion algo
diferentes, debido a que en las muestras con labranza en conservacion la
mayor parte de las muestras tomadas un poco al Este y al Norte del terreno,
poseen cantidades considerables de esta micotoxina (Fig. 27), mientras gue

en la labranza convencional, las concentraciones presentes en las muestra
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estan un poco dispersas, ya que hay mayor cantidad de toxina hacia el

Norte, misma que va disminuyendo a la altura de 15 m aproximadamente y

después de 8 m la concentracion se vuelve a incrementar (Fig. 28).
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Fig. 22 Distribucién de la aflatoxina G ; en maiz con

25

labranza en conservacion
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Resuliados

Fig. 23 Dustribucion de la aflatoxina B, en maiz con

labranza en conservacion
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Oeste (mts)

Fig. 24 Distribucion de la aflatoxina B, en maiz con

labranza en convencional
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g- 25 Distribucion de la aflacoxina B, en maiz con

labranza en conservacion.
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Oeste (mts)

Fig. 26 Distribucién de la aflatoxina B, en maiz con

labranza en convencional
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Oeste (mts)
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Fig. 27 Distribucion de la aflatoxina GZ en maiz con

labranza en conservacién
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Fig. 28 Distribucion de la aflatoxina G, en maiz con

labranza en convencional
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Para la identificacion de cepas productoras de micotoxinas,

primeramente se ensayo con cepas control de A. flavus y A. parasiticus, de
las cuales no se detectaron las cuatro toxinas a la vez ya que para el caso
de A. parasiticus se presentaron al menos 2 tipos de aflatoxina (tabla 14).

Los rangos de concentracidn van desde 92 -12 ppb.

Tabla 14.- Determinacién de la concentracién de aflatoxina (ppb/mg de
micelio), sintetizadas por las cepas de referencia A. flavus y

A. parasiticus

AFB1 | AFB:2 | AFG:1 | AFG2
A. parasiticus 92 22 - -
A. parasiticus 36 - = N
A. flavus 12 48
A. flavus - 45 % 43
A. parasiticus 73 - - 9

Se obtuvieron 84 cepas de los granos de maiz, de las cuales 20 no
produjeron ningun tipo de aflatoxina, mientras que 64 cepas produjeron al
menos un tipo de micotoxina, de estas, solo 4 correspondieron a A. flavus, el
resto correspondi® a A. parasiticus. En cuanto, a la cantidad sintetizada se
observé que la AFGi es la que se encuentra en mayor proporcion
comparada con el resto de las toxinas. Los valores maximos detectable
fueron de 880 ppb aungue se tuvieron algunas muestras que solo poseen 1
ppb. Para la AFB1, aproximadamente el 50% de las cepas la produjeron con

valores maximos de 594 y 880 ppb, el resto de las muestras presentaron
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concentraciones de menos de 32 ppb. Solo 7 cepas del total pudieron

sintetizar la AFGz con valores que van desde 17 hasta 289 ppb, aunque se
tiene una cepa con 880 ppb/mg de micelio. Por ultimo, tenemos la AFBz, la
cual aproximadamente el 80% de la cepas presentaron esta toxina con
concentraciones que van desde 1 hasta 15 ppb/ mg de micelio producido por

el hongo (Tabla 16).

En lo que respecta a las cepas aisladas de esclerocios, se tiene que
solo se aislaron 5, de las cuales en todas se presentd la AFG1; después la

sigue la AFB1, que solo en dos muestras se cuantifico, el resto de las toxina

no se presentaron (Tabla 15).

Tabla 15.- Concentracion de aflatoxinas (ppb/ mg de micelio) en cepas

de A. flavus y A. parasiticus aisladas de esclerocios

AFBr | AFB2 | AFG1 AFG:?

19 : -
238 - -
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Tabla 16.- Concentracién de las aflatoxinas (ppb/ mg de micelio) encontradas

en las diferentes cepas del A. flavus y A. parasiticus

No. |AFB1| AFB: | AFG1 |AFG | No. | AFBr | AFBz | AFG+ | AFG:
2
1 |110] 594 | - | 8 |33 59 : - -
2 - | 8 - - |34 1 - - :
3 3 | 8 2 | - |35 880 | 880 | 880 | 880
4 "R 7 | - [36 32 _ N _
5 8 | - - - |37 25 - : .
6 7 | 7 - - |38 15 - - -
7 6 | - - - |39 1 . - -
8 2=l g - - |40 1 - 197 | -
9 1 . - |3 4 75 . 17 .
1o/ {27 / 11 1 1|42 7 6 . .
113X |5 - - |43 253 | - - 1
12| T8 |- - - |44 4 2 . -
13 | 3 - | 2 ]45 21 - - 4
14 | 9 | 3 - | 3 |46 3 4 A 3
S onNsZ | - ~ |47 193 | - - _
16 | 15 | 1 ~ [ 1 |48 29 : : .
17 | 3 | - _ | 15 |49 3 - - -
18 | 19 - - [50 2 ] I 3
19 | 10| - | 18 | - [51 13 - . -
2OIRE(CHE : - |52 10 ) 13 -
21 | 8 | 1 - - |53 3 ; . 5
22 | 2 | - . - |54 21 - - -
28 | - | - — [ 2 [55 26 - > -
24 | 4 | - - - |56 5 - - -
25 | 1 | - . - [57 4 - : .
26 | 98 | - - - |58 6 , - »
27 | - | 15 | 289 | - |59 2 _ 13 ,
28 | 4 | 1 , - |60 38 - _ _
29 | 3 | - - - (61 28 1 : )
30 | 2 | - - |62 4 . 3 ;
31 | 43 | - - - |63 11 ; ; 3
32 | 2 | - - - |64 11 - ; :
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RESULTADO DEL ANALISIS ESTADISTICO.

El nimero de cepas obtenidas en cada uno de las diferentes técnicas
de aislamiento presentdé una diferencia estadistica (p< 0.5). Mediante una
comparacion de medias, se determino que existe una diferencia significativa
entre el nimero de cepas de Aspergillus sp. y de Fusanum sp; por lo que
puede influir en la presencia de las toxinas que ellas sintetizan. En cuanto a
la comparacion con otros géneros, no existe diferencia significativa.

Por medio de una analisis de varianza (ANOVA) de una sola via, se
obtuvo que el periodo en el cual se muestrec no tuvo ningan efecto sobre el
namero mas probable de esporas (p > 0.05). Tanto el tipo de labranza como
el periodo de muestreo influyd de forma significativa sobre la cantidad y tipo
de hongos identificado. Se obtuvo que el maiz proveniente con la labranza
convencional presenta un mayor nimero de hongos toxigénicos, que aquel
proveniente de la labranza en conservacion.

Los esclerocios enumerados a distintas profundidades del suelo
también van a tener una variacion estadisticamente significativa (p< 0.05),
ya que el numero de ellos va ha estar influenciado principalmente por los
profundidad a la que fue tomada {a muestras asi como del tipo de labranza
utilizada. Tales resultados también van a repercutir en la tipificacion de las
cepas que los sintetizan, ya que vemos, que conforme aumenta la
profundidad del suelo, el género Aspergillus se aisldé con menor frecuencia,

siendo nula la presencia de otros hongos como Penicillum sp.
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Resuitados
Para observar el efecto de la temperatura como factor determinante

en el porcentaje de viabilidad de los esclerocios, no se presentd diferencia
estadistica (p< 0.05) alguna, ya que solo la diferencia esta dada por el tipo
de labranza asi como de la profundidad a la cual se tomé la muestras. Por
tanto dicha diferencia también afecta la frecuencia de aislamiento del género
Aspergillus.

Para finalizar, la determinacién de la concentracion de aflatoxinas
presentes en maiz, estuvieron afectadas por el tipo de labranza asi como
por el periodo en el cual fue tomada la muestras (p < 0.05). Presentando
menor concentracion de aflatoxinas en el maiz cuyo método de cultivo fue el

de labranza en conservacion.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a reportes
anteriores, puesto que en diversas investigaciones realizadas se encuentran los
géneros Aspergillus, Penicillum y Fusanum como los principales contaminantes
de algunos granos de interés comercial y del medio ambiente (Machorra V., ef.
al 1992), por lo que son considerados como hongos de alto riesgo, ya que a
parte de ser buenos productores de toxinas, en algunas ocasiones se han
asociado con cuadros alérgicos severos (Rippon J., 1996 ).

Las cepas de Fusarium sp. y Aspergililus sp., se presentaron en
diferentes proporciones en los tres muestreos, ya que en el primero tuvimos
mayor cantidad de cepas correspondientes al genero Aspergillus y en menor
proporcion especies de Fusarium, en el resto de los muestreos se disminuyd
considerablemente el nimero de cepas de Aspergillus y aumentd |la cantidad de
cepas de Fusanum. Dichos resultado concuerdan con los ya reportados para el
aislamiento de estos hongos pero en sustratos diferentes al maiz (Songa. W.,
1996; Danielsen S., 1996). Hay reportes en donde Asperygillus sp. puede estar
parasitado con cepas de Penicillum sp., ya que cuando se establecen cepas de
A. niger 6 A. flavus en un determinado sustrato se pueden contaminar con
especies de Penicillum, sin que se puedan separar ambas (Rapell T.H., 1974).
Estos dos fenémenos no se observaron en este trabajo.

En cuanto a las cepas correspondientes a los Mucorales no es un
problema a considerar, ya que se ha reportado que no afectan de manera
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considerable los cultivos de maiz, con la formacién de toxinas; el riesgo es para
el agricultor, puesto que si él posee un estado inmunolégico deficiente, por
inhalacion de las esporas producidas se origina severos cuadros clinicos
fulminantes (Bonifaz A., 1995).

Cada una de los géneros aislados presentaron una especie con mayor
incidencia, tal fue el caso de Fusanum sp., del cual, la de mayor frecuencia fue
F. moniliforme, en ambos tipos de tratamiento, y seguido de F. oxysporum.
Ambas cepas se relacionaron con la produccion de fumonisinas presentes en
diversas variedades de maiz y otros productos vegetales (Jiménez M., 1996).
Ademas, se ha reportado que se pueden encontrar tanto aflatoxinas como
fumonisinas en un mismo tipo de muestra (Siame B. A., 1998). En cambio, en el
género Aspergillus se identificaron en su mayoria cepas correspondientes al
grupo Flavi, dentro de los cuales destaco A. ferreus, A. flavus y A. parasiticus,
cabe mencionar que la primera solo se ha asociado con la produccion de
toxinas como el acido kgjico, que aunque no se comprobaron sus dosis toxicas,
en algunos reportes es considerado como un compuesto de leve toxicidad
(Bothast R. J., 1974; Goto T., 1996). Del género Penicillum se logrd identificar
cepas correspondientes a las especies P. islandicum, P. lasenii y P. oxalicum,
que tienen la capacidad de sintetizar toxinas como la citrina y patulina.
(Ramirez C., 1982). El resto de las cepas encontradas correspondieron a los

géneros Mucor sp., Altemania sp., Nigrospora sp. y Helminotosporum sp. Se ha
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determinado que estas se encueniran distribuidas en el medio ambiente, y por
tanto se aislan con facilidad (Trenk H.L., 1970).

Actualmente no existe una metodologia que nos indique como determinar
con precision el numero de esporas por g de muestra, ya que en trabajo cuyos
objetivo fue dar un namero real, solo nos proporcionaban valores aproximados.
Sin embargo, esto datos nos pudieran dar una idea sobre el grado de
contaminacidon de un alimento, ya que lo relevante de los hongos productores
de toxinas, es precisamente su capacidad para la sintesis de micotoxinas.

De acuerdo con esto, si granos o alimentos en su fase de precosecha
estan contaminados con cantidades elevadas de esporas, y si durante su
almacenaje fueran mantenido en condiciones deficientes, y pueden aumentar el
riesgo de la formacion de metabolitos toxicos (Sorenson W. G., 1998; Trenk
H.L., 1970 ). Ademas actualmente no existe ninguna normativa mexicana que
nos proporcione el numero maximo permitido de hongos micotoxigenicos en
alimentos, solamente existe para regular la cantidad de toxinas presentes. Otro
factor importante a considerar es el transporte de esporas por medio de
insectos que pueden dariar al maiz, ya que la distribucién de los hongos puede
darse por este mecanismo y lograr hasta cierto punto una homogeneidad en el
nimero mas probable de esporas por g de muestra (Ashworth L. J., 1970;
LaPrade J. C., 1976)

Existen otros factores abidticos que nos pueden ayudar a controlar la

cantidad de aflatoxinas en ciertos cultivo, esto es, correcto manejo agrondémico
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de la tierra utilizada para el cultivo, ya sea labranza convencional o en
conservacion. Sin embargo, en este trabajo se determind que existe una
relacion entre los procedimientos de cosecha del maiz con respecto al numero
de esporas presentes y sus toxinas. Esto nos pudiera dar una idea del
comportamiento de los hongos, el cual es igual en ambos tipos de labranza
(Rambo G. W., 1985).

Existen algunas estructuras de resistencia que juegan un papel
importante en la patogenia del hongo y pueden influir en la propagacion del
mismo y como consecuencia dar origen a la produccidn de aflatoxinas. Debido
a esto, se han realizado numerosos trabajos en donde se clasifican varios tipos
de estructuras fungicas que contribuyen a [a infestacion total de la planta (Orum
T.V., 1997).

Los esclerocios, son una de estas estructuras que se han denominado L
y S (Garber R. K., 1997). Se han realizado estudios sobre la distribucién
espacial de los hongos que originan taies estructuras en suelo destinado al
cultivo de algodén. Los resultado obtenidos en estos trabajos son muy
semejantes a lo encontrado por nosotros, sin embargo la labranza juega un
papel importante. Nosotros encontramos que se encontraban en suelos que no
se habian removido por varios periodos de tiempo (L. en conservacidn), |0 que
originé el acimulo de ciertos hongos y por lo tanto, también de sus toxinas.

En suelos con labranza convencional encontramos que los esclerocios

estuvieron distribuidos uniformemente, lo que nos indicé que debido al continuo
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movimiento de la tierra se logré disgregar de forma homogénea, a los
microorganismos presentes (Jones R. K., 1980).

Por otro lado, encontramos que la temperatura no afectd el porcentaje de
viabilidad, por lo que no se observdé cambios considerables entre la relacion
temperatura ambiente y sobrevivencia de esclerocios, debido a que estaba solo
influenciado por el tipo de labranza y la profundidad a la que se tomé Ia
muestra.

La determinaciéon de las aflatoxinas mediante [a técnica de HPLC, tuvo
ciertas variaciones en cuanto a la cuantificacion de las mismas, ya que el
detector utilizado tenia una capacidad de resolucion de AFG2:AFB2 (10:1). Esto
quiere decir que se cuantificaron con mayor eficiencia las toxinas con subindice
2 debido a que hay mayor limite de deteccion (Shimadzu Corp., 1998). Lo
anterior probablemente se deba a que las aflatoxinas cuyo subindice es 1, se
sintetizan primeramente y después conforme al paso del tiempo, por medio de
reacciones de oxidacidn, se convertiran en aflatoxinas con subindice 2 (Ellis W.
0., 1991).

Nosotros encontramos que en las muestras la concentracidon de las
toxinas presentes en este estudio se vio afectada por el tipo de labranza, ya
que se tuvieron amplios rangos de concentraciones.

Ademas, el tiempo en que se efectuaron los diferentes muestreos,
también influyé en la presencia de estas micotoxinas, ya que al inicio de este

trabajo no se tuvieron demasiadas muestras infestadas. Conforme al paso del
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tiempo la concentracion fue aumentando, ya que los hongos continuaron
sintetizando las toxinas. Sin embargo, por efecto de las condiciones
climatoldgicas, la cantidad de esporas que las originan, fueron menores ain
cuando los niveles de aflatoxinas estuvieron elevados. Con todo y lo anterior,
existieron marcadas diferencias entre los niveles de aflatoxinas presentes en el
maiz.

De las cepas aisladas en todo el estudio, la mayoria de ellas fue A.
parasiticus y se encontré en menor proporcion A. flavus. Esto es de tomarse en
consideracion porque este ultimo hongo solo produce la AFB, mientras que el
primero da origen a AFB y AFG. Las cantidades que produjeron son
relativamente pequefias, pero pudiera aumentar su concentracion y por tanto
ser un riesgo para la poblacién que consume productos elaborados de este

maiz.
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CONCLUSIONES.

1.- El tipo de labranza no influyo en la cantidad de esporas fungicas de cuaiquier
especie presente en el maiz, pero si afectd la presencia de hongos productores

de micotoxinas.

2.- La temperatura no afecto el nimero de esclerocios y su viabilidad,

3.- La profundidad a la que fue tomada la muestra y el tipo de labranza influy6

en el numero y viabilidad de los esclerocios.

4.- La identificacion de los esclerocios y la cuantificacion de aflatoxinas nos
permitid saber si es un factor importante en la propagacion de esporas de A.

favus y A. parasiticus.

5.- La concentracion de l|a aflatoxinas esta influenciada por la practica

agronomica utilizada en la cosecha del maiz.

6.- A. parasiticus estuvo presente en mayor proporcion que A. flavus en las

muestras analizadas.
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