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RESUMEN

La contaminacién por aflatoxinas, deoxinivalenol (DON), fumonisinas, ocratoxinas y
zearalenona, se presenta con frecuencia en cultivos especialmente de maiz. Existen pocos
estudios en México respecto al grado de contaminacién, el cual varfa dependiendo de las
condiciones geograficas y ambientales. El propdsito del presente estudio fue valorar ¢l grado
de contaminacion en maiz blanco de tres variedades cosechadas en 4 localidades del estado de
Jalisco. Bajo un disefio completamente al azar se obtuvieron 108 mazorcas de las variedades
UDG 600, 601 y 602 en Acatic, Ameca, Ixtlahuacan de los Membrillos v Villa Corona al
termino de la cosecha primavera-verano 1997, se almacenaron a menos de 11% de humedad y
se analizaron mediante inmunoensayo enzimatico: I.E. (r-biopharm) y cromatografia de
inmunoafinidad: C:I: (Vicam), los resultados fueron comparados por ANOVA a un nivel de
confianza de 95 y 99%. Los resultados mostraron contaminacion por todas las micotoxinas
estudiadas, aflatoxinas se detecto solo por LE., con niveles (rango: 0-3.8 ppb) de no riesgo a la
salud. DON, fumonisinas y ocratoxinas presentaron altos niveles de contaminacién en todas
las localidades y variedades cuando se analizaron por C.I. La mayor contaminacién por
localidad se observo en Acatic por DON (11.22 ppm); en Villa Corona con fumonisinas (12.74
ppm) y en Ixtlahuacdn de los Membrillos por ocratoxinas (29.42 ppb), estos niveles
sobrepasan los tolerables para humanos y de algunas especies animales. Zearalenona se
presentd en niveles bajos en todas las localidades (rango de 0.004 a 0.870 ppm). La
comparacion de las técnicas mostrd valores contrastantes, C.I. no detecto aflatoxinas, LE.
permitié detectar niveles bajos de ocratoxinas (rango de 0.2 a 3.6 ppb) , mientras que C.L
detecté fumonisinas en el 100% de las muestras con niveles que fluctuaron de 1.7 a 24 ppm en
tanto LE. solo el 70% fueron positiva con niveles de 0.1 a 8.5 ppm. Las condiciones
ambientales no mostraron influencia sobre los niveles de contaminacién de las micotoxinas.
Se concluye que existe contaminacidn por todas las micotoxinas en las tres variedades de maiz
y en las localidades estudiadas. Los niveles de DON, fumonisinas y ocratoxinas detectados por
C.I. pueden representar un riesgo a la salud de humanos y animales. Deben validarse ambas
técnicas contra HPLC para determinar la confiabilidad de los resultados.



I. INTRODUCCION

La contaminaciéon por micotoxinas en los productos agricolas destinados a alimentos es
estimada por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion en
un 25%, lo que ocasiona menor rendimiento y aumento de los costos para los productores de
granos; para ganaderos: menor rendimiento de los animales, problemas en la reproduccion,

aumento en la incidencia de enfermedades y consecuentemente importantes pérdidas

econdmicas (Peraica y col., 1999).

Las micotoxinas son metabolitos fingicos presentes en los alimentos y representan una
amenaza potencial para la salud de humanos y animales. La posible toxicidad crénica de
algunas micotoxinas como las aflatoxinas, deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxinas y
zearalenona en dosis bajas suele suscitar mayor preocupacién que la toxicidad aguda, dado

que algunas de estas micotoxinas son carcindégenos poderosos y la exposicidon es muy amplia
(Hussein y Brasel, 2001).

En las explotaciones pecuarias se encuentran por lo general una o mas de e¢llas, lo cual
potencializa el efecto toxico en los animales, representando grandes pérdidas econdémicas al
afectar los pardmetros productivos y aumentar la incidencia de enfermedades a causa del

efecto de inmunosupresion por dichas toxinas (Boutrif y Canet, 1998).

El nivel de contaminacion por las micotoxinas en los alimentos puede fluctuar
considerablemente de un afio a otro, influyendo las condiciones geogréficas y climaticas, por
lo que es necesario se realicen programas de vigilancia que permitan la prevencion y control
de la contaminacién de hongos micotoxigénicos en campo y almacén. Las estrategias de
precosecha y poscosecha se enfocan a reducir al minimo los niveles de micotoxinas presentes

en los alimentos de humanos y animales (Ominski y col. 1994).

La deteccién y cuantificacion de micotoxinas en la actualidad presenta diversas alternativas,
entre las que se encuentra la técnica de cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC),

considerado un método de gran exactitud y sensibilidad, sin embargo, requiere de alta




inversion en equipo, de personal calificado y de tiempo en las determinaciones, aunado un alto
costo de operacién. Con el desarrollo de la tecnologia de anticuerpos monoclonales y
policlonales en aplicaciones analiticas, se desarrollaron técnicas rdpidas y confiables para las
determinaciones de micotoxinas a menor costo. Estas técnicas incluyen a los sistemas de
inmunoensayos enzimaticos y la cromatografia de inmunoafinidad con deteccion

fluorométrica, de gran aplicacion en pruebas de tamizaje a nivel de campo y laboratorio
(Betina, 1989).

En México son pocos los estudios que se realizan para determinar los niveles de
contaminacion en campo, por lo que el presente estudio pretende valorar el grado de
contaminacién por aflatoxinas, deoxinivalenol (DON), fumonisinas, ocratoxinas y zearalenona

en maiz de tres variedades cultivadas en cuatro localidades del estado de Jalisco.




II. ANTECEDENTES

I1.1. Hongos Toxicogénicos y Micotoxinas

Los hongos filamentosos han evolucionando para utilizar en forma mas eficiente los sustratos
solidos, creciendo sobre su superficie y penetrando en las matrices sélidas. Estos organismos
son capaces de secretar enzimas que desdoblan macromoléculas complejas en compuestos

menores para luego utilizarlos en su crecimiento y metabolismo.

Los hongos pueden absorber nutrientes de bajo peso molecular, asi como producirlos y
secretarlos, aunque no siempre asociados al proceso de crecimiento y metabolismo primario.
Este se ha definido como la suma de reacciones quimicas que proveen al organismo energia,
productos intermedios y macromoléculas claves, tales como, proteinas y DNA, siendo estas
reacciones metabdlicas, basicamente las mismas en todos los organismos vivos. Mientras que,
el metabolismo secundario involucra procesos biosintéticos cuyos productos finales,
denominados metabolitos secundarios, no son esenciales para el organismo productor, y estin
restringidos a especies particulares. En condiciones de laboratorio, en cultivos continuos,
estos compuestos son producidos durante Ia fase estacionaria de crecimiento, y su formacién

estd asociada a formas de diferenciacién morfoldgica (Moss,1996).

Existe un continuo debate entre los investigadores, sobre la naturaleza del metabolismo
secundario y el rol que estos compuestos tienen en la biologia de los organismo que los
producen, pero muchos de ellos tienen actividad bioldgica y pueden ser toxicos para

microorganismos (antibiéticos), planta (fitotoxinas) o animales (micotoxinas) (Vining,1992).

Las micotoxinas son compuestos organicos, bioldgicamente activos, que pueden causar
problemas de intoxicaciones agudas, subagudas y cronicas con efectos carcinogénicos,
teratogénicos y mutagénicos, entre otros. Los metabolitos secundarios de origen fungico
poseen diversas estructuras quimicas. Ademas, son sintetizados por diferentes vias a partir de

uno o mas metabolitos provenientes del metabolismo primario. En la naturaleza hay una




variacion enorme en el metabolismo secundario; que puede ser intergenérica, intraespecifica y

aun entre cepas de una misma especie (Campbell, 1984).

La produccidon de micotoxinas no esté restringida a un solo grupo de especies fingicas, sino
que los hongos productores pueden pertenecer a varias clases y ordenes dentro del reino. Asi
encontramos hongos toxicogénicos dentro de las clases Qomycetes, Zygomycetes,
Deuteromycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes (Alexopulus y col., 1996). Sin embargo, las
principales micotoxinas han sido reconocidas como productos metabdlicos de los géneros
Aspergillus, Penicillium y Fusarium. La mayoria de las especies productoras de micotoxinas

son saprofitas; unas pocas son patogenas facultativas de vegetales (Kale y Bennet, 1992; Pitt,
2000).

Se han realizado varios intentos para la clasificacién de los metabolitos secundarios
producidos por los hongos, se ha propuesto una clasificacién quimica (Betina, 1989), en otros
casos han sido categorizados en base a su origen biosintético, es decir el metabolito primario a
partir del cual se inicia la via biosintética (Turner y Aldrige, 1983; Steyn, 1998). En base a
este criterio podemos clasificar a las micotoxinas en cinco grupos; a) policétidos, b) Acido

tetramico, c) diacetopiperazinas, d) péptidos, y €) terpenos (Tabla 1).

IL2. Género Aspergillus

Las especies del género Aspergillus son saprofitas y pueden crecer sobre un amplio rango de
sustratos naturales (maderas, textiles, cemento, medicamentos, granos de cereales y
subproductos de oleaginosas) y condiciones climdticas. Ellas poseen gran versatilidad
metabdlica y habilidad para dispersar sus esporas en el ambiente. Si bien muchas especies son
consideradas patégenas, alergénicas, toxicogénicas y descomponedoras; otras son utilizadas en
la produccién de alimentos fermentados (Tabla 2). Las especies patégenas representan un
riesgo real para la salud, dado que pueden producir numerosas enfermedades tales como:
aspergilosis aviar y aborto micdtico bovino. Las esporas pueden causar hipersensibilidad en

personas sensibilizadas, con fibrosis y neumonitis. Algunas especies son productoras de



micotoxinas y causantes de importantes micotoxicosis en humanos y animales, entre las que

destacan las aflatoxinas (Pitt y Hocking, 1997).

Tabla 1. Micotoxinas representativas de las principales categorias biosintéticas

Categoria biosintética

Micotoxinas representativas

POLICETIDOS
DI- Moniliformina
Tetra- Patulina, Acido penicilico
Penta- Citrinina, Ocratoxina
Hexa- Maltorizina
Hepta- Rugulosina, viomelleina, xantomegnina
Octa- Ergocrosmos, luteoskirina
Nona- Citrioviridina, Fumonisinas, zearalenona
Deca- Aflatoxinas, 4cido norsolorinico
ACIDO TETRAMICO Acido ciclopiazénico, acido tenuazénico
DICETOPIPERAZINAS
Simples Acido aspergilico, equinulinas
Modificadas Fumitremdrgenos, roquefortina,
verruculotoxina
PEPTIDOS Ergotamina, fomopsinas
TERPENOS
Mono- Viridicatumtoxina
Sesqui- Tricotecenos
Di - Penitrems, Alfatrem, janthitrems

I1.2.1. Aflatoxinas

Steyn, 1998

Las aflatoxinas (AFs) son un grupo de toxinas estructuralmente relacionadas a otros

metabolitos secundarios producidos por hongos. Estas toxinas fueron descubiertas en el afio de

1960 después de una intoxicacién aguda en Inglaterra, conocida como enfermedad x de los

pavos. En esta micotoxicosis murieron miles del pavos y patos pequefios después de consumir

harina de cachuate, proveniente de Brasil, contaminada con AFs (Blount, 1961).




El andlisis quimico realizado a la harina de maiz mostré la presencia de una serie de
compuestos toxicos que presentaban fluorescencia bajo la luz UV, estos compuestos fueron

denominados aflatoxinas, ya que se atribuyé su sintesis a la especie contaminante 4. flavus.

Tabla 2. Potencial toxicogénico de las principales especies de Aspergillus y teleomorfos que

contaminan productos agricolas®

ESPECIES® MICOTOXINAS

A. aculeatus Acido secalonicoB, Dy F

A. candidus Acido kojico, candidulina, terfenilina, xantoacina

A. clavatus citochalasina E, patulina, ascladiol, clavatol, triptoquivalinas

A. carbonarius Rubrofusarin B

A. cameus Citrinina

A. flavus Aflatoxinas B, y B, , aflatrem, acido aspergilico, acido ciclopiazonico, acido kojico,
aflavininas, acide 3-nitropropionico, paspalininas

A. fumigatus Fumitremorginas A y C, gliotoxinas, fumigaclavinas, fumitoxinas, fumigatinas,
fumigilinas, espinulosinas, triptoquivalinas, verruculogen

A niger Ocratoxinas, malforminas, naptoquinonas

A. nomius Aflatoxinas B y G, acido aspergilico, acido cojico

A. ochraceus QOcratoxinas, acido penicilico, acido kojico, acido secalonico A, xantomegnina,
viomeleina

A. oryzae Acido ciclopiazonico, acido kojico, acido 3-nitropropionico

A. parasiticus Aflatoxinas B y G, acido aspergilico, acido kojico, aflavinas

A. tamarii Acido ciclopiazonice, acido kojico

A. terreus Citrinina, patulina, citreoviridina, mevinolina, territrems,

acido terreico, terramide A

A. ustus Austamida, austidiol, austinas, austocistina

A. versicolor Sterigmatocistina, versicolorinas, nidulotoxinas

A. wentii Metilxantonas, acido 3-nitropropionico, acido kojico

E. amstelodami Equinulinas, auroglaucinas

E. chevalieri Equinulinas, auroglaucinas, xantocilina X

E. herbariorum Auroglaucinas, flavoglaucinas

E. repens Equinulinas, auroglaucinas, asperflavinas

E. rubrum Equinulina, auroglaucinas, rubroglaucinas, gliotoxina

2 Por Frisvad y Samson, (1991); Pitt y Hocking, (1997). " Donde A es Aspergillus, E es Eurotium

Se conocen cuatro AFs principales By, Ba, Gy G2, Las del grupo B son bifurano cumarinas
unidas a un anillo de ciclopentatona y las del grupo G son bifuranos cumarinas unidas a un
anillo lactona. Un doble enlace entre el C-8 y C-9 en forma de un vinil cter, se encuentran en
el anillo furano terminal en la AFB; y AFG, pero no en la AFB; y AFG; (Figura 1). Esta

pequeiia diferencia estructural se asocia con grandes cambios en su actividad, dado que AFB,




y AFG; son carcinogénicas y considerablemente mas toxicas que AFB; y AFG;, Las AFs del
grupo B fluorecen cuando se exponen a la luz UV de color azul v las del grupo G de color

verde. Los superindices 1 y 2 designan el patron de movilidad cromatografica (valor Rf) de

estos compuestos en cromatografia de capa fina (TLC).

Las AFs son compuestos muy estables en los alimentos, altamente reactivas a valores amplios
de pH (pH < 3 y > 10) y cuando se exponen a la luz UV en presencia de oxigeno. Las
reacciones que pueden sufrir estas toxinas derivan de la insaturacion en el anillo furano y de la

estructura lactona. Son muy sensibles a los agentes oxidantes, en particular a los alcalinos.

Aflatoxina B;

Aflatoxina G,

Aflatoxina G

Figura 1. Estructuras quimicas de las aflatoxinas By, B2, G y G2

En varias especies animales que consumen alimentos contaminados con AFs, estas sufren una

biotransformacion en aflatoxina M; y Mz (AFM; y AFM;) presentes en la leche (Galtier,
1998).




Si bien la produccion de las AFs es consecuencia de la combinacién de especies fungicas,
sustrato y ambiente, los factores que afectan la producciéon son temperatura, contenido de
humedad del sustrato y del ambiente, pH, luz, aereacion y niveles de gases atmosféricos. La
temperatura Optima para la produccion depende del tipo de sustrato considerado, en general
sobre sustratos naturales es entre 25 y 28 °C, no detectandose toxinas por debajo de 8 °C y
encima de 42 °C. El periodo de incubacidn para obtener la maxima cantidad de toxina depende
de la combinacion cepa-sustrato; se han informado niveles maximos a los 15 dias a 20 °C, a

los 11 dias a 30 °C y entre 4 y 7 dias a 24 °C.

El contenido de humedad del sustrato y la humedad relativa del ambiente son parametros
criticos en la produccion, se reportd maxima produccion sobre granos de maiz con 25 % de

humedad a 25 °C. La humedad relativa para la produccion varia entre 83 y 99 %,

Los granos de cereales y oleaginosas son mejores sustratos que los medios de cultivo
sintéticos o complejos para la produccion de AFs. Estos son ricos en fuentes carbonadas
contienen glucosa, fructosa o sacarosa, y en aminodcidos glicina y acido glutdmico. Los
minerales zinc y manganeso, son esenciales para la produccioén de AFs, la mezcla de hierro y
cadmio estimulan la produccion, mientras que el hierro inhibe el crecimiento fiingico y la

produccion de toxinas (Gourama y Bullerman, 1995).
11. 2.1.1. Efectos biolégicos y toxicidad de las aflatoxinas

La susceptibilidad de los animales a las AFs varia de acuerdo a la espelcie, raza, edad y estado
nutricional del animal considerado. Los més susceptibles son los pollos, patos, y cerdos
mientras que, las cabras, ratas, ratones y vacunos son relativamente resistentes. La
susceptibilidad a la aflatoxicosis aguda se determina a través de la DLsy (mg/kg de peso
corporal). Para una cierta cantidad de animales se ha determinado la DLs¢: patos y conejos 0.3
a 0.5; perros 1.0; cerdos 0.62; monos 2.2; pollos 6 a 16; ratas 7; ratones 9. En estudios
realizados con animales la AFB, es la mas tOxica, seguida por AFM,, AFG,, AFB, y AFG,.
Numerosas investigaciones sugieren que los metabolitos de AFs no son los responsables

directos de los efectos téxicos. Durante su transformaciéon metabdlica la AFB; se puede




conjugar con aminodcidos acido glucurénico y sales biliares, en su proceso de eliminacion.
Durante la destoxificacién hepética, esta toxina es activada irreversiblemente via el citocromo

P45y, que media la oxidacién a un exo-8,9-epdxido de AFB, (Neal, 1998).

La sensibilidad de una especie animal a los efectos toxicos de esta micotoxina podria estar
determinada por la capacidad de formacion de este metabolito y/o por la velocidad de
destoxificacion del epoxido de AFB, formado. La respuesta biolégica a AFB; en términos de
genotoxicidad y citotoxicidad parecen dependientes de la formacion metabdlica del compuesto
exo0-8,9-epoxido de AFB,, que le permite a la toxina unirse covalentemente al DNA, RNA,
proteinas y otras moléculas. La unién de DNA produce la sobreexpresion de cierto grupo de
oncogenes, proceso presumiblemente involucrado en la induccién de tumores malignos en los
tejidos blancos. Ademas, las AFs principalmente conocidas como hepatotoxicas y
hepatocarcinégenas, poseen numerosos efectos inmunosupresivos obsevados en las
intoxicaciones cronicas y derivados de su capacidad de accidn sobre el DNA y la sintesis de
proteinas. Estas toxinas inhiben la respuesta inmune mediada por células, lo cual se manifiesta
en la reduccién del peso del timo, de la bolsa de Fabricio y del niimero de linfocitos T
periféricos, con inhibicién de la proliferacion y diferenciacion de células del sistema linfoide

(Oswald y Coméra, 1998; Bondy y Pestka, 2000).

Existen suficientes evidencias para involucrar a las AFs en la generacion de cancer hepatico

(Linsell y Peers, 1977; Peers y col., 1976). En 1986, la Agencia Internacional para la

Investigacién sobre Cancer (IARC, 1986), declard a la AFB; como un carcindgeno de clase 1
sobre la base de ensayos en los animales. Los estudios sobre los posibles casos de aflatoxicosis
en humanos han sido informados en muchos paises en el sudeste de Asia y Africa (Linsell y

Peers, 1977; Peers y col., 1976; Van Rensburg y col., 1985).

Las AFs han sido ampliamente informadas como causa de carcinoma hepatocelular, hepatitis
aguda, sindrome de Reye, cirrosis en nifios en mal estado nutricional y la enfermedad de
Kwashiorkor. Algunos informes cientificos cuestionan el rol de las AFs en el cancer hepatico,
debido a la estrecha relacion con la hepatitis B crénica de origen viral en poblaciones de

Africa y Asia. Otros asumen que el padecer de hepatitis B conlleva a una mayor
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predisposicion a la iniciacién de cancer por las AFs. Aunque el higado es el principal o6rgano
afectado por las AFs, en los casos de aflatoxicosis, se han observado en todos los animales

expuestos, lesiones cancerosas en rifion, colon, pulmones y glandulas lagrimales (Ramos y
Hernandez, 1997).

Los primeros signos clinicos de intoxicacion cronica en aves y mamiferos son malestar
general acompafado de pérdida del apetito y del peso corporal; aunque estos signos clinicos
no conducen a un diagndstico especifico. En observaciones patoldgicas de bajos niveles de
intoxicacién, revelan ictericia generalizada y cirrosis hepatica con proliferacién celular en los
conductos biliares y fibrosis periportal. En los casos de intoxicacion aguda, se manifiesta
ictericia de las membranas mucosas, hemorragias diseminadas, acumulacion de acidos grasos
en higado. La patologia hepatica es la principal caracteristica en la mayoria de las especies
ensayadas, asociado con un aumento en los niveles de fostatasa alcalina sérica, lo cual
constituye un buen indicador del mal funcionamiento hepatico asociado con aflatoxicosis
(Ramos y Hernandez, 1997).

11.3. Género Penicillium

Este género es €l mas diverso en términos de niimero de especies y rango de habitat. Se han
caracterizado aproximadamente 200 especies con gran variabilidad entre los genotipos de las

cepas que responden a una misma especie,

De las especies documentadas solo 70 son de gran interés y significancia, y de ellas 30 son de
amplia incidencia. L.a mayoria de las especies son ubicuas y saproéfitas crecen en una amplia
variedad de ambientes con diversas fuentes de carbono y condiciones fisicoquimicas. Si bien
son hongos tipicos de suelo, también contaminan la vegetacidn en descomposicion y crecen en
habitat secos, tales como semillas, madera, cuero, textiles, etc. Ademads estan asociados con
alimento de consumo humano, quesos, embutidos y fermentados, ciertas especies de

Penicillium le dan al producto el aroma, el sabor y la apariencia (Pitt, 1988).
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Los granos de cereales son tipicamente colonizados por especies del subgénero Penicillium,
otras especies son mas especializadas, por ejemplo P. expansum, P. digitatum, P. italicum, son
patégenos de frutas y productos derivados. Unas pocas especies desarrollan a niveles de
actividad de agua o acuosa (a) inferiores a 0,80 (P. brevicompactum, P. implicatum), muchas
especies son psicotrofas y capaces de desarrollar a temperaturas de refrigeracion. Numerosos
metabolitos toxicos son producidos por este género (tabla 3) y solo algunos estén asociados a
los alimentos; los que poseen mayores efectos en la salud de humanos y animales son:

ocratoxina A (OA), 4cido coclopiazénico (CPA), citreoviridina, citrinina (C), patulina (P) y

acido penicilico (AP) (Boutrif y Canet, 1998; Beretta y col., 2000).

Tabla 3. Especies toxicogénicas del género Penicillium aisladas de granos de cereales

ESPECIES MICOTOXINAS
P. aurantiogriseum Acido penicilico, verrucosidina, viomeleina, xanthomegnina
P. bilaii Gliotoxina
P. brevicompactum Acido micofendlico
P. camembertii Acido ciclopiazénico
P. canescens Penitrem A, griseofulvina
FP. chrysogenum Roquefortina C, acido ciclopiazénico
P. citreonigrum Citreoviridina
P. citrinum Citrinina
P. commune Acido ciclopiazdnico, acide ciclopéldico
P. crateriforme Rubratoxina, rugulovasinas .
P. crustosum Penitrem A, roquefortina C, 4cido ciclopiazonico, acido terréstrico
P. expansum Patulina, citrinina, roquefortina C, chaetoglobosina C
P. funiculosum Acido secal6nico D (trazas)
P. glandicola Penitrem A, roquefortina C, patulina
P. glabrum Acido astérrico, citromicetina
P. griseofulvum Acido cilopiazonico, patulina, griseofulvina
P. hirsutum Acido ciclopiazénico
- P. hordei Roquefortina C, 4cido terréstrico
P. islandicum Ciclochlorotina, islanditoxina, luteoskyrina
P. oxalicum Acido secalénico D
P. piceum Rugolosina
P. purpurogenum Rubratoxina
P. raistrickii Griseofulvina
P. rogueforti Patulina, acido penicilico, roquefortina C, toxina PR
P. simplicissimum Fumitremorgina B, 4cido penicilico, viridicatumtoxina,
verruculogeno
P. verrucosum Ocratoxina A y B, citrinina
P. vulpinum Patulina, oxalina, roquefortina C

Patterson y Kozakjewicz, (1997); Pitt v Hocking. ( 1997}.




12

IL3.1. Ocratoxina

El segundo grupo de micotoxinas en importancia después de las aflatoxinas son las
ocratoxinas. Si bien se han aislado un amplio rango de metabolitos derivados de ocratoxina,
solo la ocratoxina A (OA) ha sido detectada en productos agricolas. Esta toxina es producida
principalmente por P. verrucosum en regiones de clima calido y templado; y por algunas
especies de Aspergillus (A. ochraceus, A. sulphureus, A. sclerotium, A. mellus ) en regiones de

clima tropicales (Frisvad y Samson, 1991; Varga y col.,1996).

Las ocratoxinas son una familia de 7 sustancias afines formadas por una melécula de
fenilalanina unida por un enlace amidico a una 3,4 dihidroisocumarina, entre las cuales la
ocratoxina A es la mas comin por su significancia toxicolégica (Figura 2). En muchos casos
se ha detectado a OA en co-ocurrencia con citrinina, donde esta ocurre en niveles superiores.

Las especies productoras de esta toxina son P citrinum, P. verrucosum y P. viridicatum.

OH e
COOH

-CH,-CH-NH-CO - 0

CHy
H H

Figura 2. Estructura quimica de la ocratoxina A

11.3.1.1. Efectos bioldgicos y toxicidad de las ocratoxinas.

Los érganos principalmente afectados por las ocratoxinas son higado y rifion. En el higado,
ataca al reticulo endoplasmico de los hepatocitos produciendo degeneracion hialina y necrosis
focal junto una infiltraciéon grasa. En rifion se produce necrosis epitelial en los tibulos
proximales, acompaifiada por cambios degenerativos del nicleo y engrosamiento de la

membrana basal. Los rifiones aumentan de tamafio, el color es palido, aparecen quistes y focos
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fibrosos. Este sindrome se¢ presenta en cerdos, gallinas ponedoras y pollos de engorda y su
presentacion puede ser por intoxicacion aguda, los animales aparecen deprimidos, con
anorexia, paresia, edema perineal en verracos, ascitis, hidrotérax, edemas subcutaneos y
mesentéricos. En la intoxicacién cronica por QA se disminuye el apetito y el crecimiento de
los animales, aumenta el consumo de agua y aparece poliuria. Se encuentran residuos de OA
en higado, rifién, grasa y carne (Pont y col., 1989). En pollos los sintomas varian dependiendo
de la dosis, presentandose diarreas, disminucion del peso y de la velocidad de crecimiento y
rechazo del alimento. En las aves ponedoras, la ocratoxicosis retrasa la madurez sexual,
disminuye la produccion de huevos estos son pequefios y de cascaron delgado, con aspecto de

caucho y fragiles, rompiéndose con frecuencia (Jaramillo, 1999).

La OA tiene efecto sinérgico con la actividad inmunosupresora de las aflatoxinas. Ambas
micotoxinas combinadas pueden producir anemia, hipoproteinemia, linfocitopenia, heterofilia,
disminucién del peso de la bolsa de fabricio y disminucion de la actividad del complemento.
Disminuye el nimero de células productoras de inmunoglobulinas en los 6rganos linfoides y

de los niveles circulantes (Leeson y col., 2000).

En la alimentaciéon de reproductoras y pollos de engorda es de considerable importancia la
prevencion del crecimiento de hongos y sus micotoxinas. Los efectos clinicos de las
micotoxicosis reducen seriamente el rendimiento de las aves. La ocratoxina y las aflatoxinas
pueden reducir la resistencia a fracturas de hueso y provoca hemorragias en musculos lo que
ocasiona canales de menor calidad. La ocratoxina puede reducir la resistencia o elasticidad
del intestino grueso, ocasionando contaminacion fecal de la canal del pollo de engorda durante
su procesamiento. Otros efectos de la ocratoxicosis son: alteracion de los procesos de
coagulacion sanguinea con aparicién de coagulopatias sin anemia aplastica. Disminucion de
los carotenoides séricos con lo que el potencial de pigmentacidén del pienso no se expresa
totalmente y disminucion de la fuerza de tension del intestino grueso. La causa radica en una
reduccion del contenido de colageno de la pared intestinal. Al manipular la canal en el
matadero, el intestino se rompe, contaminando la cavidad abdominal con el contenido fecal, lo

que es causa de decomiso (Trevor y col., 1995).
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Se han encontrado residuos de OA en sangre, rifiones, higado y musculos de cerdos, al igual
que en los miusculos de gallinas y pollos. Sin embargo por lo general no se han hallado
residuos de OA en los rumiantes. Estudios realizados con cerdos y gallinas han demostrado

que las concentraciones mds altas de OA se encuentran en los rifiones (Trevor y col., 1995).

La OA produce efectos nefrotoxicos en todas las especies monogastricas, incluso a dosis de
200 ppb en alimentos. Se observaron efectos teratogénicos en ratones expuestos a dosis de 3
mg/kg de peso corporal administrados via oral, estos se acentuaron con una racién baja en
proteinas, en ratas que recibieron por via oral dosis de 0.75 mg/kg de peso corporal se observé
reabsorcion fetal. La OA es inhibidora de Ia sintesis de proteinas y de la sintetasa del ARNt en
microorganismos. También puede inhibir la migracion de los macrofagos. En ratones a dosis |
de 0.005 pg/kg de peso corporal suprimid la respuesta inmunitaria a eritrocitos de ovejas. La

OA es cancerigena para el epitelio de los tibulos renales en ratones machos y en ratas de
ambos sexos (CAST, 1989).

El consumo de alimentos contaminados con OA ha sido asociado con la nefropatia endémica
de los Balcanes, estudios mdas recientes proveen evidencias de que esta toxina puede estar
involucrada en patologias renales en humanos en muchos paises (Krogh,1992; Gremmels y
col., 1995). La Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC,1993 a), clasificé a
esta toxina como un posible carcindgeno humano (grupo 2B) solo en base a suficientes

evidencias en la produccién de carcinogenicidad en animales de laboratorio.

Las interacciones micotoxinas-nutrimentos constituyen un darea compleja de estudio cuyo
aporte al avance del conocimiento de los efectos de las micotoxinas tiene especial
significancia. Se tienen evidencias claras que estas interacciones interfieren en los procesos de
la digestién, metabolismo y transporte de los nutrimentos; afectandose la disponibilidad y
utilizacién de los mismos. En el caso de la OA sc ha observado un cuadro de
hipocatorenoidemia como evidencia de sindrome de mala absorcién sin manifestaciones de

interaccién ocratoxina-lipidos en la digestion.
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La interaccién micotoxinas-carbohidratos ha sido poco estudiada. En pollos, las evidencias
sefialan que la ocratoxina causa un incremento de glucdgeno hepético, con evidencias de
alteraciéon de las enzimas que regulan el catabolismo del mismo y el proceso de neogenesis

interfiriéndose la utilizacion del almidén (Jaramillo, 1999).

11.4. Género Fusarium

Fusarium es un género de Hyphomycetes, ahora considerado un género anamorfo afiliado con
el orden Hypocreales (Ascomycetes). L.os miembros de este género se caracterizan por formar
sus esporas a partir de fragmentos de micelio conocidos como fialides. Producen tipicamente

dos tipos de conidios, que reciben el nombre de macroconidios y microconidios (Nelson y
col., 1983).

Este género incluye especies que son frecuentemente fitopatégenas, causando podredumbre en
raiz y frutos, muerte en brotes y tejidos de plantas salvajes y de cultivos, esto conduce a
severas pérdidas en la cantidad y calidad de los granos, ademas de la produccién de una
amplia variedad de metabolitos secundarios (Langseth y col., 1993) que se acumulan en la
planta y en los granos en el estadio de campo. Estas especies son muy ubicuas, son comunes
en regiones de climas tropical y templado, aunque también es posible aislarlo en zonas aridas,

alpinas y articas donde prevalecen condiciones climaticas inhdspitas (Tabla 4).

La amplia distribucion del género Fusarium puede atribuirse a dos factores: su capacidad para
colonizar un rango muy amplio de sustratos y un eficiente mecanismo para dispersarse en el
tiempo y/o espacio. Estos dos factores le permiten adaptarse rdpidamente a nuevos nichos
ecologicos, asi se encuentran como saprofitos en el suelo y sobre restos vegetales en
descomposicién. Algunas de las especies son conocidas por ocasionar enfermedades en
diversos cultivos con gran interés econdomico como el maiz, sorgo, trigo, esparragos, entre
otros (Jardine y Leslie, 1992; Sun y Snider, 1981; Elmer y Fernandino, 1992; Leslie y col.,
1990). El maiz, entre otros cereales, sufre invasidn de especies del género Fusarium

provocando en ellas reduccion severa en la produccion de granos (Wakulinski y col., 1991).
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Dentro del género Fusarium las especies pertenecientes a la seccidn Liseola se aislan a partir
de maiz y productos derivados de consumo humano y animal en todo el mundo. Estas especies
son de relevancia por ser potenciales productoras de micotoxinas tales como: fumonisinas,

moniliformina, fusaproliferina, entre otras. (Scudamore y col., 1998).

Tabla 4. Especies de Fusarium aisladas de cereales en todo el mundo y sus micotoxinas

ESPECIES INCIDENCIA EN AGRESIVIDAD A MICOTOXINAS PRODUCIDAS
CEREALES LA ESPIGA DE
MAI[Z
F. subglutinans Muy frecuente Moderada MON, BEA, FUS
F. verticilliodes Frecuente Moderada FBs*, FU-C
F. graminearum Frecuente Alta DON*, 3AcDON, 15AcDON
NIV, ZEA*, 4,7DeDON
F. culmorum Muy frecuente Alta DON*, 3AcDONNIV,ZEA*
F. crookwellense Poco frecuente Alta NIV, ZEA*, FUS
F. avenaceum Muy frecuente Moderada Moniliformina
F. poae Medianamente Moderada NIV, FUS
frecuente
F. sporotrichioides Poco frecuente Moderada T-2, HT-2, NEO
F. tricinctum Poco frecuente Baja MON
F. elamidosporum Muy raro Baja MON
F. semitectum Muy raro Saprofito BEA
F. equiseti Paoco frecuente Sapréfito DUCH, ZEA*
F. acuminatum Muy raro Baja T-2, MON
F. proliferatum Poco frecuente Baja FBs*, MON, BEA, FUS
F. anthophilum Muy raro Saprofito MON
F. solani Poco frecuente Sapréfito MON
F. oxysporum Poco frecuente Saprofito MON
F. nivale Muy frecuente Moderada Ninguna

DON: deoxinivalenol, AcDON: acetil deoxinivalenol, NIV: nivalenol, ZEA: zearalenona, DeDON:
dideoxinivalenol, MON: moniliformina, FUS: fusarenona, NEQ: neosolaniol, BEA: beauvericina, FUCH:
fusarocromanona, FBs: fumonisinas, FU-C: fusarina C, FUP: fusaproliferina,

*micotoxinas mas importantes. Nelson y col. (1983)

I1.4.1. Fumonisinas

Las fumonisinas (IFBs) constituyen una familia de micotoxinas producidas principaimente por
dos especies de la seccion Liseola, F. verticillioides y F. proliferatum. Estas especies son las
de mayor importancia e infectan con gran frecuencia los cultivos de maiz en todo el mundo

(Ross y col., 1990; Neilson y col., 1992). Otras especies relacionadas: F. nygamai, F.




napiforme, F. anthophilum y F. diamini son consideradas productoras de estas toxinas (Nelson
y col., 1992).

Las FBs se aislaron por primera vez a partir de cultivos de la cepa F. verticillioides MRC 826
(antes F. moniliforme) por Gelderblom y col. (1988). Su aislamiento se realizd a partir de la
muerte de caballos principalmente en Nueva Caledonia, que padecian leucoencefalomalacia y
un elevado indice de cancer esofégico en el sur de Africa. Estos dos grupos de trabajo en

Sudafrica y en Nueva Caledonia en forma independiente aislaron la fumonisina mas abundante
(FB,) (Figura 3).

COOH

S/ COCH,CHCH,COOH

o R, OH
/\/\/l\/\/\A/\)\)\/ b
I ] | ! I
CHs CHs3 R NHR;
COCH,CHCH,COOH
ICOOH

Fumonisinas R, R, R3 R4
FA; OH OH Oac CH;
FA, OH H Oac CH3
FB, ' OH OH H CH;
FB, oH H H CH;
FB; H OH H CH;
FB4 H H H CH,
FC, OH OH H H,
FC4 H H H H,

Figura. 3. Estructura quimica de las fumonisinas de la serie A, B y C purificadas de maiz
contaminado con F. verticillioides

Hasta e! momento se han aislado y purificado diez tipos de fumonisinas, denominadas
fumonisinas A; (FA ), A; (FA2), B1 (FB1), Ba (FBa2), B3 (FB3), B4 (FB4), Ci (FC)), Ci (FCy),

Cs (FC3), C4 (FCy). Las FBs correspondientes a la serie B y C son contaminantes naturales en
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alimentos a base de maiz para consumo humano y animal (Pittet, 1998). Mientras que las de la
serie A, son formadas unicamente durante el proceso de purificacion (Plattner y col., 1992;
Seo y Lee, 1999). Estructuralmente las FBs estan formadas por una cadena lineal
hidrocarbonada de 20 atomos de carbono sustituidos en el C-2 por una amina, los C-3 y C-5
por hidroxilos, C-12 y C-16 por grupos metilo, C-14 y C-15 por radicales hidroxilos y en el C-

10 el radical que sustituye varia seglin el tipo de fumonisina.

La FB, presenta grupos hidroxilos libres o esterificados en los atomos de carbono C-3, C-5, C-
10, C-14, C-~15. Esta es la fumonisina mas importante y la encontrada en mayor concentracion
en productos contaminados. La FB,, homologa carece del grupo hidroxilo en el C-10, es
producida en menor concentracién que la FB; y constituye el 20-30% de la cantidad total de

FBs detectadas, la FB3, isémero estructural de FB,, carece del grupo hidroxilo en el C-5 (Seo
y Lee, 1999).

I1.4.1.1. Efectos bioldgicos y toxicidad de las fumonisinas

Las FBs son claramente la causa de varias enfermedades en animales, tanto naturales como
inducidas experimentalmente (Ross y col., 1990). Estas toxinas estdn asociadas con la
leucoencefalomalacia equina (ELEM).y el sindrome de edema pulmonar porcino (PPE)
(Colvin y Harrison, 1992), actividad inmunosupresora en aves de corral (Oswald y Comera,
1998), cancer de higado en ratas (Gerderblom y col, 1991) y recientemente se relaciono con
un aumento en el riesgo de céncer de esofago en humanos (EC), que consumen maiz
contaminado (Rheeder v col., 1992; Sydenham y col., 1990). También FB, y FBj son
promotoras de cancer con una actividad similar en higado de ratas (Gelderblom y col., 1992).
La Agencia Internacional de Investigacion de Cancer (IARC); evalud a las toxinas derivadas

de F. verticillioides como grupo 2B o posibles carcindgenos en humanos (IARC, 1993 b).

La Leucoencefalomalacia equina (ELEM), es una enfermedad neurotdxica equina,
caracterizada por una necrosis multifocal de la materia blanca de uno de los hermsferios bajos
del cerebro. El sindrome se asocia al consumo de alimentos contaminados con FB; y FB;,

producidas especialmente por F. verticillioides. El examen histopatoldgico de los animales




intoxicados revela frecuentemente la presencia de lesiones hepaticas y renales asi también
focos hemorragicos en los hemisferios cerebrales v en otras partes del sistema nervioso central
como bulbo raquideo, cerebelo y médula espinal (Marasas y col., 1988). Ante la falta de
recomendaciones, miembros del Comité de Micotoxinas de la Asociacidn Americana, a través
del laboratorio de Diagndstico recomiendan no destinar a equinos, alimentos con un contenido

de FB, superior a 5 ppm (Riley y col., 1993; Norred y Voss, 1994).

El sindrome de edema pulmonar porcino (PPE), se caracteriza por dificultad respiratoria,
postracién y eventual muerte del animal. Las necropsias de los animales afectados se
caracterizan por presentar un severo edema de pulmoén e hidrotérax (Harrison y col., 1990;
Norred v Voss, 1994). El PPE esta asociado al consumo de maiz y especialmente a los
desperdicios de maiz constituidos por granos rotos, restos de tallos, paja y otros residuos,
contaminados con F. verticillioides y FBs. Segiun Ross (1994), 1a morbilidad de la enfermedad
varia entre 5 y 50% con una mortalidad mayor al 50%, y el curso clinico agudo varia entre 1 y
2 dias (Osweiler y col., 1992; Ross, 1994). Los drganos susceptibles a la accidn de las FBs en
cerdos son higado y pancreas (Osweiler y col., 1992). Si bien todavia no hay una regulacion
oficial para FBs, el Comit¢ de Micotoxinas de la Asociacion Americana recomienda no

destinar a cerdos alimentos con un contenido de FB; superior a 10 ppm (Riley y col., 1993;
Miller y col., 1996).

El consumo de dietas contaminadas con F. verticillioides en pollos de engorda, se asocia a la
produccién de cambios funcionales en las aves como: necrosis hepética multifocal, hiperplasia
biliar, reduccion en el peso corporal, de higado y bazo, anormalidades esqueléticas (arqueo de
patas), alteracién en los pardmetros bioquimicos y elevada mortalidad (Espada y col., 1994).
En pavos se han observado alteraciones en el miocardio. El Comité de Micotoxinas de la
Asociacion Americana recomienda no destinar para el consumo de aves de corral alimentos

con un contenido de FB,; superior a 50 ppm (Riley y col., 1993).

Debido al elevado indice de cancer de esofago en la poblacion de Transkei, Sudafrica, se
estudié la relacion entre consumo de maiz y la presencia de F. verticillivides. Ademas este

cereal constituye el alimento basico (90%) de la poblacién de esa zona. Varios estudios
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mostraron que FB; podria ser responsable del cancer esofagico, junto a otros factores
predisponentes como el habito de fumar, el consumo de alcohol, la dieta rica en maiz y las

deficiencias nutricionales (Franceschi y col., 1990).

El rango de concentracion de FB; reportado por presentaciéon natural en maiz asociado con
céncer‘esofégico es de 0.0 a 10500 ng/g (ppb) en maiz considerado como "sano" y entre 600 y
63200 ng/g en maiz obviamente "mohoso" (Hopmans y Murphy, 1993; Sydenham y col.,
1991). Los niveles de fumonisinas en alimentos de animales asociados con brotes de
leucoencefalomalacia equina se encuentran entre 1300 y 150000 ng/g de FB,, 100 y 23 000
ng/g de FB,, mientras que los niveles asociados con el edema pulmonar porcino son 105000 a

155000 ng/g de FB| (Colvin y col., 1993; Haschek y col., 1992).

IL5. Tricotecenos

Los tricotecenos son una familia de epoxisesquiterpenos, producidos por numerosas especies
del género Fusarium y otros géneros fungicos relacionados (Stachybotrys, Trichoderma,
Trichothecium y Verrucaria), estos se pueden encontrar como contaminantes naturales en
distintos productos de origen agricola, fundamentalmente trigo y maiz. Su nombre deriva de
Trichothecium roseum, a partir del cual se aislo en el afio de 1984, el primer miembro del
grupo, el tricotecin. Estas toxinas son potentes inhibidores de la sintesis proteica en
organismos eucariotas incluyendo animales, hongos y plantas. El interés reside en su toxicidad
y en el hecho de que la contaminacion de las cosechas, alimentos e insumos para animales es

un problema permanente y de alcance mundial (Desjardins y col., 1993).

El género fingico mas importante, por su patogenicidad en una amplia variedad de huéspedes
y por la produccién de tricotecenos en cereales, es sin duda Fusarium. Segun el sistema
taxondmico de Nelson y col. (1983), seis especies de este género han sido documentadas como
productoras de tricotecenos en todo el mundo: F. crookwellense, F. culmorum, F.
graminearum v F. sambucinum (seccion Discolor), F. sporotrichioides, F. poae (seccion
Sporotrichiella). El perfil de produccion de tricotecenos de las especies de Fusarium difiere

marcadamente respecto del tipo como de la cantidad producida y una amplia variedad de otros
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tricotecenos pueden ser producidos por cepas individuales bajo determinadas condiciones de

crecimiento (Desjardins y col., 1993; Nelson y col., 1993).

Todos los tricotecenos comparten un ntcleo de tres ciclos llamado tricoteceno y contienen
generalmente un anillo de seis centros con un oxigeno en la posicion 1, una doble ligadura en
la posicion C-9 y C-10 y un epdxido en el C-12 y C-13, epdxido que resulta esencial para la
toxicidad. El total de tricotecenos que se presentan en la naturaleza excede de 60 compuestos.
Sus estructuras quimicas varian tanto en la posicion, el nimero como en la complejidad de sus
esterificaciones. Los tricotecenos de Fusarium son alcoholes relativamente simples y ésteres
de cadena rcorta; y se ha propuesto una clasificacion en cuatro grupos: A, B, C y D (Figura 4).
Por su incidencia natural y asociacién con micotoxicosis en seres humanos y animales, los

grupos A y B son los de mayor significancia (Tabla 5 ).

H,C o
OH
; Co
z
Y oH w
l
Tricoteceno w X y z
Toxina T-2 CH3COO- CH3COO- -H (CH3)2CHCOO-
Diacetoxiscirpenol CH3COO- CH3COO- -H -H
Deoxinivalenol -H2 -OH -OH =0
Nivaleno -OH -OH -OH =0

Valle Vega, 1991

Figura 4. Estructura quimica de los tricotecenos
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Tabla 5. Principales tricotecenos del grupo A y B

TRICOTECENOS R1 R2 i3 R4 R5
GRUPO A

Toxina T-2 (T-2) OH QOac Ooc H OCOCH,CH(CH3),
Toxina HT-2 (HT-2) CH OH Oac H OCOCH,CH(CH;)2
Diacetoxiscirpenol (DAS) OH Oac Oac H H
Neosolaniol (NEO) OH Qac Oac H OH
GRUPO B

Deoxinivalenol (DON) OH H OH OH -
3-acetildeoxinivalenol (3-AcDON) Oac H OH OH -
15-acetildeoxinivalenol(15-AcDON) OH H Qac OH -
Nivalenol (NIV) OH OH OH OH -
Fusarenon X (FX) OH OH OH OH -

ApSimon, 1994

Todas las especies animales que han sido expuestas parecen ser susceptibles a los tricotecenos,
micotoxinas capaces de producir una amplia variedad de efectos téxicos (Rotter y col., 1996).
Los sintomas de enfermedad varian ampliamente segin la especie animal y el tricoteceno
particular de que se trate, los niveles y las vias de exposicion. Experimentbs llevados a cabo
con tricotecenos quimicamente puros a bajas dosis, han reproducido varios de los aspectos
observados en las toxicosis asociadas con la ingesta de granos enmohecidos incluyendo:
anemia e inmunosupresion, hemorragias, emesis y rechazo de alimento en ganado porcino,
vacuno y aves de corral. Los cerdos y otros animales monogastricos (incluyendo los humanos)

son los mas sensibles a estas toxinas, los pollos y los patos, son los mas tolerantes, seguidos

por los rumiantes (Scott, 1994).

La experimentacion con animales ha demostrado que estas toxinas son teratogénicas,
inhibidoras de la sintesis proteica y potentes inmunosupresores, predisponiendo a los animales
a otras enfermedades (Overnes y col., 1997). En general, en todas las especies que sufren
sintomas de intoxicacién por tricotecenos, se produce una recuperacion cuando el alimento

contaminado es retirado de la racion (Rotter y col., 1996).
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En pollos y pavos se necesitan niveles altos de tricotecenos para lograr una respuesta toxica.
El consumo de T-2 y DAS en forma crénica, inducen reduccién en el consumo de alimento y
en la ganancia de peso, lesiones orales, necrosis de ciertos tejidos (linfoide, hematopoyético,

mucosa gasirica), posibles desordenes neurologicos y plumaje anormal (Ademoyero y
Hamiiton, 1989).

Datos historicos v epidemiologicos en seres humanos indican una asociacion entre ciertas
epidemias y el consumo de granos infectados con especies de Fusarium productoras de
tricotecenos. Brotes de leucopenia téxica alimentaria (ATA) que ocurriecron en la Unidn
Soviética en los afios cuarenta, han sido asociados con el consumo de granos infectados con F.
sporotrichinoides (especie productora de T-2). En Japon, brotes de una enfermedad similar
(akakaby-byo) fueron asociados con el consumo de granos infectados con F. graminearum
(especie productora de DON). Sin embargo, no existen evidencias directas de que T-2 o DON

hayan sido los metabolitos responsables de esas epidemias en seres humanos.

En 1993, la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) en funcién de la
limitada informacién disponible en seres humanos y animales, determind que los tricotecenos
DON, NIV, FX y T-2 no pueden ser clasificados como carcindgenos para seres humanos, por

lo tanto fueron asignados dentro del grupo 3 por la IARC (Castegnaro y McGregor, 1998).
I1.5.1. Efectos bioldégicos y toxicidad del deoxinivalenol (DON)

Deoxivalenol, también conocida como vomitoxina, en condiciones naturales se presenta junto
con otros derivados de su familia, en trigo y cebada se han aislado 3-acetil-deoxinivalenol (3-
ADON), 15- acetil-deoxinivalenol (15-ADON), 3,4-diacetil-nivalenol (3,4-DANIV) y 3,5-
diacetil-deoxinivalenol (3,5-DADON) (Mirocha, 1979).

Los efectos toxicos ocasionados en animales por DON son reduccién de la ganancia de peso,
rechazo del alimento, anemia e inmunosupresion. Los cerdos son extremadamente sensibles a
esta micotoxina. En pollos se ha observado irritacién del tracto gastrointestinal superior,

hemorragias, desordenes nerviosos, disfuncion renal y respuesta inflamatoria indefinida. Si




24

bien los niveles de contaminacion natural con DON en los alimentos avicolas son bajos para
producir micotoxicosis, se debe considerar la incidencia de mas de una toxina que pueden

interactuar potenciando el efecto (Kubena y col., 1997).

En general, bajo condiciones in vive con varios animales domésticos el DON suprime la
respuesta inmune normal e induce efectos autoinmunes, con superproduccion de citocinas,

activacion de macrofagos y células T (Rotter y col., 1996).

La coccidn y otros procesos no eliminan los niveles de DON en los productos alimenticios ya
que esta micotoxina permanece después de procesos como la fermentacidn, encontrandose
niveles preocupantes en la cerveza. Niveles de DON de 0.5 ppm pueden causar problemas de
palatabilidad resultando en pérdidas econémicas por el bajo consumo de alimento. Los niveles
de riesgo varian segin la especie animal y es influenciado por la edad y el estado general de
salud. Los niveles preventivos para DON recomendados por 1la FDA son de 1 ppm en los
productos de trigo para consumo humano; 10 ppm para cereales y subproductos destinados
para la alimentacion del ganado vacuno y aves de corral, que no exceda del 50% del total de la

composicion del mismo; 5 ppm para cerdos y otras especies como perros y gatos, que no
exceda del 20% de la dicta (Scott, 1994).

11.5.2. Zearalenona

Las micotoxinas estrogénicas constituyen una clase importante de estrogenos ambientales. El
nombre zearalenona (ZEA) deriva de Gibberella zeae, que fue el primer organismo
descubierto como productor. Esta toxina es producida principalmente por la especie F.
graminearum, contaminante comun de los cereales e insumos animales: seguida por F.

culmorum, F. equiseti, F. semitectum, F. gibbosum, F. tricinctum, F. oxysporum, F.

sporotrichioides y F. lateridium.

La ZEA causa problemas en la agricultura, particularmente en la produccion porcina debido a

su contribucién a la contaminacion ambiental con estrégenos (Shier, 1998).
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La estructura quimica de la ZEA corresponde a una lactona del 4cido resorcilico, el cual es un
anillo lactona macrociclico unido a un resorcinol (Figura 5). Hasta el momento, se han aislado
al menos siete compuestos del tipo de la ZEA en la naturaleza. Estos metabolitos difieren de la
estructura principal en el grado de oxidacién e hidroxilacion entre el C-3 y C-8 en el anillo

lactona, con excepcion de los compuestos S-formilzearalenona y los derivados 4-metileter
(Shier, 1998).

OH O

S

HO 0

Figura 5. Estructura quimica de la zearalenona

La estructura de la ZEA sugiere que las mismas son sintetizadas por la via del acetato
polimalonato, de la cual resulta una cabeza de condensacion de unidades acetato dentro de un
esqueleto policétido, el cual requiere pocas conversiones posteriores para liegar a ZEA. En
cuanto a su mecanismo de accién ZEA actia como un estrogeno, adoptando una conformacion

muy similar al 17- $-estradiol y otros estrégenos naturales que le permite unirse a receptores

estrogenicos de los tejidos (Shier, 1998).
11.5.2.1. Efectos biologicos y toxicidad de la zearalenona

Los cerdos son los animales mas sensibles a los efectos toxicos de la ZEA, aunque también se
han observado sintomas en vacas lecheras, pavos y patos. El hiperestrogenismo es la
enfermedad causada principalmente por esta toxina. Los sintomas observados en cerdas son
vulvovaginitis, pudiendo progresar a un prolapso vaginal en los casos mas severos. También
s¢ ha observado atrofia de los ovarios, con aumento de tamafio y edema en Gtero y glandulas
mamarias. En machos jovenes, esta toxina produce sintomas de feminizacion: engrosamiento

de prepucio, atrofia testicular y desarrolio de las glandulas mamarias. En machos maduros no
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se ve afectado el potencial reproductivo. Estos efectos adversos han sido observados con
concentraciones de ZEA de 10 a 20 ppm: niveles mas elevados (25 a 100 ppm) producen
estros continuos, estados de pseudopreiiez ¢ infertilidad. Debido a la alta sensibilidad de estos

animales a la ZEA aun a niveles tan bajos como 1 ppm se comienzan a observar efectos
adversos (Prelusky y col., 1994).

Pocas alteraciones en los pardametros bioquimicos se han observado con la ingestion crénica de
ZEA, estos incluyen: aumento en los niveles de la progesterona sérica y disminucion de las
hormonas luteinizante y prolactina. Signos de teratogenicidad han sido demostrados en cerdas
y en ratas hembras alimentadas con insumos conteniendo altas concentraciones de ZEA (Scott,
1994). Los casos a campo de problemas inducidos por la ingestion de ZEA en vacunos han
sido bien documentados, consumiendo alimentos o raciones contaminadas con niveles de 10 a
15 ppm. Las manifestaciones clinicas se asocian tipicamente con el sindrome
hiperestrogénico, diarrea, estados de estro continuo, infertilidad, vaginitis, disminucién en la
produccién de leche y abortos. En vacunos, no se observaron cambios en los parametros

bioquimicos aun con niveles elevados de ZEA (Coppock y col., 1990; Weaver y col., 1989).

A elevadas concentraciones de ZEA en el alimento, los pavos pequefios son mas sensibles que
las ponedoras y los pollos en la misma edad. Estos ultimos, son las aves de corral mas
resistentes a los efectos de esta toxina. Con los niveles bajos comtiinmente registrados en los
insumos, no se observan cambios en el consumo de alimento, ganancia de peso, produccion de
huevos, en los pardmetros bioquimicos y hematolégicos, cn la apariencia histolégica de los
tejidos. En pollos alimentados con dosis de 800 ppm de ZEA durante 7 dias se observaron
sintomas leves, disminucion en la ganancia de peso y algunos cambios en los pesos relativos
de los 6rganos (Allen y col.,, 1981). Existen limitadas evidencias para considerar a la ZEA

como posible agente carcindgeno en seres humanos (Castegnaro y McGregor, 1998).

IL 6. Incidencia de micotoxinas en maiz y alimentos destinados a consumo animal

Realizando una estimacién del consumo en las dietas y conociendo los efectos toxicologicos
de las toxinas, se puede comenzar el dificultoso proceso de estimacion del riesgo debido a la

presencia de micotoxinas en los alimentos. De esta manera podran fijarse niveles regulatorios,
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con el proposito de limitar la exposicion del animal. La determinacion de la incidencia,
niveles de contaminacién del maiz y productos derivados, con toxinas, no es un proceso
simple y depende de muchos factores como pueden ser las condiciones ambientales. Ademas
los datos dependen del desarrollo de los disefios estadisticos de muestreo, métodos analiticos
empleados v procesos de control de calidad desarrollados. La contaminacion de alimentos
destinados al consumo animal usualmente refleja la incidencia de la infeccion fungica en los
cultivos originales durante una estacidén particular, la cual estaria influenciada por varios

factores tales como: origen, sequia y dafio por insectos.

La incidencia y los niveles de aflatoxinas varian de un area geogréfica a la otra y ain dentro de
las regiones. En general el problema de contaminacién con AFs parece circunscribirse a las
dreas tropicales y subtropicales, debido a las preferencias de temperatura de los hongos
productores. La mayor contaminacién del maiz con AFs, probablemente ocurre previo a la
cosecha. Los insectos y el estrés hidrico son factores predisponentes, asi como las practicas de
almacenamiento. EI hongo tiende a invadir y concentrar su infeccién alrededor del gérmen del
grano de maiz. En el proceso de la molienda, para la preparacion de alimentos de consumo
humano y animal, se descarta el gérmen y el endosperma con o cual se efectiia una importante
reduccién en el contenido de AFs presentes en el grano original. Datos sobre la incidencia de
AFs en el maiz que se destina al consumo animal y productos derivados han sido informados

en todo el mundo (Price y col., 1993, Phillips y col., 1996, Céspedes y Dias, 1997, Scudamore
y Patel, 200, Dutta y Das, 2001, Escoar y Regueiro, 2002).

La contaminacion por ocratoxina en maiz y ofros alimentos esta documentada en diversos
trabajos realizados en Sudamérica (Magnoli y col., 2003; Da Rocha, 2003). En Francia se han

encontrado niveles elevados de OA en frutas y vinos (Pfohl-Leszkowicz y Molinié, 2003).

En los altimos afios desde su descubrimiento (1988) ha existido gran interés en demostrar el
efecto de la exposicion humana y animal a las fumonisinas. Es de gran importancia
documentar la incidencia de estas micotoxinas en productos agricolas, ya que el conocimiento
de los niveles de contaminacion de las mismas y el patron de consumo, permitira establecer

los niveles a los que esta expuesta la poblacion animal.
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Visconti (2000) publica una revision de los niveles de FBs detectados en granos post-cosecha,
en el almacenamiento, y en los alimentos comerciales, reportando una incidencia en maiz para

consumo humano y productos derivados de 47% a 82% entre los diferentes continentes

Los tricotecenos no macrociclicos de los grupos A y B han sido encontrados como
contaminantes naturales en todo ¢l mundo. Las principales fuentes de tricotecenos en
alimentos para humanos y animales son granos de cereales contaminados, fundamentalmente
los que provienen de trigo, maiz, cebada, centeno, avena y arroz. En diversos paises existen
datos sobre la presencia de DON en ¢l maiz, sin embargo, se consideran escasos (Chulze y
col., 1989, Torres y col., 1990 y Rafai y col., 2000). Estudios de capacidad toxicogénica
revelaron que el 74% de las cepas de F. graminearum aisladas de trigo y maiz eran

productoras de DON, entre otros tricotecenos (Molto y col., 1997).

De los cereales destinados a la elaboraciéon de insumos, los granos de maiz son los més
contaminados con ZEA, seguidos por trigo, cebada, avena, heno y ensilados de maiz. En
general ZEA se encuentra en co-ocurrencia con DON, en la mayoria de los alimentos
ensayados debido a que las principales especies productoras, F. graminearun y F. culmorum,
son potencialmente productoras de ambas micotoxinas. Existen numerosos datos sobre la
incidencia de ZEA en maiz y alimentos a base del mismo destinados a la produccién animal

(Price y col., 1993, Lauren y col., 1996, Scout, 1997, Li y col., 1999, Rafai y col., 2000).

IL.7. Impacto econémico y social de las micotoxinas

El impacto de las micotoxinas en la salud humana y animal es actualmente reconocido y se
estima que las mismas causan graves pérdidas econdmicas estimadas en millones de ddlares
en todo el mundo (Peraica y col., 1999). Ello se traduce en un aumento de los costos para los
productores de granos en menor rendimiento, valor nutritivo ¢ incremento en los costos de
transporte; para los ganaderos: menor rendimiento de los animales, problemas en la
reproduccion, aumento en la incidencia de enfermedades, gasto en personal veterinario,
aumento en los costos de descontaminacion y pérdida en los mercados; para los distribuidores:

incremento en los costos de procesos tales como secado, destoxificacidon y capacidad de
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almacenamiento; y para los industriales: pérdida de producto, costos de supervisién y analisis

de micotoxinas en los productos (Osweiler, 2000; Hussein y Brasel, 2001).

Sélo en algunos casos particulares, es posible realizar un analisis directo de las pérdidas
econémicas producidas por la presencia de las micotoxinas en los productos agropecuarios.
Un ejemplo de esto fue la contaminacion de maiz con aflatoxinas en Estados Unidos en el afio
1977, la cual representd una pérdida de alrededor de 111 millones de dolares. Pero los costos

son imposibles de estimar cuando las micotoxicosis implican muertes humanas (Smith y
'Moss, 1985).

IL8. Prevencién y control de micotoxinas

La estrategia mas efectiva de controlar la contaminacion con micotoxinas es la prevencion
tanto de la infeccidén fingica como en la produccién de sus toxinas, a campo y durante el
almacenamiento. Cuando la contaminacién ha tenido Iugar, existe la posibilidad de reducir los
niveles de toxinas iniciales por debajo de los valores de tolerancia recomendados a través de la

dilucion de los granos contaminados o la implementacion de estrategias de descontaminacion

{Charmley y col.,1995; Galvano y col., 2001).

Desde hace varios afios, se han establecido limites regulatorios para las toxinas mas
peligrosas, AFs en cereales, oleaginosas y productos derivados destinados principalmente al
consumo humano. En la actualidad se cuenta con numerosos datos que informan la co-
ocurrencia de varias micotoxinas en los alimentos: AFB; y FB|; OA y AFB1; citrinina, DON,
dcido penicilico y toxina T-2; Afs y 4cido ciclopiazénico; AFB; y DON; AFB, y toxina T-2
(Moss, 1996).

Actualmente, 90 paises poseen regulacidon o propuestas sobre limites de micotoxinas en sus
alimentos, 77 paises tienen algunas regulaciones, mientras 13 no poseen ninguna
reglamentacion vigente (FAQO, 1997). La mayoria de las normas vigentes estén referidas a las

aflatoxinas en diversos alimentos, principalmente aquellos destinados al consumo humano
(Boutrif y Canet, 1998).
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Son pocos los paises donde se establecen limites de micotoxinas en maiz y alimentos a base de
maiz destinados al consumo animal (Tabla 6). Menos frecuentes son las regulaciones para:
patulina, ocratoxina A (OA), fumonisina B;(FB1), deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA)
y toxina T-2. Obviamente, la necesidad de una legislacion que imponga limites para las

toxinas fiingicas en alimentos es ampliamente reconocida por los paises industrializados.

Tabla 6. Niveles maximos de micotoxinas toleradas en los cereales y en alimentos a base de
maiz para consumo animal

PAIS PRODUCTOS MICOTOXINAS
Argentina Maiz v subproductos AFB 1:5 ;
AFBI1,AFB2, AFGl, AFG2: 20 |
Bosnia Maiz, trigo, arroz y cereals AFBI, AFGl : 1
Brasil Maiz AFBI, AFGI: 30 i
ZEA: 200
Bulgaria Cereales y subproductos AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2:2.5
China Maiz y aceite de maiz AFBI1: 20
Costa Rica Maiz : AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2 : 35
Cuba Cereales AFBl, AFB2, AFGI, AFG2:5
Chipre Cereales AFB1, AFB2, AFG1, AFG2: 10
Dinamarca Cereales y subproductos Ocratoxina A
Republica Maiz y subproductos AFBI1, AFG1: 0
Dominicana maiz importado AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2 : 20
Egipto Cereales y subproductos AFBI, AFB2, AFGI1, AFG2: 10
Maiz AFB1, AFB2, AFG1, AFG2: 20
Finlandia Todos los alimentos AFBI1, AFB2, AFGI, AFG2 :5 |
Francia Todos los alimentos AFBI1: 10 ‘
Cereales ZEA: 200
Ocratoxina A: 5
Alemania Todos los alimentos AFB1: 5 !
Gredia Maiz AFBI1: 5 ‘
Guatemala Maiz Afs totales : 10 i
Honduras Todos los alimentos AFBI1, AFG1, AFG2 :1
Maiz AFBl1:1
Israel Maiz y subproductos AFBI1: 5
AFBI1, AFB2, AFGI AFG2: 15
ftalia Todos los alimentos AFBI1 :5
AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2: 10
Jamaica Cereales AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2: 10
Jordania Cereales y maiz AFBI: 15
Afs Totales: 30
Macedonia Maiz, trigo, arroz, cereales AFB1, AFGI: 1
Nigeria Todos los alimentos AFBI1:20
Paises Bajos Cereales y subproductos Todas las micotoxinas: 0
Rusia Cereales AFBL :5
Zea : 1000

Estados Unidos

Todos los alimentos

Toxina t-2 : 100, DON: 1000
AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2:20

Boutrif y Canet ( 1998).
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La presencia de multiples toxinas en los alimentos debe ser considerada cuando se aplican
estrategias de descontaminacion y/o destoxificacién. Un proceso se considera efectivo cuando
cumple los siguientes requisitos: ser aceptado por las agencias regulatorias, ser econdmico,

aplicable a gran escala y capaz de reducir el riesgo de exposicion a un alimento contaminado

con mas de una toxina fingica.

Debido a que los conocimientos sobre la importancia sanitaria y econdémica de la
contaminacion de micotoxinas en los alimentos, son relativamente recientes y que los

estudios de toxicologia cronica son muy prolongados, no existen métodos industriales

de gran difusién tendientes a prevenir las micotoxicosis.

I1.8.1. Métodos de eliminaciéon de micotoxinas en productos agricolas

Los métodos de disminuir la cantidad de micotoxinas en productos agricolas se

pueden dividir en tres categorias: quimicos, biologicos y fisicos (Charmley y
Prelusky,1994; Galvano y col., 2001).

Numerosos métodos quimicos han sido propuestos para la destruccion o inactivacion
de las micotoxinas en insumos agricolas contaminados naturaimente. Se han ensayado
numerosos productos quimicos para lograr la disminucién de estos en los insumos.
Sin embargo, la mayoria de estos métodos no satisfacen los criterios de aceptabilidad,
debido a que si bien destruyen a las aflatoxinas, también disminuyen el valor

nutricional del producto o producen metabolitos residuales toxicos (Basappa y
Shantha, 1996).

Entre los métodos bioldgicos, la accidn microbiana es una alternativa para la reduccion de los
niveles de micotoxinas, en especial las AFs. Su efectividad se fundamenta en la presencia de
un microorganismo controlador o la accidén de compuestos quimicos especificos producidos

por éste, que inhiben el crecimiento del hongo productor o directamente la produccion de sus
toxinas (Hao y col., 1989). ‘
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Los métodos fisicos de destoxificacion desarrollados son: la limpieza, la separacion
mecénica, el lavado, la segregacién por densidad, la inactivacion térmica, la
irradiacion, el ultrasonido, la extraccion con solventes y la adsorcién. La mayoria de
éstos métodos se usan para remover a las aflatoxinas de los productos agricolas, tales

como cacahuate y alimentos para animales (Lopez-Garcia y Park, 1998; Jackson y
Bullerman, 1999).

Los procesos utilizados en la elaboracion de alimentos para animales generalmente no
producen disminucion en los niveles de las micotoxinas. El peleteado del alimento disminuye

los niveles de AFs, pero no los de DON. El proceso de ensilado del maiz no destruye las AFs,
ZEA, DON y OA (Scott, 1991).

Uno de los métodos mas recientes propues'tos para la prevencién de las micotoxicosis,
consiste en ¢l uso de sustancias adsorbentes o ligantes de micotoxinas, que se
adicionan a los alimentos para animales durante el proceso de elaboracién. Estas
sustancias actian posteriormente secuestrando las toxinas en el tracto gastrointestinal

y reduciendo la biodisponibilidad de las mismas.

Una gran variedad de materiales adsorbentes, tales como, carbén activado, bentonitas,
zeolitas, aluminosilicatos de sodio y calcio hidratado (HSCAS); otras variedades de
arcillas, resinas sintéticas de intercambio idnico, como colestiramina y sustancias
poliméricas como, polivinil-polipirrolidona han sido evaluados exitosamente en la
adsorcién de numerosas micotoxinas; (Piva y col., 1995; Ramos y Herndndez, 1997,
Scott, 1998; Galvano vy col.,, 1997, 1998; Huwig y col.,, 2001). Ciertos
aluminosilicatos han mostirado capacidad para unir AFs en aceite de cacahuate y
alimentos para animales (Machen y col., 1988). Sin embargo los efectos a largo plazo
y la seguridad de los aluminiosilicatos no han sido determinados. Es importante
destacar, que no existe en la literatura suficiente evidencia de que €stas sustancias
adsorbentes disminuyan significativamente el valor nutricional de las raciones,

mediante el secuestro de vitaminas, aminodcidos y minerales esenciales (Ledeux y
col., 1999).
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I1.9. Metodologia analitica para deteccion de micotoxinas

La determinacion de micotoxinas se fundamenta en cuatro etapas: el muestreo, la extraccion y
limpieza, cuantificacion y finalmente la confirmacion. Para la determinacidén es necesario
establecer un programa de muestreo eficiente para obtener resultados precisos, asi como la
preparacion de las muestras. Una deficiente toma de muestra dara resultados errdneos y no se

conocera el nivel correcto de contaminacion por la distribucion irregular de las mismas.

La metodologia para la cuantificacion de la mayoria de las micotoxinas, en la actualidad es

avanzada, variando los procedimientos segin el alimento, la toxina y el equipo que se tenga en

el laboratorio.

La técnica de cromatografia de capa fina (TLC) ha sido utilizada para separar identificar y
cuantificar las micotoxinas, requiere de limpieza de los extractos de una columna
cromatografica para purificarlos. Los extractos son concentrados y las micotoxinas son
detectadas con luz ultravioleta después de correr las muestras y estindares en una fase
estacionaria por lo general de silica gel y como fase mévil diversos solventes (Garza, 1994).
Esta técnica por sus caracteristicas se considera semicuantitativa y ha mostrado la desventaja

de presentar gran variabilidad analitica (Montemayor, 1994).

La cromatografia de liquidos de alta precision, ha demostrado ser la técnica de eleccidn para la
cuantificacién de micotoxinas, llegando a detectar niveles en ppb (10 ng), al igual que el
método de TLC requiere de la purificacion de los extractos y la separaciéon en la columna
cromatografica a través de una fase mévil formada por diferentes solventes y al final la
deteccion por luz ultravioleta o por fluorescencia. Sin embargo, requiere de alta inversion en

equipo, de personal calificado y tiempo en las determinaciones, aunados a un alto costo de

operacion (Quattrocchi y ¢ol.,1992).

Con el desarrollo de la tecnologia de anticuerpos monoclonales y policlonales en aplicaciones
analiticas, particularmente en el terreno de las micotoxinas, es posible realizar analisis rapidos

y confiables de micotoxinas a bajos costos. Las técnicas desarrolladas incluyen a los sistemas
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de inmunoensayos como ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima) y cromatografia
mediante columnas de inmunoafinidad con deteccion fluorométrica (Pestka y col, 1995). Estas

prucbas se basan en la reaccion antigeno-anticuerpo.

Las prucbas de inmunoensayo enzimatico (ELISA) pueden ser de manera directa, indirecta o
por inmunoensayo enzimatico competitivo, en esta ultima, la micotoxina libre y el conjugado
de micotoxina-enzima compiten por los sitios del anticuerpo, posteriormente se agrega un
sustrato cromdgeno y se incuba, la reaccion se detiene y se realiza una medicion fotométrica a

450 nm de longitud de onda en el Lector de ELISA.

El principio de las columnas de inmunoafinidad para el andlisis de micotoxinas esta dado por
la presencia de anticuerpos en la columna, los cuales son especificos a cierta micotoxina. El
extracto de una muestra se pasa a través de la columna y el anticuerpo retiene a la micotoxina,
la cual posteriormente se recupera mediante el paso de un eluyente que desactiva el anticuerpo
v deja libre a la micotoxina, que se cuantifica por fluorometria (RDT, 1998; Bommeli,1999).
Puesto que 1a adquisicion del equipo de HPLC requiere de gran inversion es necesario realizar

estudios que comparen esta técnica con la de cromatografia de liquidos.

I1.10. El maiz (Zea mays) en México

La produccion mundial promedio de maiz en el afio de 1999 fue de 605 millones de toneladas,
siendo los principales paises productores de maiz: Estados Unidos, que aporta el 40% y China
el 21 %; en menor medida participan, Brasil y México, con una contribucion del 6 y 3 %
(Centro de Estadistica Agropecuaria SAGAR, 2000a; Grains: World Markets and Trade;
Foreing Agricultural Service, USDA; 1999). '

Las practicas productivas y comerciales en el mundo, ubican al maiz como el principal grano
destinado al consumo de la ganaderia, siguiendo en orden de importancia la cebada, el sorgo y
la avena. En el periodo 1995-1999, la produccion promedio de estos granos ascendio a mas de
800 millones de toneladas, de las cuales el 71% correspondieron a maiz, el 18% a cebada, el

8% a sorgo v el resto a avena (Centro de Estadistica Agropecuaria SAGAR, 2000b).
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La produccion de maiz en México se desarrolla predominantemente en el ciclo primavera-
verano, bajo la modalidad de temporal con una participacion de 81.7%, mientras que ciclo
Otofio-Invierno representa el 18.3%. La importancia del maiz en el subsector agricola se
aprecia a través de su alta participacion en la alimentacién nacional, en ia superficie sembrada

y su peso relativo en el valor de la produccion.

La oferta total de maiz grano en México esta determinada principalmente por la produccion
nacional y en menor medida por las importaciones, de tal manera que el grano nacional
contribuye en promedio con el 86% de 1a oferta total. El maiz grano se produce practicamente
en todos los estados de la republica, bajo un mosaico de formas y procedimientos productivos
con diferentes grados de tecnificacion y utilizacién de una amplia variedad de semillas, que se

reflejan en las caracteristicas del producto (Centro de Estadistica Agropecuaria, SAGAR
2000c, SECOFI, CONAPO, CANAMAIZ).

En el periodo 1990-1998, la superficie sembrada de maiz representé en promedio el 52.8% de
la superficie nacional de los cultivos ciclicos en el afio agricola, cubriendo una superficie de
8.5% millones de hectareas. Siendo los mejores productores los estados de Jalisco, Chiapas,
Michoacan, Guerrero, Guanajuato y Veracruz, que en conjunto aportan el 50.1% de la
produccion total del ciclo primavera-verano, con una producciéon promedio de 14.0 millones
de toneladas a nivel nacional y de 3.1 millones de toneladas para el ciclo Otofio-Invierno

{Centro de Estadistica Agropecuaria, SAGAR, 2000a).

La produccidon de maiz se destina predominantemente al consumo humano y en menor
medida, pero con volumenes crecientes para el consumo pecuario e industrial. El consumo de
la poblacién depende de su industrializacién y comercializacion, lo que permite la generacién
de productos que van desde la tortilla hasta los cereales de mesa, aceites comestibles, frituras,
almidones y fructosa; Como alimento para animales: en forma directa o es canalizado a la

industria de alimentos balanceados, princtpalmente para aves y cerdos (Agro, 2000).

El consumo de maiz por la poblacion mexicana representa el 72% del total producido,

correspondiendo el 59.5% a consumo en tortillas, y en menor proporcién a otros alimentos a
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base del mismo. El consumo per capita se calcula de 300 g por dia que aportan el 56% de las
calorias y el 47% de las proteinas en la alimentacion del mexicano, en las areas rurales estos

porcentajes son del 76% y 56% respectivamente (Gonzalez, 1995).

El estado de Jalisco ocupé el primer lugar nacional en produccion de maiz durante el ciclo
primavera-verano del 2002, registrando una produccion de 3 millones 29 mil 144 toneladas
(Centro de Estadistica Agropecuaria, SAGAR, 2003). Entre los principales municipios
productores de maiz se encuentran: Acatic, Ameca, Ayotlan, Ocotlan, Degollado, Ciudad

Guzmén, Ixtlahuacan de los Membrillos, La Barca, Tlajomulco, Tototlan, Viila Corona y

Zapopan.

Acatic presenta una extension territorial de 362.39 km’® y su orografia se considera plana
(42%) y semiplana (47%), y en una proporcion menor (11%) zonas accidentadas. Sus recursos
hidrolégicos son proporcionados por los rios y arroyos que conforman las subcuencas rio
Verde, Grande Belén y Santiago. El clima es semiseco, con otofio € invierno secos, y
semicalido, sin cambio térmico invernal bien definido. La temperatura media anual es de 18.5

°C, con méaxima de 30.5 °C y minima de 7.6 °C.

Ameca, de extensién territorial de 685.73 km™ presenta una orografia conformada por zonas -
planas (45%), semiplanas (40%) y accidentadas (15%). Sus recursos hidrolégicos son
proporcionados principalmente por el rio Ameca y el rio Muerto. El clima es semiseco, con
invierno y primavera secos, y semicalido, sin cambio térmico invernal bien definido. La

temperatura media anual es de 21.3 °C, con maxima de 30.7 °C y minima de 11.9 °C.

Ixtlahuacén de los Membrillos presenta una extension territorial de 184.25 km” y su orografia
se constituye por zonas planas (62%), semiplanas (20%) y accidentadas (18%). Sus recursos
hidrolégicos son proporcionados por el rio Santiago; Los arroyos: Los Sabinos, Los Lobos,
Agua Escondida. El clima es semiseco, con otofio e invierno secos y semicélido, sin cambio
térmico invernal bien definido. La temperatura media anual es .de 19.8 °C, con maxima de

25.2 °C y minima de 14.6 °C.
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Villa Corona presenta una extensién territorial de 197.37 km® y su orografia se considera
plana (425) en su mayor parte, con altitudes entre los 900 y los 1,500 metros sobre el nivel
del mar correspondientes al extremo de la sierra de Tapalpa y zonas semiplanas (42%). Sus
recursos hidrolégicos son proporcionados por los arroyos: Zarco, Colorado, La Compuerta y
El Corral Falso; Por la Laguna de Atotonilco; los manantiales de aguas termales de Chimulco,
Agua Caliente, El Tular, as Delicias. El clima es semiseco y semicélido, sin cambio térmico
invernal bien definido. Los meses mas calurosos son mayo y junio. La temperatura media
anual es de 20.5 °C, con méxima de 29 °C y minima de 12.1 °C. La tabla 7 muestra la

produccidn agricola y pecuaria anual reportadas en los municipios por el sector agropecuario
del 2001.

Tabla 7. Produccion Agricola y Pecuaria en Acatic, Ameca, Ixtlahuacan de los Membrillos y
Villa Corona, Jalisco

Localidad Superficie | Produccién * | Bovinos | Bovinos Cerdos Ovinos y Aves
sembrada Toneladas leche carne *x caprinos e
Has. *k **k *%
Acatic 11,760 44,579 7,471 7,635 63,599 1,435 2,624
Ameca 20,459 72,996 10,639 51,115 8,332 9,995 301,412
Ixtlahuacan
de los 10,313 29,547 9,233 | 10,795 3,428 2,347 265,655
membrillos
Villa Corona 6,435 12,251 6,699 7,519 23,267 20,746 213,966

* ciclo primavera-verano ** nimero de cabezas
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El impacto de las micotoxinas en la salud humana y animal es actualmente reconocido y se
estima que causan graves pérdidas econémicas, la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion estima que cada afio el 25% de la produccion agricola

destinada a los alimentos es afectada por las micotoxinas (Van-Egmond, 1995; Peraica y col.,
1999).

Los principales efectos de la contaminacion de alimentos por micotoxinas son el aumento de
los costos para los productores de granos, ocasionados por un menor rendimiento, valor
nutritivo e incremento en los costos de transporte. Para los ganaderos son: menor rendimiento
de los animales, problemas en la reproduccién, aumento en la incidencia de enfermedades,
gastos en personal veterinario, awmento en los costos de descontaminacién y pérdidas en los
mercados. Para los distribuidores: incremento en los costos de procesos tales como secado,
destoxificacion y capacidad de almacenamiento; y para los industriales: pérdida de producto,

costos de supervision y analisis de micotoxinas en los productos (Postupolski vy col., 1999;

Osweiler, 2000; Hussein y Brasel, 2001).

Actualmente se pretende resolver el problema de contaminacion de micotoxinas mediante la
utilizaciébn de genotipos de maiz de mayor resistencia al desarrollo de hongos

micotoxigénicos, ademas de mejorar el manejo agricola durante el cultivo y la cosecha.

En algunos paises se tienen reportes sobre los niveles de contaminacién por micotoxinas, o
que ha permitido se establezcan niveles tolerables en los alimentos de humanos y animales, sin
embargo, en México son pocos los estudios que se han realizado respecto a la contaminacién
por micotoxinas, siendo principalmente dirigidos a las aflatoxinas, las cuales son las unicas
micotoxinas que la FDA ha reglamentado con niveles permisibles para la alimentacion. Por lo
que resulta necesario realizar estudios que determinen los niveles de contaminaciéon por

micotoxinas en el maiz que se cosecha en el estado de Jalisco.




IV. JUSTIFICACION

Es importante valorar los niveles de contaminacion por las principales micotoxinas que tienen
impacto a la salud de humanos y animales (aflatoxinas, deoxinivalenol, fumonisinas,
ocratoxina y zearalenona), relacionando la incidencia de los niveles presentes de las
micotoxinas con los diferentes genotipos de tres variedades de maiz, desarrolladas por el
Centro de Investigaciones en Produccién de Semillas, del Departamento de Produccién

Agricola, CUCBA, de la Universidad de Guadalajara.

Puesto que actualmente se han desarrollado técnicas a partir de anticuerpos monoclonales y
policlonales, para la determinacién de micotoxinas como alternativa del uso de la
cromatografia de liquidos de alta precisidon, técnica de alta sensibilidad y exactitud, sin
embargo, poco accesible por su costo y manejo, €s necesario que las técnicas desarrolladas

para el analisis en menor tiempo y costo sean valoradas en forma comparativa.

Por otra parte, debido a que la contaminacién de hongos productores de micotoxinas en campo
es influenciada por los factores climatologicos que prevalecen durante el cultivo, se pretende
analizar las condiciones de temperatura y precipitacion pluvial en cada localidad a fin de

determinar si se presentaron condiciones favorables para la produccion de micotoxinas en las

zonas estudiadas.
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V. HIPOTESIS

Las condiciones climatologicas particulares de Acatic, Ameca, Ixtlahuacan de los Membrillos

y Villa Corona favorecen la presencia de hongos y la produccion de micotoxinas en diferentes

variedades de maiz.

La determinacion de micotoxinas como aflatoxinas, fumonisinas y ocratoxinas son

comparables cuando se determinan mediante cromatografia de inmunoafinidad o

inmunoensayo competitivo.
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VL. OBJETIVOS

GENERAL:

Determinar los niveles de contaminacion de aflatoxina, deoxinivalenol, fumonisina, ocratoxina

y zearalenona en maiz de tres variedades cosechadas en cuatro localidades del estado de

Jalisco.

PARTICULARES:

I. Cuantificar los niveles de aflatoxina, deoxinivalenol, fumonisina, ocratoxina y
zearalenona en maiz de las variedades UDG; 600, 601 y 602 cosechadas en Acatic,

Ameca, Ixtlahuacdn de los Membrillos y Villa Corona Jalisco en ¢l ciclo primavera-

verano de 1997.

II. Valorar las condiciones climatologicas de temperatura; maxima, minima y promedio y
precipitacion pluvial registradas durante el ciclo del cultivo primavera-verano de 1997

en las cuatro localidades de estudio.

[II. Comparar las técnicas de cromatografia de inmunoafinidad e Inmunoensayo

competitivo para la deteccion de aflatoxinas, fumonisinas y ocratoxinas.
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VII. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de micotoxinas del departamento de Salud

Publica, Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de

Guadalajara.

VII. 1. Muestreo

Bajo un disefio completamente al azar se obtuvieron muestras de maiz al término de la
cosecha en las localidades de Acatic, Ameca, Ixtlahuacan de los Membrilios v Villa Corona,
Jalisco (ciclo primavera-verano de 1997), se recolectaron mazorcas de maiz de las variedades
UDG-600, UDG-601 y UDG-602, nueve mazorcas por variedad y localidad (n=108). Las
cuales se secaron y mantuvieron almacenadas a temperatura ambiente en frascos de

polipropileno con un contenido de humedad menor a 10%.

La determinaciéon de las micotoxinas (aflatoxina, deoxinivalenol, fumonisina, ocratoxina y

zearalenona) se realizé6 a partir de muestras compuestas de tres mazorcas previamente

desgranadas con 3 repeticiones por determinacion.

La deteccién y cuantificacion de todas las micotoxinas se realizé mediante cromatogafia por
inmunoafinidad y deteccion fluorométrica (® Vicam), descrita por Ware y col. (1994), v con

la técnica de inmunoensayo competitivo (Agraquant ® Romer Labs) se detectaron aflatoxina,

fumonisina y ocratoxina.

La valoracion de las condiciones climatoldgicas de temperatura; maxima, minima y promedio
y precipitacion pluvial se realizé obteniendo los datos registrados en las estaciones
metereoldgicas cercanas a las cuatro localidades de estudio que fueron proporcionados por la

Comision Nacional del Agua (CNA).




VI1I. 2. Descripcion de las técnicas analiticas

Técnica de Cromatografia por Inmunoafinidad y deteccion Fluorométrica para Aflatoxinas:

1.

Se colocan 50 g de muestra con 5 g de cloruro de sodio en licuadora. Se agregan 100 mL
de metanol al 80% y licua a alta velocidad durante 1 minuto.

Se pasa a través de un filtro de papel aflautado y se colecta en un vaso de precipitado. 10
ml. del extracto filtrado se diluyen con 40 ml. de agua destilada.

Se filtra el extracto diluido a través de papel microfibra de vidrio y 10 mL del extracto
filtrado se agregan a la columna de inmunoafinidad.

Se lava dos veces la columna con 10 mL de agua destilada.

Se realiza Ia elucién de la micotoxina con 1 mL de metanol grado HPLC y colecta en una

cubeta especial de vidrio para fluorémetro. Se afiade 1 mL del revelador Aflatest y se lec la

concentracion en el fluorémetro.

Técnica de Cromatografia por Inmunoafinidad y deteccion Fluorométrica para deoxinivalenol:

o vop W

Se colocan 50 g de muestra con 5 g de cloruro de sodio en licuadora. Se agregan 200 mL

de agua destilada y licua a alta velocidad durante 1 minuto.

Se pasa a través de un filtro de papel aflautado, se realiza una segunda filtracién en papel
microfibra de vidrio.

Se agregan 6 mL del extracto fiitrado a la columna de inmunoafinidad.

Se lava dos veces la columna con 10 mL de agua destilada.

Transferir la columna a una jeringa de vidrio seca.

Se realiza la elucién de la micotoxina con (.75 mL de metanol grado HPLC y colecta en
una cubeta especial de vidrio para fluorometro.

Se transfieren 0.5 mL del eluato a un segundo tubo fluorométrico, se afiaden 0.5 mL de
metanol grado HPLC, posteriormente 0.5 mL del revelador A y 0.5 mL del revelador B y

se mezcla en vortex por 5 segundos. Se lee la concentracion en el fluorometro.
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Téenica de Cromatografia por Inmunoafinidad y deteccion Fluorométrica para fumonisinas:

1. Se colocan 50 g de muestra con 5 g de cloruro de sodio en licuadora. Se agregan 100 mL
de metanol al 80% y licua a alta velocidad durante 1 minuto.

2. Se pasa a través de un filtro de papel aflautado y se colecta en un vaso de precipitado. 10
mL del extracto filtrado se diluyen con 40 mL de sofucion 0.1% Tween PBS.

3. Se filtra el extracto diluido a través de filtro microfibra y 10 mL del extracto filtrado se
agregan a la columna de inmunoafinidad.

4. Selava la columna con 10 mL de solucion 0.1% Tween PBS y un segundo lavado con 10
mL de agua destilada.

5. Se realiza la elucidn de la micotoxina con 1 mL de metanol grado HPLC y colecta en una

cubeta especial de vidrio para fluorémetro. Se afiade 1 mL del revelador Fumonitest y se

lee la concentracion.

Técnica de Cromatografia por Inmunoafinidad y deteccion Fluorométrica para ocratoxinas:

1. Se colocan 50 g de muestra con 5 g de cloruro de sodio en licuadora. Se agregan 100 mL

de metanol al 80% y licua a alta velocidad durante 1 minuto.

2. Se pasa a través de un filtro de papel aflautado y se colecta en un vaso de precipitado. 10
mL del extracto filtrado se diluyen con 40 mL de agua destilada.
3. Se filtra el extracto diluido a través de filtro microfibra y 10 mL del extracto filtrado se

agregan a la columna de inmunoafinidad.

4. Se lava la columna con 10 mL de buffer de lavado para micotoxinas y posteriormente con

10 mL de agua destilada.

5. Se realiza la elucidn de la micotoxina con 1.5 mL con solucidon de Ocratest y colecta en

una cubeta especial de vidrio para fluordmetro y se lee la concentracion.
Técnica de Cromatografia por Inmunoafinidad y deteccion Fluorométrica para zearalenona:

1. Se colocan 20 g de muestra con 2 g de cloruro de sodio en licuadora. Se agregan 50 mL de

metanol al 80% v licua a alta velocidad durante 2 minutos.
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2. Se pasa a través de un filtro de papel aflautado y se colecta en un vaso de precipitado. 10
mlL. del extracto filtrado se diluyen con 40 mL de solucion 0.1% Tween PBS.

3. Se filtra el extracto diluido a través de filtro microfibra y 10 mL del extracto filtrado se
agregan a la columna de inmunoafinidad.

4. Selava la columna con 10 mL de solucién 0.1% Tween PBS y un segundo lavado con 10
mL de agua destilada.

5. Se realiza la elucion de la micotoxina con 1 mL de metanol grado HPLC y colecta en una

cubeta especial de vidrio para fluorémetro. Se afiade 1 mL del revelador Z y se lee la

concentracion en el fluorémetro.
Técnica de Inmunoensayo Competitivo para aflatoxinas, ocratoxinas y fumonisinas:

1. Para la extraccion 20 g de muestra molida junto con 100 ml de solucién de metanol al 70%
se mezclan vigorosamente por 2 minutos en licuadora y posteriormente se filtra.

2. Setoma la cantidad de celdillas verdes que se van a utilizar (una celdilla por cada muestra,
mas las de los controles) y el mismo ntiimero de celdillas recubiertas con anticuerpos.

3. Se agregan 200 ul de conjugado (frasco de tapa verde) a cada celdilla de mezclado v
usando una punta nueva cada vez, agregar 100 pl de las muestras y controles a las celdillas
de mezclado, con la micropipeta multicanal, se mezclan las celdillas aspirando y vaciando
a las puntas varias veces.

4, Se transfieren 100 pl de las celdillas de mezclado a las celdillas recubiertas
correspondientes e incuba por 15 minutos a temperatura ambiente. Se desechan las
celdillas de mezclado.

5. Utilizando una piceta multicanal se llena cada una de las celdillas recubiertas con agua, se
repite este proceso 5 veces. Debe asegurarse de remover todos los residuos de agua,
colocando la tira de las celdillas hacia abajo sobre una toalla de papel golpeandolos

fuertemente.

6. Se colocan 100 pul del substrato que contiene la enzima a cada celdilla ¢ incuba 5 minutos a

temperatura ambiente.
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7. Con la pipeta multicanal se agregan 100 pl de la solucion que detiene la reaccion de la

enzima con el complejo antigeno-anticuerpo en cada celdilla. El color de la solucion debe

cambiar de azul a amarillo.

Se limpia la base de las celdillas y leer a 450 nm en el lector (espectrofotometro) tomando

como blanco el aire.

Los valores medios de absorcién obtenidos de los estindares y de las muestras se dividen por
el valor de absorcion del primer esténdar (estdndar cero) y se multiplican por 100. De esta

forma, el estandar cero es igual a 100% y los demas valores de absorcion se indican en

porcentaje.

Absorcién del estandar (muestras) x 100 = % Absorcion

Absorcion del estandar cero

Deben aplicarse los valores calculados para los estindares a un sistema de coordenadas en
papel semilogaritmico contra la concentracion de las micotoxinas en ppb o ppm segtm el caso.
La concentraciéon de la micotoxina correspondiente a la absorcién de cada muestra puede ser

leida directamente de la curva de calibracion o utilizando el programa proporcionado Romer
labs.

Los resultados se contrastaron mediante el Analisis de Varianza a un nivel de confianza del
95% y 99%. Se compararon de acuerdo al tipo de variedad y entre localidades. Los datos

climatologicos se presentan en tablas y figuras para el estudio comparativo.
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VIII. RESULTADOS

VIII.1. Contaminacion por micotoxinas

Los hallazgos en la determinacion de micotoxinas en ¢l maiz presentaron bajos niveles de
aflatoxina mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico y no fue detectada por
cromatografia de inmunoafinidad. Los niveles promedio por localidad fluctuaron de 0.77 ppb

a 3.47 ppb. No se observd diferencia estadistica (p>0.05) entre localidades y variedades (tabla
8). |

Tabla 8. Niveles promedio de aflatoxinas (ppb) detectados en las variedades de maiz

cosechadas en cuatro localidades del estado de Jalisco mediante Inmunoensayo Enzimético

Localidad UDG 600 UDG 601 UDG 602
x S x $ x | s
ACATIC 1.0 0.1 0.77 0.06 0.93 0.95
AMECA 1.4 0.27 0.96 1.67 2.13 0.21
IXTLAHUACAN | 2.03 1.78 1.13 0.12 - 347 0.42
VILLA CORONA 0.8 ND 0.93 0.15 1.47 1.29

ppb: partes por billén : x promedio s: desviacion estandar ND: no detectado

Se encontr6 100% de contaminacién de fumonisinas en las muestras analizadas por
cromatografia de inmunoafinidad con niveles promedio de 3.53 a 17.9 ppm (tabla 9) y
mediante inmunoensayo enziméatico se observo en el 70%, con niveles de 0 a 4 ppm (tabla
10). Cuando se compararon los resultados obtenidos por cromatografia de inmunoafinidad se
observé diferencia estadistica {p< (.05) entre variedades en Ameca, mostrando la mayor
contaminacion la variedad UDG 600 (12.8 ppm), no s¢ detectaron diferencias significativas
(p> 0.05) en las otras localidades. Sin embargo, Villa Corona, mostr6 la mayor contaminacion
por fumonisinas en las tres variedades. Los resultados obtenidos por inmunoensayo
enzimatico fueron menores en todas las localidades y variedades estudiadas, a los detectados
por cromatografia de inmunoafinidad, mostrando los mayores niveles de fumonisinas la

variedad UDG 601 en Acatic, Ameca e Ixtlahuacan de los Membrillos.




48

Tabla 9. Niveles promedio de fumonisinas (ppm) detectados en las variedades de maiz

cosechadas en cuatro localidades del estado de Jalisco mediante Cromatografia de

Inmunoafinidad
Localidad UDG 600 UDG 601 UDG 602
x S x s x s
ACATIC 4.57 4,53 7.53 3.13 7.2 4.39
AMECA 12.8a 4.91 6.67 b 0.57 57b 0.87
IXTLAHUACAN 9.7 8.6 3.53 1.65 4.77 2.73
VILLA CORONA | 119 7.38 11.36 7.54 8.97 4.37

Las literales a y b indican diferencia estadistica p< 0.05 entre variedades.
ppm: partes por milldon x: promedio s: desviacién estandar

Tabla 10. Niveles promedio de fumonisinas (ppm) detectados en las variedades de maiz

cosechadas en cuatro localidades del estado de Jalisco mediante Inmunoensayo Enzimatico

Localidad UDG 600 UDG 601 UDG 602
x 8 X S x S
ACATIC 0.43 0.75 3.4 2.51 0.37 0.32
AMECA 0.13 0.15 2.03 3.35 0.03 0.06
IXTLAHUACAN 3.0 4.35 4.0 4.19 0.27 0.25
| VILLA CORONA 1.6 2.89 0 0 0.07 0.07

ppm: partes por millon x : promedio s: desviacidn estandar

La deteccion de ocratoxina mostré resultados contrastantes entre técnicas, cuando se
analizaron mediante cromatografia de inmunoafinidad los niveles promedios entre localidades
fueron de 2.73 a 38.67 ppb (tabla 11), correspondiendo a Villa Corona la menor
contaminacion; se encontré diferencia estadistica entre variedades (p< 0.01) en Acatic y
Ameca. Ademés de observarse diferencia significativa (p< 0.05) entre localidades cuando se

compararon en la variedad UDG 601, mostrando la mayor concentracion de ocratoxinas en
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Acatic e Ixtlahuacdn de los Membrillos. Los resultados que se obtuvieron mediante
inmunoensayo enzimatico fluctuaron de 0.67 a 3.2 ppb, mostrando la variedad UDG 601 los

mayores valores en Acatic y Ameca (tabla 12).

Tabla 11. Niveles promedio de ocratoxinas (ppb) detectados en las varicdades de maiz

cosechadas en cuatro localidades del estado de Jalisco mediante Cromatografia de

Inmunoafinidad
Localidad UDG 600 UDG 601 UDG 602
X s x s X s
ACATIC 273 ¢ 1.32 37.66a* 12.01 18.53b 0.58
AMECA 19.67b | 1.53 19.33 b ** 0.58 24.0a 2.0
IXTLAHUACAN | 35.67 1.53 38.67 * 1.53 13.93 18.38
VILLA CORONA | 7.6 1.91 9.03 *** 0.99 8.2 1.74

Las literales a y b indican diferencia estadistica p< 0.01 entre variedades.
Los asteriscos *, ** y *** indican diferencia estadistica p< 0.05 entre localidades
ppb: partes por billon x: promedio  s: desviacién estandar

Tabla 12. Niveles promedio de ocratoxinas (ppb) detectados en las variedades de maiz

cosechadas en cuatro localidades del estado de Jalisco mediante Inmunoensayo Enzimético

Localidad UDG 600 UDG 601 UDG 602
| ¥ s F s % S
ACATIC 1.75 1.48 2.8 0.42 1.1 0.14
AMECA 0.67b 0.45 25a 04 08b 0.26
IXTLAHUACAN 1.63 0.57 1.23 0.40 1.57 0.32
VILLA CORONA | 3.2a 0.17 1.2b 0.40 0.93b 0.23

Las literales a y b indican diferencia altamente significativa p< 0.01 entre variedades.
ppb: partes por billén  x : promedio  s: desviacién estandar
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La deteccion de deoxinivalenol mediante cromatografia de inmunoafinidad mostré niveles
promedio entre 3.13 y 16.17 ppm, se observé diferencia estadistica (p< 0.05) entre localidades
cuando se analizé la variedad UDG 601, siendo mayor la concentracion para Acatic (tabla 13),
mientras que Villa Corona mostrd la menor concentracion de deoxinivalenol en la tres

variedades de maiz estudiadas.

Tabla 13. Niveles promedio de deoxinivalenol (ppm) detectados en las variedades de maiz

cosechadas en cuatro localidades del estado de Jalisco mediante Cromatografia de

Inmunoafinidad
Localidad UDG 600 UDG 601 uDG 602
x s x S x s
ACATIC 16.17 17.21 1253 a 4.39 4.97 1.46
AMECA 7.1 3.41 7.67b 1.62 8.87 0.99
IXTLAHUACAN | 893 3.0 41¢ 0.5 6.47 3.93
VILLA CORONA | 3.53 0.70 397 ¢ 1.07 3.13 0.40

Las literales a, b y ¢ indican diferencia estadistica p< 0.05 entre localidades.
ppm: partes por millon  x: promedio s: desviacion estandar

Las concentraciones de zearalenona presentes en el maiz se mantuvieron en un rango de 0.01 a
0.51 ppm (tabla 14), mostrando los mayores niveles la variedad UDG 601 en Ixtlahuacén de
los Membrillos y la variedad UDG 602 en Villa Corona, existiendo diferencia estadistica entre

las variedades de maiz en Villa Corona y entre localidades cuando se compararon en la
variedad UDG 600.
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Tabla 14. Niveles promedio de zearalenona (ppm) detectados en las variedades de maiz

cosechadas. en cuatro localidades del estado de Jalisco mediante Cromatografia de

Inmunoafinidad
Localidad UDG 600 UDG 601 UDG 602
x s x S x S
ACATIC 0.11 0.09 0.35 0.31 (.25 0.06
AMECA 0.32 0.14 0.3 0.12 0.17 0.02
IXTLAHUACAN 0.1 0.01 0.51 0.36 0.22 0.21
VILLA CORONA | 0.22b 1.83 0.33 ab (.06 0.5a 0.02

Las literales a y b indican diferencia estadistica p< 0.05 entre variedades.
ppm: partes por milléon  x: promedio s: desviacion estindar

VIIL.2. Condiciones ambientales

La tabla 15 muestra las temperaturas reportadas durante el ciclo primavera-verano 1997 en las
cuatro localidades evaluadas. Los registros obtenidos se presentan para maximas, minimas y
promedio por quincena. El rango de temperaturas méaximas en Acatic fue de 25.7 a 31.7°C; en
Ameca de 30.2 a 37°C; Ixtlahuacan de los Membrillos de 27.5 a 30.8°C; y en Villa Corona de
28.7 a 33°C. Las temperaturas minimas disminuyeron en las localidades en forma similar la
segunda quincena de octubre (Figura 6), registrando la menor temperatura Ixtlahuacén de los
Membrillos (4.5°C). Las temperaturas promedios se mantuvieron en un rango de 16 a 23°C en

Acatic; de 19.7 a 27.7°C en Ameca; en 16.7 a 23.9°C en Ixtlahuacan y de 18.1 a 24.2°C en

Villa Corona, Jalisco.
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Tabla 15. Temperaturas (°C) registradas en Acatic, Ameca, Ixtlahuacan de los Membrillos y

Villa Corona durante el ciclo primavera — verano 1997

Fecha ACATIC AMECA IXTLAHUACAN | VILLA CORONA

max! x Min | max X Min | max x min | méax x min

1jun |31.7 ] 23.2 | 14.7 | 375 | 27.7 | 18.0 | 30.8 | 23.9 | 169 [ 33.0 | 242 | 154
2°jun 1269| 21.6 | 16.2 | 337 | 26.5 | 194 | 27.6 | 229 | 182 { 30.2 { 23.6 | 17.0
1 jul 1263209 | 154|320 | 252 | 183 | 27.8 | 23.0 | 18.1 | 29.1 | 22.6 | 16.0
2% jul [26.7] 209 | 152|322 | 252 | 18.1 | 28.1 | 23.0 | 17.8 298|231 | 163
l*ag [27.2]20.8 | 145|321 254 | 187 | 285|232 |17.8{29.11225 | 159
2%ag |27.1] 204 | 13.6 | 326 ! 25.6 | 18.6 ; 28.5 | 22.7 | 17.0  29.6 | 22.2 | 14.7
1%sep |25.7| 19.7 | 13.8 | 32.0 | 25.2 | 183 | 27.5 | 223 | 17.1 | 29.6 | 23.0 | 16.3
2%ep (27.1| 208 | 144 | 325 | 258 | 191 | 28.0 | 22.7 | 174 | 30.2 | 232 | 16.2
1ct (264|200 | 13.6 1323 | 24.8 | 17.4 | 28.6 | 22.7 | 16.7 | 295 | 22.7 | 15.9
2oct [25.8] 16.1 | 64 {316 213 (109 |29.1 | 17.0 | 49 [ 287 ] 185 82
1°nov |26.4| 182 | 99 302 |21.8 134 (29.0 |17.1| 52 |288|20.1 | 114
2%nov |26.1] 160 | 5.8 | 312|197 | 82 | 288|167 | 45 |[29.0 | 181 | 7.2

1% promedio de primera quincena 2% promedio de segunda quincena max: méxima x:
promedio min: minima.
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Figura 6. Temperaturas promedio registradas durante el ciclo primavera-verano 1997
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La precipitacién pluvial en las distintas localidades se presenta en la tabla 16. Los niveles

fueron registrados en milimetros (mm) y fueron los acumulados cada 10 dias.

Tabla 16. Precipitacion pluvial acumulada (mm) durante el ciclo primavera-verano 1997

Ixtlahuacan de los

Fecha Acatic Ameca membrillos Villa Corona

1-10 junio 20.8 8.5 7.1 9.5
11-20 junio 49.4 63.5 88.1 48
21-30 junio 183 58.4 71.7 113
1-10 julio 185.6 69.7 45.1 45.5
11-20 julio 14.8 65 76.2 111.5
21-31 julio 54.5 84 53.4 28.4
1-10 agosto 16.7 60.5 41.8 52.5
11-20 agosto 48 46.7 17.4 14.3
21-31 agosto 32 7.1 54.3 20
1-10 septiembre 394 90.5 18.3 30.5
11-20 septiembre 254 6 17.2 18.5
21-30 septiembre 7.6 89.5 2.6 12
1-10 octubre 12.9 24.7 16.4 29
11-20 octubre 129.8 60 100.7 64
21-31 octubre 0 0 0 0
1-10 noviembre 5.4 4.1 4.8 3.5
11-20 noviembre 11.8 26 25.8 22
21-30 noviembre 0 0 0 0
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Se observo alta precipitacion en Acatic durante la tercera decena de junio y primera de julio,

posteriormente se mantuvo constante, excepto por la segunda decena de octubre, cuando se

incrementd nuevamente (Figura 7). En las otras localidades la precipitacién pluvial mostré

minimas variaciones y en todas disminuyeron durante la dltima decena (21 al 30 de

noviembre}. La mayor precipitacién pluvial se observé en Acatic, durante la primera decena

de julio con 185.6 mm y en la segunda decena de octubre con 129.8 mm. Destaca el

incremento de la precipitacion pluvial que se registré en Ixtlahuacdn de los Membrillos

durante la segunda decena de octubre, los niveles fueron de 100.7 mm, mayor que en la época

de lluvias.
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Figura 7. Precipitacion pluvial acumulada durante el ciclo primavera-verano 1997
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IX. DISCUSION

La contaminacién por deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxinas y zearalenona en el 100% de
las muestras analizadas por cromatogratia de inmunoafinidad es indicativo de la alta

incidencia de micotoxinas en el maiz, lo cual ha sido reportado a nivel mundial por Boutrif y
Canet, (1998).

Los niveles de aflatoxinas en el‘ maiz fueron relativamente bajos, solo detectadas por
inmunoensayo enzimatico, con concentraciones por debajo de los limites tolerables para
humanos y animales (Boutrif y Canet, 1998), la baja contaminacion de aflatoxinas puede
étribuirse a que el cereal se almacend al término de la cosecha en frascos de polipropileno una
vez que alcanzo6 un porcentaje de humedad menor a 11%, lo que pudo evitar la contaminacion
por especies de Aspergillus productoras de aflatoxinas, especies de mayor impacto en el
almacén, puesto que se requieren condiciones de humedad superiores a 13% y temperaturas de
25 a 30°C para su desarrollo {Gourama y Bullerman, 1995), mientras que en campo existen

pocos repories de la contaminacidn por aflatoxinas.

Los niveles de fumonisinas detectados por-ambas técnicas se consideran de impacto 4 la salud,
si bien los encontrados por cromatografia de. inmunoafinidad son superiores en todas las
localidades y variedades estudiadas. Cuando los niveles fueron evaluados por cromatografia
de inmunoafinidad, Villa Corona, destacdé con la mayor contaminaciéon en todas las

variedades, 1o que no coincide con lo observado mediante inmunoensayo enzimético.

Las condiciones ambientales que prevalecieron en las localidades estudiadas, son propicias

para el desarrollo de las especies de Fusarium productoras de fumonisinas (Chulze y col,,

1996), lo que pudo influir en la contaminacién por fumonisinas en todas las localidades y

“variedades. Si se consideran las concentraciones detectadas por cromatografia de
inmunoafinidad, la mayoria de las muestras superan los niveles tolerables para humanos (2
ppm) vy en algunas especies de animales (equinos 5 ppm y cerdos 10 ppm) (FDA, 2002). En
paises, como Sudafrica, China e India, existe relacion epidefniolégica de niveles elevados de

- fumonisinas en maiz, con el incremento de cancer esofagico en humanos. En Transkei, region
\
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de Sudafrica, existe alta incidencia de cancer esofdgico, se reportan niveles de 10.5 ppm de
fumonisinas en maiz aparentemente sano y de 63.2 ppm en maiz mohoso (Hopmans y col.,
1993). En otros paises los niveles varian considerablemente, en Italia los niveles reportados
por Doko y Visconti, (1993) fueron de 0.01 a 6.8 ppm; en China, Japon y Nepal se han
encontrado valores de 0.6 a 4.1 ppm (Ueno y col.,, 1993); en Egipto de 1.8 a 3 ppm; en Brasil
de 0.2 a 38.5 ppm (Bullerman y Tsai, 1994); en Argentina de 0.08 y 16.76 ppm (Chulze y col,
1997) y en Estados Unidos de 3.5 a 7.4 ppm (Castelo y col., 1998).

En México, son pocos los estudios relacionados con la contaminaciéon de fumonisinas, entre

estos los efectuados por Reyes y col. en 2000, quienes encuentran concentraciones de 6.5 en

Ameca, y 10.2 en Jocotepec, municipios del estado de Jalisco.

Se han realizado numerosos estudios respecto a la contaminacién por fumonisinas, ya que
dichas micotoxinas han demostrado ser importantes promotoras de cancer en humanos y
animales, entre los que se encuentran los que involucran procesos de descontaminacion de
productos a base de maiz, particularmente en paises donde el maiz es la base de la
alimentacién (Bullerman y Tsai, 1994). En México, ha sido evaluado el proceso de
nixtamalizacion sobre los niveles de fumeonisinas y la produccion de sus hidrolizados,
productos que conservan la toxicidad y permanecen atados a la matriz del alimento (Hendrich
y col,, 1993). Reyes y col. (2002) demostraron que existe baja eficiencia del proceso de
nixtamalizacion en la descontaminacién de fumonisinas, detectdndose en tortilla niveles de
FB; de 4.36 ppm, FB; de 0.051 ppm e hidrolizado de FB; de 0.874 ppm. De acuerdo con los
valores recomendados de fumonisinas para humanos, que son de 2 ppm en maiz y de 4 ppm
para productos de masa (FDA 2002), los niveles encontrados en el presente estudio fueron
considerados de riesgo a la salud. Por lo tanto, es necesario se efectiien estudios relacionados
con la contaminacion con fumonisinas en el maiz y sus productos, ademas de evaluar el grado

de exposicion en la poblacidn.

La concentracién de ocratoxinas presente en las tres variedades de maiz y determinada por
cromatografia de inmunoafinidad, sobrepasa los limites tolerables para la alimentacion de

humanos (5 ppb), gallinas ponedoras (10 ppb); cerdos y pollos (25 a 50 ppb) (Gimeno, 2001),
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niveles que se presentaron en algunas localidades del estudio. En  bovinos no existe
informacion suficiente sobre la accion toxica de la ocratoxina A, posiblemente por la accion
de la microflora ruminal que la metaboliza e hidroliza en ocratoxina o que no es tdoxica y no se

degrada, efecto que puede ocurrir con otros rumiantes (Gimeno 2002).

Estos resultados deben ser considerados con reserva, puesto que los resultados contrastantes
entre ambas técnicas son preocupantes, ya que cromatografia de inmunoafinidad mostrd
niveles elevados y de alto riesgo a la salud, en tanto, inmunoensayo enzimaético presenté como

nivel maximo a 3.2 ppb, valor que se encuentra por debajo de los niveles recomendados para

humanos (Slayne, 2000).

La incidencia de ocratoxina se reporta en cereales, en carne y productos carnicos, vino,
legumbres, cerveza, frutas secas y café. En Europa existe gran interés sobre la reglamentacion
de los niveles de ocratoxina en dichos alimentos, lograndose a la fecha como recomendacién

el limite tolerable de 5 ppb para la Comunidad Econémica Europea (Slayne, 2000).

Desde que se publicaron datos sobre la genotoxicidad de la ocratoxina A, investigadores
equiparan el ricsgo de esta micotoxina con la aflatoxina, lo que ha provocado incremento en
los estudios relacionados con la contaminacion de la ocratoxina A. Ademads de ser una toxina
renal carcinogénica, teratogénica e inmunotdxica, se sabe que causa nefropatia en cerdos y
probable asociacion con la enfermedad renal humana denominada “nefropatia endémica de los

Balcanes™ y en los tumores de! tracto urinario (Pittet, 1998).

Los niveles presentes de deoxinivalenol (DON} en el maiz de las tres variedades y en las
cuatro localidades fueron elevados si se comparan con los niveles preventivos recomendados
por FDA para humanos y animales (Scott, 1994), que son de 1 ppm en productos de cereales
{especialmente trigo) para consumo humano; de 10 ppm en cereales y subproductos destinados

al ganado vacuno y aves de corral; y de 5 ppm para cerdos, perros y gatos (Mirocha, 1999).

La concentracion de DON detectada en el presente estudio fue mayor a la reportada en Chile,

por Vega y col. (2000), quienes encuentran valores de 0.8 a 5.3 ppm. En Estados Unidos los
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niveles registrados en 1981 variaron de 0.1 a 42 ppm en maiz, mientras que en trigo la
concentracion fue de 0.02 a 9 ppm. En China se reportd contaminacion de 1 a 40 ppm; en el
Reino Unido de 0.01 a 0.36 ppm; en Francia de (.14 a 0.6 ppm y en Argentina de 0.20 a 0.40

ppm (FAQ/OMS, 1999). Recientes investigaciones en Turquia mostraron niveles de 2.67 ppm
en harina de maiz (Omurtag y Boyoglu, 2003).

Contaminaciones de 2.5 y 4.9 ppm de DON durante el desarrollo del pollo provocaron
anomalias significativas sobre los parametros productivos (Bergsjo y col., 1993), mientras que
en vacas lecheras niveles entre 6 y 12 ppm administrados por periodos de 10 semanas
provocaron disminucién significativa en la produccion lechera y de la grasa en leche

(Charmley, y col., 1993), por lo que los niveles detectados en el presente estudio pueden ser

considerados de riesgo a la salud de humanos y animales.

Los niveles de zearalenona fueron relativamente bajos, si se consideran los niveles
recomendados para pollos y gallinas, los cuales requieren dosis elevadas para presentar
trastornos a la salud. La DLsg en pollitos es de 15 ppm mediante administracion oral (Mirocha
y col. 1978), sin embargo, en otras especies como cerdos, niveles entre 100 y 200 ppb pueden
ocasionar problemas de fertilidad. También se tienen reportes de problemas estrogénicos en
cerdas gestantes que consumieron niveles de zearalenona de 500 ppb y en cerdas en lactacion
con niveles de 250 ppb, evidentemente, estos trastornos se relacionan con la duracién de la
ingesta del alimento contaminado y la sensibilidad de las cerdas segiin la raza, pudiendo haber

casos donde alguna de estas concentraciones no afecte significativamente (Gimeno, 2000).

En bovinos productores de leche, se sugiere que la concentracidon de zearalenona maxima
tolerable no debe exceder los 250 ppb en la racidn final, ya que los problemas ademés de la
disminucion de la produccién lechera pueden llegar a ocasionar abortos. En Latinoamérica se
tienen pocos reportes de la contaminaciéon por ZEA en granos, escasamente los estudios

realizados en Chile indican una contaminacion de 0.3 ppb a 31 ppb (Vega y col. 2000).

Debido a la alta actividad biologica de la zearalenona y a la frecuencia en los cereales,

especialmente en trigo y maiz nueve paises han establecido niveles maximos tolerables de
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zearalenona en alimentos que varian de 0 a 1000 ppb. Entre estos, Brasil, Francia y Uruguay
establecen 200 ppb en cereales como el maiz y trigo. Cuando se trata de alimentacion para
cerdos, no se debe suministrar niveles mayores de 1 ppm (FAO/OMS/PNUMA, 1999). En
Meéxico no se han establecido niveles tolerables, por lo que deben impulsarse estudios en el

futuro que permitan determinar dichos niveles.

En términos generales no se observaron diferencias importantes entre las variedades de maiz
estudiadas, aprecidandose en algunos casos mayores niveles de contaminacion en la variedad
UDG 600, sin ser significativa la diferencia. Estos resultados posiblemente se deben a qué los
genotipos de las variedades estudiadas fueron similares, cuyo germoplasma es de tipo
semidentado, presentando solo variacion respecto a un menor tiempo de cosecha la variedad
UDG 602 {130 - 140 dias) mientras que las variedades UDG 600 y 6001 tienen un periodo de
cosecha de 150 dias; sin embargo, en este estudio, las tres variedades fueron cosechadas en el

mismo periodo, lo cual aparentemente no influy6 sobre los niveles de contaminacién de las

micotoxinas.

Todas las localidades estudiadas (Acatic, Ameca, Ixtlahuacin de los Membrillos y
Villacorona) en el estado de Jalisco presentaron contaminacién por deoxinivalenol,
fumonisinas, ocratoxinas, y zearalenona siendo mayor la concentracién de fumonisinas en
Villa Corona, mientras que las otras micotoxinas se presentaron en niveles similares en las
diferentes localidades y en todos los casos por lo que respecta a las determinaciones realizadas

por cromatografia de inmunoafinidad, los valores son de impacto a la salud principalmente

para humanos.

Los niveles de micotoxinas en el maiz pueden fluctuar considerablemente de un afio a otro, en
funcion de numerosos factores como por ejemplo las condiciones ambientales desfavorables
que incrementan la invasién por hongos y la proliferacién de estos ya sea en campo o durante
el almacenamiento (FAQ/OMS/PNUMA, 1999). Las condiciones climaticas de temperatura y
humedad relativa registradas durante el ciclo de cultivo primavera-verano 1997, fueron
similares en las cuatro localidades bajo estudio, condiciones consideradas apropiadas para el

desarrollo de la planta y el rendimiento de maiz, condiciones que también son favorables para
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el desarrollo de hongos productores de micotoxinas, ya que las especies Fusarium
verticillioides y F. proliferatum, principales productores de fumonisinas requieren como
temperatura Optima de crecimiento 27°C; F. graminearum (roseum), principal productor de
DON vy zearalenona, requiere de 24 a 27°C para su desarrollo, no obstante, la produccién de
zearalenona se efectta principalmente a temperaturas entre 10 y 12%, sin embargo, parece ser
que se han encontrado variedades de Fusarium roseum, como F. roseum “gibbosum” y
“semitectum” que han sido capaces de producir en granos de sorgo a 25°C, cantidades de

zearalenona equivalentes a las producidas a la temperatura de 10°C (Gimeno, 2000).

En el presente estudio se encontraron en todas las muestras DON, fumonisinas, ocratoxina y
zcaralenona, las cuales se presentaron en menor o mayor proporcidn segin la localidad,
situacidén frecuente en campo. Los informes de otras investigaciones indican sobre la
contaminacion conjunta de micotoxinas como fumonisina Bj/aflatoxina B,; ocratoxina
Af/aflatoxina By; ocratoxina A/citrinina; ocratoxina/DON; aflatoxina Bi/DON, en granos y

alimentos balanceados (FAO/OMS/PNUMA, 1999).

En paises como Indonesia, se reporta la co-ocurrencia de aflatoxinas, DON, zearalenona y
fumonisinas, los niveles detectados mediante cromatografia de liquidos de alta precisién
fueron de 119 ng/g de aflatoxinas; 895 ng/g de fumonisinas; 26 ng/g de DON y 12 ng/g de
zearalenona (Ali-N., 1998). En Holanda se detectaron DON y zearalenona niveles de 3,198 y
677 ng/g respectivamente (Tanaka, 1990). En Corea se encontré6 DON (4 ppm) y zearalenona
(0.6 ppm) en maiz sano y mohoso (Sohn y col., 1999).

La presencia de multiples toxinas en el mismo alimento proporciona nuevos motivos de
preocupacién, dado que la informacién toxicolégica sobre los efectos de la exposicién
simultdnea es todavia muy limitada. Sin embargo, en una alimentacion diversificada se
registrara una exposicidon a multiples toxinas en concentraciones bajas con cardcter
intermitente y durante largos periodos de tiempo. No se conocen atin los efectos finales de esta
exposicion constante, aunque es dificil prever los efectos de micotoxinas muitiples, ciertos
estudios in vitro pueden ayudarnos a predecir los resultados. Por otra parte, existe la

combinacion de multiples factores entre los que se incluyen la interaccidon quimica o la
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potenciacion/inhibicion de diferentes vias metabolicas. Se han observado respuestas diferentes
seguin las proporciones de la combinacién, por consiguiente, segun el grado de contaminacion

pueden representar diferentes peligros para la salud (FAO/OMS/PNUMA, 1999).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, es necesario se realicen nuevas
investigaciones que permitan validar las técnicas analiticas utilizadas, ya que se apreciaron
importantes diferencias en los niveles detectados particularmente para ocratoxinas y
fumonisinas, lo que pudiera deberse a que las técnicas utilizadas puecden sobreestimar o
subestimar la concentracion presente en el alimento, si bien su aplicaciéon en campo se
considera una herramienta practica, rapida y econdémica para la determinacion de

micotoxinas, estas carecen de la precisién, exactitud y sensibilidad de la cromatografia de

liquidos de alta precision.
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X. CONCLUSIONES

Se encontré contaminacion por deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxinas, y
zearalenona en la totalidad de las muestras mediante cromatografia de inmunoafinidad

y en niveles superiores a los tolerables por humanos.

Las aflatoxinas solo fueron detectadas mediante inmunoensayo enzimdtico, con

niveles por debajo de los limites tolerables recomendados por FDA.

Los niveles de micotoxinas detectados mediante Cromatografia de Inmunoafinidad se
pueden considerar de riesgo a la salud: deoxinivalenol en bovinos, cerdos y aves;

fumonisinas en equinos y cerdos; ocratoxinas en cerdos y aves; y zearalenona en

bovinos y cerdos.

La contaminacion por micotoxinas fue similar estadisticamente entre las variedades de
maiz UDG 600, 601 y 602.

Villa Corona fue la localidad con mayor contaminacion por fumonisinas y con menor

de deoxinivalenol y ocratoxinas.

La temperatura ambiental durante el ciclo primavera-verano 1997 presenté un

comportamiento similar en las cuatro localidades.

No se observé relacion entre las condiciones ambientales y la ocurrencia de

micotoxinas en las cuatro localidades evaluadas.

Se observaron diferencias marcadas entre las determinaciones entre cromatografia de

inmunoafinidad e inmunoensayo enzimatico.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas de tres variedades de hibridos de alto rendimiento de maiz

(Zea mays)
CARACTERISTICAS® VARIEDADES®
A B C
Dias a floracion 65-70 70 60-65
Dias a cosecha 150 150 130-140
Ciclo vegetativo Intermedio-tardic  Intermedio-tardio Intermedio-tardio
Altura de la planta 2.20-2.50 m 2.20-2.40 m 2.20-2.30m .
Insercién de mazorca 1.20 m 120m 1.10m
Densidad de siembra 20 kg/ha 20 kg/ha 20 kg/ha §
Color de grano Blanco Blanco Blanco |
Area de adaptacion® 01,800 1-1,800 11,800 '

|
® por el Centro de investigaciones en produccion de semillas (CIPROS) Universidad de Guadalajara :

A, B y C corresponde a UDG-600, UDG-601, UDG-602 respectivamente

|
° metros sobre el nivel de mar




