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RESUMEN

CHAVEZ NIHO VICTORIA‘MARTHA. Aislamiento e identificacién de
hongos y sus micotoxinas a partir de sorgo con alto grado de
humedad y sus efectos en animales experimentales (Bajo 1a
direceién de los M.V.Z. René Rosiles Martinez y Roberto A.

Cervantes Olivares).

A partir de cuatro muestras de sorge del Estado de Tamaulipas,
se aislaren e identificaron los siguientes hongos productores
de micotoxinas al inocularse en sorgo y arroz. Aspergillus
chevalieri positivo en sorgo, a una banda fluorescente con Rf

de 0.9; Aspergillus nidulans positive a zearalenona en sorgo

y arroz, asi como ochratoxina A y una banda fluorescente con Rf
de 1.5 en arroz. Helycomices sp. positivo en sorgo a
aflatoxina Bl y a una banda fluorescente con Rf de 0.9.
Cephalosporium positivo a Ochratoxina A en sorgo. Aspergillus
flavus positivo a aflatoxina Bl (40 ppm en sorgo y 4 ppm en
arroz). Para la prueba biolégica se utilizaron ratones machos
en crecimiento. Los animales fueron alimentados por 21 dias y
pesados cada 7 dias, Luego, se procedié al sacrificio,
necropsia y pesaje del higado, bazo y rificnes. Dichos érgancs
se recolectaron para su estudio histopatolégico. Se encontré,
una baja de peso estadisticamente significativa en los animales

alimentados con arroz inoculado con Aspergillus nidulans. La
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conversién alimenticia fué menor en l1los grupos con dietas

inoculadas con Aspergilus chevalieri vy arroz con Asperqillus

nidulans. El peso de los érganos varid para cada hongo probado
mostrando en algunos casos aumento Yy en otros disminucién.
Macroscopicamente no se encontraron lesiones.
Microscopicamente, se observé necrosis hepdtica multifocal y
congestién renal en los animales alimentados c¢on arroz
inoculado con Aspergillus nidulans. Se concluye gque es
significativo el hallazgo de varios hongos micotoxigénicos

obtenidos del sorge, gue no son descritos en la literatura .



INTRODUCCION.

Los alimentos contaminados con micotoxinas constituyen un
problema importante para las explotaciones pecuarias debido al
empobrecimiento nutricional de los alimentos y al efecto téxico
de estos compuestos en los organismos animales.

En general, los facteores gue mias influyen para qua un
producto se contamine son:

1) La presencia de 1la cepa toxigénica.- Los wateriales
destinados al consumo humane y animal, estédn expuestos
centinuamente a hongos y sus esporas (1).

La capacidad de sintesis de micotoxinas se presenta en
cepas de algunos generos de hongos y de acuerdo con su
capacidad toxigénica se han agrupado en buenas productoras, de
mediana produccién y de baja produccién. Asi, por ejemplo, se
ha visto que de 169 cepas del género Aspergillus, sdlo el 33%
de las especies de A. flavus resultaron toxigénicas (25).

2) El sustrato.- Los hongos pueden crecer en una amplia gama
de sustancilas como forrajes, cebos (grasa animal), alimentos
balanceados, oleaginosas y granos de cereales como el maiz,
arroz, cebada, avena, trigo, centeno y sorgo entre otros, los
gue son un buen medio para la produccidn de metabolitos téxicos
(25,39,72).

3) Condiciones ambientales.-~ En este grupo se incluyen
principalmente los cambios climdticos que prevalecen en el

campo antes de la cosecha y las variaciones anbientales gque se
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presentan en el almacén (15,38,63).

Los estudios realizados a nivel mundial sobre las causas
qgue provocan la presencia de los hongos y sus micotoxinas en
los granos, mencionan como un punto importante, las
caracteristicas del almacenamiento (186). La humedad vy
temperatura 6ptimas, la aereacién deficiente y el tiempo que
pasa el grano en las bodegas propician la proliferacién de los
hongos. Sin embargo, se ha sugerido a la temperatura y a la
humedad como los factores que méds influyen (28,31,37,79).

La tewperatura para el desarrollo de los hongos puede ir
desde la congelacibén hasta los 60°C , aungue su crecimiento
mayor se da entre los 20° y 30°C. Ademads se ha cobhservado gue
los cambios de temperatura también influyen en la cantidad y el
tipo de toxina formada (32,39,79).

Con base en sus necesidades de humedad, a los hongos se
les agrupa en tres amplias categorias: de <campo, de
almacenamiento y de descomposicidén avanzada.

La mayoria de los honges de campo comprenden a los géneros

Alternaria, Heimintosphorium, Fusarium, Cladosporiunm,

Claviceps: éstos invaden semillas en desarrollo mientras estén
en la planta y reguieren de 22 a 25% de humedad.

Para el crecimiente de los hongos de descomposicidn
avanzada, la humedad necesaria es similar a la requerida por
los hongos de campo y su crecimiento se establece
primordialmente después de la cosecha; en éste grupo el género

Fusarium es el de mayor trascendencia.
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Los hong-os de almacenamiento se presentan cuando las
condiciones de humedad en los graneros oscilan entre el 13 y
1ai y corresponden principalmente a las cepas de Aspergillus y
eniciliju (26,55).

Cuando el proceso de deshidratacién de los granos es
rapido, existe poca oportunidad para la invasién por hongos.
La interrupcidén y retrasc en el ciclo de secado por accién de
las lluvias o por un tiempo excesivamente himedo ocasiona la
proliferacién de los mohos en los granes intactos, con. la
subsiguiente formacién de toxinas. Por lo tanto, se ha
demostrade gue en las regicnes «calidas himedas |, 1la
contaminacién por micotoxinas representa un prebklema severo
(38).

Hasta ahora se han identificado en forma experimental
cerca de 90 micotoxinas, pero afortunadamente las gue
contaminan alimentos en condiciénes naturales son sélo algunas,
entre las que se mencionan: aflatoxinas, citrinina, ochratoxina
A, vomitoxina, sterigmatocistina, zearalenona, tricoteceno,
acido penicilico, esporidesmina y patulina (25).

Las micotoxinas presentes en los granos de cereales, son
producidos por diversos hongos que requieren temperatura y
humedad variables. Asi mismo, el tipeo de sustrato constituye
un factor importante para determinar cuidl metabolito se
producird. Ademas, los efectos biolédgicos que provocan también
pueden variar de acuerdo a la especie afectada y a la desis

administrada (63).
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Las amplias investigaciones realizadas en otros palses
demuestran gque varias micotoxinas como la zearalenona,
ochratoxina A, aflatoxinas, tricotecenos y otras sustancias no
identificadas se han detectado en el grano de sorge y se ha
comprobado que producen potentes efectos dafiinos tante en los
humanos como en los animales domésticos (32,38,63).

A continuacién se describen brevemente las principales
micotoxinas de mayor significancia y sus efectos en los

animales domésticos:

TRICOTECENOS:

Los tricotecenos son un grupo de metabolitos de hongos,
entre los gue se mencionan a la toxina T2, el
diacetoxiscirpenol, el deoxinivalenol y el nivalenol (30,39).

Las especies productoras de tricotecenos comprenden al

Fusarium tricinctum, aislado de maiz (29), F. roseum, F.

semitectum var. majus identificade en sorgo, E. solapi en

frijol de soya, F. nivale en trigo y E. poae en varios
cereales.

El crecimiento de Fusarium sobre los granos requiere de un
alto contenido de humedad (20 -~ 22 %) y por otra parte, la
temperatura es critica y puede determinar cuil tricoteceno
téxico se producird (39,79), por ejemplo, el F. poae elabora la
toxina T2 a temperaturas bajas (B° C), en contraste con el E.

graminearum que necesita temperaturas altas (25° a 27°C) para



elaborar dégxiniQalenol (79).

:La a:;i?idad biolégica toéxica de los tricotecenos muestra
;ﬁ patrédn similar (39). La toxina T2 y el diacetoxiscirpencl
:(bAS) eétén estrechamente relacionadas en su estructura quimica
y-r en sus efectoes vbiolégicos. su accién incluye
epitelionecrosis de piel y membranas mucosas en todas las
especies animales, asi como depresién hematopoyética vy
hemorragias en algunas especies. La désis letal oral 50 (DL
50) en ratas es de 3.8 mg/kg para la toxina T2 y 7.3 mg/kg para
DAS. Ambos son inhibidores de la sintesis de proteiras. Se ha
observado que después de la administracién de toxina T2 a ratas
y pavos, éstos presentan una necrosis extensa en timo, bazo, vy
né6dulos linféticos, lo gue implica un papel potencial en 1la
interferencia con la respuesta inmunolégica (63,74). Ademis se
menciona que la toxina T2 produce necrosis de las células
parenquimatosas de 1la corteza adrenal en ratones hembras (74).
En el ganado bovino se han encontrado alteraciones hemorragicas
gque van desde epistasis hasta diarrea hemorrégica, después de
la ingestién de maiz contaminado con la toxina T2 (23,29),
mientras que en ovinos se ha detectado leucopenia, linfopenia
y deplesién linfoide (21).

En el caso del deoxinivalenol o vomitoxina, las pérdidas
econdmicas mayores se relacionan con el rechazo del alimento
por los cerdos (20), lo que se ha asociado con niveles de
deoxinivalenol de 10 ppm en el maiz {(39). En désis minimas es

un potente agente emético para dicha especie, mientras que en
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10; pdllos lﬁ administracién de dosis letales (140 mg/kg de
. peso) " propicia la aparicién de abundantes hemorragias
equiméticas en la canal, depdsitos diseminados de uratos,
alteraciohes del sistema nervioso e irritacién del tracto
gastrointestinal superior (33). Sin embargo, la potencialidad
téxica de la vomitoxina en las aves ha sido cuesticnada ya gque
resultados experimentales indican que los pollos jovenes y
pavipollos no se ven afectados por 1la ingestidn de 1la
micotoxina en dosis bajas. En cuanto a las gallinas de postura,
pueden telerar niveles de vomitoxina hasta de 4.9 mg/kg por 24
semanas sin efectos significatives en la produccién de huevo,
conversidén de alimento o desarrollo de lesiones organicas,
excepto peor degeneracién grasa del higado, cambios
inconsistentes en el peso del huevo y en el grosor ¥y peso
relativo del cascarén (40,47,58,59). En este caso,
probablemente la razdén principal de la baja toxicidad de la

vomitoxina se debe a gque esta sustancia se absorbe poco (50).

ZEARALENONA:

La zearalencna y un derivado de ésta, el zearalenol, son
metabolitos secundarios estrogénicos de algunas especies de
Fusarium, especialmente el F. roseum "Gramiﬁearum" (F.
qraminearum) y F. roseupm "Gibbosum" (F. equiseti) (26,29,56),

también se consideran al F. tricinctum y F. oxysporium (40).

Dicha toxina se ha detectado en un amplio rango de productos
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nétufalesiqué incluyen alimentos de consumo humano como la
'cerVéga de’malz, cereales y ensilados (39).

. La .pioduccién de zearalenona estd asociada a las
condiciones climéticas ambientales. Las temperaturas bajas o
bien, las alternadas bajag y altas, favorecen la elaboracidn de
ia toxina, lo que se ha podido comprobar en varias especies de
Fusarium. Un ejemplo claro se observd en un aislamiento de F.
roseum cultivado en sorgo el cual produjo mds zearalenona a los
25°C gue a los 10°C (39). Ademds se ha reportado gque la
humedad requerida para su elaboracién es de 23% o mayor (63).

En general, a las toxicosis con zearalenona se les ha
involucrado con miltiples alteraciones reproductivas, En los
cerdos Y bovinos, causan infertilidad, estros constantes e
hiperestrogenismo (7,12,56,57,82). Los efectos estrogénicos de
la zearalenona también se han demostrado en ratas, ratones,
cuyes y pavos. En éstos dltimos ocurre prolapso cloacal
{39,82), mientras gue en los bovinos se ha asociado a abortos

(409 .

MONTLIFORMINA Y FUMONISINA:

La toxina meniliformina se ha aislado de sustratos

naturalmente infectados con cultivos de E. moniliforme, F

fusarjoides, F. avenaceum, E. oxysporum, F. acumnatum, F

gongolor, F. egquiseti y F. semitectum (39,49).

Las especies de Fusarium productoras de moniliformina se
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han encontrado en maii, cacahﬁate, sorgo, mijo, pescada seco y
tierra. En el laboratorio esta micotoxina se ha obtenido de
maiz a 25°C y de grano cquebrado a 28°C. Asi mismo, la m&s alta
produccién de moniliformina por F. fusarioides se obtuvo a 31°C
después de siete dias de incubacidn {39). La humedad requerida
para su produccién es de 20% o mayor.

La moniliformina es extremadamente tdxica para ratas,
pavos, ratones y polles (3%,73). En ratas y paves causa
dekilidad, problemas respiratorios, cianosis y ocasionalmente
la muerte. Llas lesiones encontradas en las ratas corresponden
a zonas de necrosis en higado, rifidn, pancreas, gl&ndula
adrenal, gliandulas de la mucosa gastrica, criptas del) intestino
y degeneracién del miocardio (39); ademds se ha probado gue es
un agente hepatotéxico y hepatocarcinogénico (73). Por otra
parte, en un trabajo realizado por Kommedahl y colaboradores,
se encontrd que todos los aislamientos toxigénicos de Fusarium
oxyosporum Yy Fusarium moniliforme causaron hematuria &
hemorragias del estdmago, timo o intestino en ratas alimentadas
con dietas experimentales gque contenian arroz contaminado con
estos hongos (42).

En el caso de los burros, mulas y caballos, se ha sugerido
a la moniliformina como la responsable de la
leucoencefalomalacia que se presenta después del consume de
alimento enmohecido (4,5,8,17,41,46,81). Sin embargo, esto no
ha podido reproducirse experimentalmente (60).

En estudios recientes se ha determinado gque la micotoxina
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fumonisina Bl producida por el Fusarium mgniliforme causa la
leucoencefalomalacia en equinos y ademas ha sido implicada en
el sindrome de edema pulmonar en cerdos. En los Estados Unidos
se han notificado brotes diseminados, debido al uso del mafz
producido en 1989, por lo que cientificos de los laboratorios
de Servicios Nacionales Veterinarios en EUA han desarrollado un
método analitico para determinar la presencia de la micotoxina

fumonisina B, en alimento para cerdos y equinos (11).

AFLATOXINAS:

Las aflatoxinas son un grupe de micotoxinas elaboradas por

cerca del 30% de las cepas de Aspergillus flavus, A.

parasiticum y Penicilljum puberulum (37,63).

Se conocen cerca de 18 compuestos en la familia de las
aflatoxinas, algunos de 1los cuales ocurren en el alimento
contaminado, mientras gque otros son metabolitos formados en el
organismo animal después de la ingestién del alimento
contaminado (63). Existen cuatro aflatoxinas mayores: Bl, B2,
Gl y G2. La toxina Bl produce metabolitos en el organismo
pocas horas después de la ingestién de alimentos contaminados
y aparecen en la orina, leche y carne. La aflatoxina M1l es un
metabolito importante debido a gue es biologicamente activo y
carcinogénico (19,63). La esterigmatocistina es un precursor
biogénico de la aflatoxina B,, producido por hongos del género

Asperdaillus, habié&ndosele aislado de las especies pidulans,
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versicolor,:lﬁstus, y_chevalieri (50). El aflatoxicol es otro
metabolito’ ‘que . también presenta actividad biolégica
considerable y parece estar relacionado a carcinogenicidad
(63):

k La produccién méxima de aflatoxinas se presenta durante la
_incubacién a 24°6 25°C con niveles de humedad del 18.5% en
cereales Yy con un 8 & 9 % en semillas de cacahuate (23,33).

Muchos de los efectos de las aflatoxinas estdn asociados
a su accidén sobre las proteinas nucleares celulares,
interfiriendo con la formacién de proteinas y la integridad
celular (61). La lesién principal debida a las aflatoxinas se
observa en el higado (39,65,77) ya que es el sitio primario del
metabolismo de las micotoxinas (70,76).

Los efectos biolégicos de las aflatoxinas pueden agruparse
en cuatro categorias: dafo hepdtico agudo o crénico, reduccidn
en la tasa de crecimiento, deterioro de los mecanismos de
defensa innatos e inmunolégicos y efectos carcinogénicos y
teratogénicos (13,14,18,63).

En las aves expuestas a dietas contaminadas con
aflatoxina, se ha observado baja en el peso corporal y en el
consumo de agua y alimento (36,62). Ademas, en esta especie,
las aflatoxinas inducen un aumento significativo en el peso
relativo del proventriculo, molleja, bazo y rinén. En el
higado la atrofia se ha indicado en los estadios tempranos,
haciéndose aparente 1la hepatomegalia conforme progresa la

aflatoxicosis, debido a la acumulacién de lipidos en el higado
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(10,36).

" Las. intoxicaciones agudas y subagudas con aflatoxinas
tienen efectos similares en 1la mayoria de las especies
aniﬁales, sin embargo los animales jovenes son notablemente mas
susceptibles a la aflatoxicosis (9,55,61,63).

Por su parte, la esterigmatocistina afecta al higado y
rifién y sus efectos son variables de acuerdo con la dosis. la
intoxicacién aguda en pollos de cinco dias de edad con una
dosis de 0.3 a 0.6 mg por via intraperitoneal, produjo que a
las ocho horas los pollos nostraran plumas erizadas, apatia y
heces amarillo verdosas notdndose mds los efectos en las aves
gue recibieron las dosis mas altas. En otro cxperimento en
pollos de 11 a 19 dias de edad, la administracion de 0.5 y 0.7
mg/kg redujo el crecimiento de las aves y provocé el aumento
relativo del tamafio del buche, proventriculo, molleja,
intestino gruesc, rifidén y pancreas, asi como disminucién de la.
bolsa de Fabricio, no obstante, el higado, corazén y bazo no se

afectaron (50).
OCHRATOXINA A:

La ochratoxina A es.un metabolito secundario de varias

especies incluidas 'en el género de hongos Aspergillus y

Penicillium (43}, -~ principalmente por Aspergillus ochraceus
(51).

La temperatura dptima para la produccién de ochratoxina es
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de 28°C, habiéndose encontrado en forma natural en trigo,
avena, cebada, cacahuates, frijoles y mezcla de granos (29).

La ochratoxina es una nefrotoxina potente gue exhibe su
toxicidad primaria a través de un dafio en tdbulos proximales
(43,63), habiéndose asociado con nefropatias en los cerdos y
pollos (34,63), caracterizédndose ademds, por aumento de la
miccién y consumo de agua (51), En los perros, cerdos Yy
bovinos tiene un efecto notable sobre el intestino donde causa
enteritis, En las aves causa supresidn scobre la fagocitosis de
los neutrdfilos y coagulopatias. En los borregos se ha
encontrado gue la ochratoxina cruza la barrera placentaria y

deja residuos en la sangre fetal (43).

ACIDO COYICO:

Es un producto metabélico de numerosas especies del genero
Aspergillus y Penicilljum. Aungue el &dcido cdyico tiene una
accién antimicrobiana para varias bacterias y en principio se
considerd un antibibético prometedor, mas tarde se demostrd que
era neurotéxico en animales experimentales (2).

Esta toxina se ha notificado recientemente tanto en paises
de Europa Oriental como en Ucrania donde entre 1979 y 1985 se
observaron brotes atribuibles a toxinas , en particular acido
c6yico, formado por Aspergjllus flavus aislado de salvado y
soya rolada. Una preparacién purificada de &cido céyico

resultd sumamente tébxica con dosis letal 50% de 5-7 mg para
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embriones de peollo, 9 mg/kg para pollos y 8 mg/kg para
pavipollos (50).

Por lo anteriormente expueste, es obvio que las
micotoxinas deterioran la calidad de los alimentos y provocan
grandes pérdidas econémicas en el mundo.

En México, varios estados presentan caracteristicas
climdticas que pueden propiciar la presencia y crecimiento de
hongos. Un ejemplo es el estado de Tamaulipas cuya produccién
agricola es bésicamente granifera, ya gque en promedio, se
considera gue su superficie cultivable corresponde a un 33%
y ademés es uno de los principales productores nacionales de
sorgo (71).

En dicho Estado, existen dos epocas de siembra para el
sorgo, claramente diferenciadas:
- la de primavera-verano, gue se realiza en un 80% en areas de
temporal y alrededor de un 20% en &reas de bajo riegp. Llas
siembras de temporal se inician con las lluvias de mayo a julio
Y las de riego se efectuan desde mediados de abril hasta
agosto. Por su parte la cosecha abarca los meses de agosto a
diciembre.
-~ la de otofio-invierno, efectuada en un 50% en condiciones de
riego, abarcando el periodo de siembra los meses de diciembre
a marzo y el de cosecha los meses de abril a agosto (52).

Por lo tanto, se puede apreciar gue generalmente la cosecha
coincide con la entrada de temporal lluvicso, lo que a su vez

ha traido consige grandes dificultades para almacenar los
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granos con humedades del 20 al 24% (67) y la necesidad de
contar con un equipo especial para el secado, antes de que el
grano se almacene o embarque a los centros de acopio y consumo.

En relacién a los parametros de especificaciones
generales dentro de nuestro pais, la humedad e impurezas del
sorgc deben de estar entre el 12 y 14% Yy entre 1.04 y 1.5%
respectivamente (52).

Sin embargo, la informacidn recabada a partir de los
programas de compras, indican que la produccidn de wmaiz y sorgo
en la Zona norte de Tamaulipas se cosecha con humedades que
ameritan secado con aire precalentado, de tal manera gue a la
fecha se han incrementado las técnicas de secado mediante
secadoras de flujo continuo.

No obstante los amplios esfuerzos realizados, la gran
cosecha presenta anualmente serios problemas de almacenamiento
y distribucién. El embarque de granos por ferrocarril es lento
e insuficiente y la falta de bodegas y silos adecuados
obstaculizan el mejor aprovechamiento de la recoleccién. cCabe
sefialar gue las cosechas de granos se destinan a diversas
partes del pais debido a que 1la actividad agricola de
Tamaulipas rebasa ampliamente sus necesidades internas de
consumo (53).

De 1lo anterior se puede deducir gue las condiciones
requeridas para la preoliferacién de agentes micéticos y sus
metaboliteos, pueden presentarse en las dreas de almacenamiento

nacional.



17
Por otro lado, es importante sefialar que el sorgo es
utilizado como forraje y como materia prima en la elaboracién
de alimentos balanceados y al igual que los granos de cereales
estd considerado como fuente de carbohidrates para la nutricién
animal, ya gue éstos proporcionan la mejor fuente de energia
para la engorda de ganado bevino, porcino, aves y produccién de

leche y huevo (52}.

Antecedentes de campo en México, como el rechazo y el bajo
consumo de alimento, conversién alimenticia deficiente asi como
alta morbilidad y mortalidad en los animales, sugieren la
presencia de hongos micotoxigénicos en el sorgo almacenado con
alto grado de humedad; sin embargo, en este pais existen pocas
investigaciones al respecto, por lo gue el presente trabajo
tiene la finalidad de conocer los hongos y micotoxinas que
pueden presesentarse en el sorgo naciocnal bajo condiciones de
almacenamiento, asi como sus efectos en los animales que

consumen el alimento contaminado.
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OBJETIVOS:

Aislar e jdentificar las especies de hongos y sus
micotoxinas presentes en el sorgo nacional con alto grado
de humedad.

Inocular los hongos aislados en sorgo y arroz e
identificar el tipo de micotoxina que producen.
Determinar en animales experimentales, los efectos de la
alimentacién con dietas a base de sorgo y arroz,
contaminados con hongos micotogénicos, en cuanto a ganancia
de peso vivo, conversién alimenticia y presencia e
intensidad de cambios macroscdpicos y microscopicos en

¢l higado, bazo y rifién; como un modelo que permita conocer
los cambios que pueden presentarse en los animales

domésticos alimentados con sorgo contaminado.
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MATERIAL Y METODOS
1l.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS:

Para el presente estudio se recolectaron muestras de
sorgo, de cuatro bhodegas escogidas al azar, de las empresas
ANDSA y BUROCONSA, ubicadas en el estado de Tamaulipas. El

nmuestreo se llevé a cabo en el mes de septiembre de 1987,

~ Muestra 1: Cosecha primavera-verano 1986, Ciudad Victéria__n,
Tamaulipas.

- Muestra 2: Cosecha primavera-verano 1987, Ciudad-Victoria :::
Tamaulipas. i

:'-,Muéstra 3% Cosecha primavera-verano 1987, San Fernando

Tamulipas.
‘= Muestra 4: Cosecha primavera-verano 1987, Ciudad Burgos

Tamaulipas.

En cada bodega, se registrd la temperatura ambiente asi
como la humedad relativa del sorgo. Se tomaron muestras de un
kilogramo a partir de la superficie y a un metro de profundidad
del grano almacenado, en cinco puntos separados por distancias
similares. Todas las muestras se mezclaron para obtener una de
un kilogramo.

La conservacién y transporte al! laboratorio se hizo en

bolsas de papel a temperatura ambiente.
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2.- CULTIVO E IDENTIFICACION DE LOS HONGOS:

cada muestra fue molida en una licuadora comercial hasta
pulverizarse para posteriormente realizar diluciénes 10', 107,
10°, 10', 10°, 10% wutilizando como solvente solucién salina
estéril. Las tres Gltimas dilucidnes se sembraron en placas de
agar Sabouraud dextrosa e incubaron en estufa bacteriolégica a
°C hasta la observacién de crecimiento micético. Luego se
'ggocedié a separar y resembrar las diversas colonias micéticas
y afectuar la técnica de microcultivo (80). En aguellos casos
en los que no hubo crecimiento después de un mes, las placas
fueron desechadas. Para su identificacién se tomaron en
cuenta sus caracteri{sticas macroscdpicas y microscépicas como
color de la colopia, tipo de crecimiento, tipos de hifas,
esporas y estructuras estromiaticas (3,5,6,64,80).

El hongo identificado se cultivé en tubos inclinados con

agar Sabouraud a 30°C por diez dias.
3.- PREPARACION DE LOS SUSTRATOS:

Para el crecimiento micético se utilizaron dos sustratos:
arroz Yy sorgo, los cuales fueron previamente analizados
mediante la prueba de cromatografia en capa fina, con el fin de
descartar la presencia de micotoxinas.

La inoculacién de los sustratos se realizé en frascos de

vidrio con capacidad de 750 ml y tapa de aluminio a la gue se
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le hizo un agujero de aproximadamente dos centimetros de
diaﬁétro, se tapé con una peguefa torunda y se le puso un gorro
de papel.’

En cada frasco se colocaron 200 gramos de arroz o de sorgo
¥y 100 ml de agua destilada, luego se agité la mezcla para
homogeneizarla y se dejé remojar por 24 horas a temperatura
ambiente. Se esterilizd en autoclave por 15 minutos a 15 libras
de presidén y 121°C de temperatura y se dejé enfriar. En los
recipientes con arroz el grano se removié con una varilla
previamente esterilizada, para evitar la formacién de nasas
compactas.

Por otra parte, en cada tubo con crecimiento micético se
colocaron seis mililitros de solucién Tween al 0.1%, removiende
¥ agitando el contenido con una asa de platino para asi obtener
una suspensién uniforme de esporas.

A cada frasco con eg sustrato previamente esterilizado se
le afiadid el contenido (suspensién con esporas) de siete tubos
(42 ml. por cada 200 gramos), se tapd y agitd manualmente con
el f£in de gue el indculo se dispersara uniformemente entre el
drano.

Los frascos fueron incubados horizontalmente de forma
estatica, en estufa bacteriolégica a 30°C por diez dias.
Posteriormente se procedié a su esterilizacién en autoclave por
15 minutos a 15 libras de presién y 121°C. Una vez
esterilizado, el sustrato fue colocado en charolas de papel

aluminio y secado en horno a 70°C por dos dias, después de lo
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cual fue molido en licuadora hasta pulverizarse y guardado en
bolsas de papel estraza a temperatura de congelacién (-4°C)

hasta su utilizacién.
4 .- DETERMINACION DE MICOTOXINAS:

El método de referencia utilizado en el presente estudio
para el andlisis de los alimentos fermentados fue el de
cromatografia en capa fina para la deteccién de micotoxinas
(69). El1 cromatograma se desarrolld utilizando como fase
estacionaria silica gel y come fase mévil una mezcla de
acetona, etil acetato y tolueno. La lectura se efectué con
lampara de luz ultravioleta comparando la fluorescencia emitida
con los estdndares respectivos,

Es importante sefalar que cuando no se contd con un patrén

Vde referencia para la identificacidn de la micotoxina presente,
el Rf (medida de resistencia al flujo)} fue comparade con el de
las aflatoxinas al que se le dié el valor de uno.

cuando el alimento resultd positivo a alguna micotoxina,
se procedidé a administrarlo a los animales. En aguellos casos
en los gque no se detectd alguna banda fluorescente y/o

carbonizada, no se continué con el proceso.



5.- PREPARACION DE ALIMENTO PARA ANIMALES EXPERIMENTALES:

“Para-la elaboracidn de la dieta de los animales se tomaron

en cuenta las necesidades nutricionales marcadas por Saijz y

colaboradores (66) para ratones en crecimiento:

NRC, 1962

Proteina bruta 16.0 %
Energia, ——

Grasa bruta.
Fibra bruta. -

and Berg Niveles medios

—— 17.3 %
- 650 Kcal/Kg.
-—— 5.0 %

—— 6.0 %

Aminodcidos (en tanto por cientq'dgria éfoteina):

Arginina ——
Histidina ——
Lisina ——
Tirosina -
Triptofano —-——
Fenilalanina -
Metionina y

Cistina —-——
Trecnina —_——
Leucina ———
Isoleucina —-——
valina -

Necesidades en vitaminas y minerales para ratdén en crecimiento:

Vitaminas (por Kg/racién)
Vvit, A

vit. D

Vit. E {6-tocoferol)
vit. B,

Riboflavina
rantonato cdlecico
Vit. By

Ac. nicotinico
Piridoxina

Colina

Niveles medios
1.70¢ U, I.
483 U. I.
48.0 mg.
3,21 mg.
4,4 mg.
14.0 mecrg
16.7 mg
3.6 mg
1,1 g
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Con base en lo anterior y dado que los sustratos que se
utilizaron fueren sorgo y arroz, las raciones se prepararon de

la siguiente siguiente manera:

DIETA 1 DIETA 2
- Sorgo 80% Arroz 80%
- Soya 15% Soya 12%
- Harina de carne 4% Harina de carne 7%
- Harina de hueso 0.5% Harina de hueso 0.5%
- Vitafort A en agua Vitafort A en agua.

Las dietas experimentales fueron preparadas con el
sustrato inoculado, mientras que en las dietas testigo se
utilizé sorgo y arroz sin inécule, respectivamente.

A los ingredientes de cada dieta se les afiadieron 1.250
litros de agua destilada, mezclando perfectamente hasta formar
una pasta. Para que el alimento adguiriera una forma cuadrada,
se colocd la masa en una charola y se cortd con una espidtula en
pequefios cuadros para luego dejarse secar en el horno a 70°C
por dos dias. El1 alimento se almacend en bolsas de papel

estraza a temperatura ambiente hasta su utilizacién.

5.- ESTUDIO DE TOXICIDAD EN RATONES ALIMENTADOS:

Para probar cada uno de los hongos productores de

micotoxinas, se utilizaron 40 ratones, en crecimiento, machos,

entre 30 y 45 dias de edad, clinicamente sanos, cepa N.XI.H.
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{National Institute of Health), de 1la gquinta generacién,
donados por el Centre Nacional de Servicios de Diagnéstico de
Salud Animal (CENASA), Tecamac Edo. de México. Se dividieron al
azar en cuatro 1lotes de diez animales cada uno (4
tratamientos), los que se colocaren en cajas de acrilico y
mantuvieron en un cuarto con luz ¥y temperatura conveniente.
Con la finalidad de que se adaptaran al nuevo ambiente, dos
lotes fueron alimentados con la dieta uno y otros tantos con la
dieta dos testigo, durante cinco dias. El agua se les
administrd a libertad.

Ccada uno de Jlos animales fue pesado el dia uno del
experimento.

Los lotes fueron mantenidos con sus dietas respectivas
{sorgo testigo, sorgo con hongo, arroz testige y arroz con
hongo) por veintidn dias, observados una vez al dia y pesados
una vez a la semana. En cada lote, el consumo de alimento se
considerd como un todo al final del experimento, de acuerdo con
la siguiente férmula:

Total de alimento ceonsumido = conversidén alimenticia
Peso final - Peso inicial

6.—- ESTUDIOS MORFCOPATOLOGICOS:

Los cuarenta animales de los diferentes tratamientos, se
sacrificaron en el dia 21 del)l estudio, mediante una cémara
cerrada y la utilizacién de hielo seco (monéxido de carbono) al

gue se le afiadié agua para su mayor evaporaciodn.
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Se procedid entonces a la realizacién de la necropsia de
cada ratén con la finalidad de observar cambios macroscbpicos
en los diverscos organos, luego se removid el higado, rifidén y
bazo para ser pesados y colocados en formalina al 10% (no menos
de 24 horas). Después, estos tejidos fueron incluidos en
parafina, cortados a 6pu de grosor y coloreadas con hematoxilina
y eosina (48) para su posterior observacidn al microscopio de
luz visible.

Las lesiones microcdpicas se evaluaron tomando en cuenta
cambios circulatorios, degenerativos, necrdéticos, inflamatorios
Y neopléasicos, déndoles un grado de severidad de leve,
moderado o severo. Posteriormente se realizd una comparacién
entre todos los casos para determinar los distintos grados de

reaccién tisular.

7.- ANALISIS ESTADISTICO:

Todos los datos, excepto los de conversidn alimenticia,
fueron analizados estadisticamente mediante un anilisis
factorial de varianza 4 X 4 de acuerdo al procedimiento de
modelos lineales generales para andlisis de varianza por 1la
prueba miltiple de Duncan (Instituto SAS). Los valores de
significancia estin basados en el 0.05 de probabilidad.

El modeleo estadistico utilizade es el siguiente:

¥Yijk = api + Bi +Vi + Ek
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RESULTADOS.

En el Cuadro 1, se listan la temperatura y humedad

registradas en las muestra obtenidas de las cuatro bodegas.
Los honges identificados en cada una de las muestras fueron:

-~ Muestra 1: Cladosporium spp., Penicillium spp., Helycomvces

spp. Y Cephalosporium spp.

- Muestra 2: Aspergillus spp., Cladosporium spp. y

Penicillium spp.

~ Muestra 3: Aspergililus chevalieri var. inteymedius y

Asperagillus nidulans.

~ Muestra 4: Agpergillus flsvus, Penicillium spp.,

Gliocladium spp. y Gladosporium spp.

De 1los hongos anteriormente mencionados, sdélo cinco
produjeron micotoxinas en los sustratos ineculados,

cbteniéndose los siguientes resultados:
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_Aspergillus chevalieri var. intermedius .-

*# Sorgo inoculado: negativo a By, B,, G,, G, ,zearalenona,
ochratoxina A y T2. Se observaron dos bandas
fluorescentes con un Rf de 1.1 y 1.3 con respecto al
estidndar de aflatoxina B,.

* Arroz inoculade: negativo a aflatoxina B,, By, G, Gy,

zearalenona, ochratoxina A y T2.

- pspergillus nidulans.-

* Sorgo inoculado: negativo a aflatoxina By, B;, G; G,
ocratoxina A y T2: positivo a zearalenona.

* Arroz incculado: negativo a aflatoxina B,, B;, G, G, Y
T2, positivo a zearalenona y ochratoxina A; ademas se
observd una banda fluorescente con un Rf de 1.5 con

respecto al estandar de aflatoxina B;.

~ Helycomices sp.-

* Borgo inoculado: negativo a aflatoxina B,, B,, G,, G,
zearalenona, ochratoxina A y T2.

# Arroz inoculado: negativo a aflatoxinalB,, G,, G;,
zearalenona, ochratoxina A y T,. Positivo a aflatoxina
B,, con 20 ppb. Se observd una banda fluorescente con un

Rf de 0.9 al compararse con el estandar de aflatoxina B,.
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- Cephalosporium sp.-

* gorgo inoculado: Negative a aflatoxina B,, B,, G, Gy
zearalenona y T2. Positivo a ochratoxina A. ‘
* nrroz inoculado: Negativo a aflatoxina B, B,, 'Gl', vaz,-_

zearalenona, T2 y ochratoxina A.

- aspergillus flavus.-

* Sorgo inoculado: Negativo a aflat&xihé':Brf,‘f:é!’,V'Gz,'

! zearalenona, ochratoxina A y’l‘z 7?‘0521‘.5:‘;\'70 é ATE.lar;:c;x_inq B,
con 40 ppm. '

* Arroz inoculado: Negativo a aflato)Icina B,, G,, G,,
zearalenona, ochratoxina A y T2. Positivo a aflatoxina B,

con 4 ppm.

La prueba bioldgica para los sustratos inoculados con
Aspergillus flavus no se 1llevé a cabo debido a que 1la
aflatoxina B, se caracterizé plenamente a partir de su
determinacién bioquimica y toxicolégica. Ademds se sabe que
ésta es una micotoxina ampliamente probada en sus efectos
micotoxigénicos,

En cuanto al efecto téxico de las diferentes micotoxinas
obtenidas, se apreciaron cambios tanto en el peso como en la
conversién alimenticia de los animales. A continuacidn se

describen los resultados correspondientes de acuerdo a cada uno
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de los grupes formados.

Grupo 1 (Asperqilius chevalieri var intermediusg).-

En este grupo no se encontré diferencia estadistica
siqﬁificativa con relacién al peso de los animales de los
cuatro tratamientos (Cuadro 2 y Figura 1).

El peso relativo promedio del bazo en el tratamiento arroz
hongo fue significativamente menor (P«0.05) al compararse ccn
los otros tratamientos. Los pesos relativos del higado y rinén
no presentaron cambios (Cuadro 6).

La conversién alimenticia fue deficiente en los animales
que consumieron dietas inoculadas con el hongo, observandose
valores negativos promedio de 34.39 y 45.45 en sorgo y arroz
respectivamente (Cuadro 10).

Macroscopica y microscépicamente no se observaron

lesiones.

Grupo 2 (Aspergillus nidulaps).-

El peso fue estadisticamente menor en los animales con
tratamiento arroz-hongo. Por otra parte al comparar entre si
los pesos de los tratamientos testigo (arroz y sorgo) en los
dias ocho y 16 éstos mostraron diferencia, la gue desaparecié
para el dia 21 (Cuadro 3 y Figura 2).

Los pesos relativos del higado y rindn no mostraron cambios
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significativos, mientras cgque el peso del bazo fue
estadisticamente mayor en el tratamiento arroz con honge al
compararse con su respectivo testige (Cuadro 7).
La conversién alimenticia fue deficiente para los animales
con el tratamiento arroz hongo (Cuadro 10}.

Macroscépicamente no se observaron cambios.

Al examen microscédpico, el 95% de los higados de los
animales con el tratamiento arroz hongo presentaron abundantes
focos de necrosis, mientras que en el rihdén se apreciaron
hemorragias leves en la zona medular. Cabe mencionar que las
hemorragias medulares del rindén también se presentaron en todo

el lote de animales alimentados con sorgo inoculado.

Grupo 3 (Helycomices spp.}.

No hubo diferencia significativa en los pesos de los
animales, excepto en el dia 16 donde se notd an peso menor en
el tratamiento sorgo hongo al compararse con su testigo. Sin
embargo hay gue resaltar gue el peso final no mostré diferencia
estadistica significativa entre los cuatro tratamientos (Cuadro
4 y Figura 3).

El peso del higado, bazo y rifién fue estadisticamente menor
en los animales con tratamiento arroz hongo. De igual forma el
peso del bazo en el tratamiento sorgo hongo se vié afectado
significativamente {Cuadro 8}.

No hubo cambios adversos en la conversién alimenticia de
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los cuatro tratamientos (Cuadro 10).
A la inspeccidn macroscbdpica y microscdpica de los organos

no se encontraron cambios aparentes.

Grupo 4 {(Cephalosporium spp.)

El peso inicial de los animales no mostrd diferencia
estadistica significativa, con excepciédn del 1lote con el
tratamiento arroz hongo en el que hubo un pese menor, sin
embargo no hube diferencia con relacién a su testigo.

A los 16 y 21 dias el peso disminuyd en los tratamientos
con hongo. Al ccmparar entre si a los controles (arroz y
sorge}, £1 peso fue [onor Con arroz. Por su parte, anbes
tratamientos con hongo, no mostraron diferencia significativa
entre si (Cuadro 5 y Figura 4).

Se observd un mayor peso del higado en los animales con
tratamiente arroz hongo Yy sorgo hongo con respecto a los
testigos. El peso del bazo fue significativamente mayor para
el tratamiento arroz hongo con respecto a su testigo y el peso
del rifnén fue mayor para el tratamiento socrge hongo (Cuadro 9).
. La conversién alimenticia presentdé variaciénes wmuy
marcadas entre los distintos tratamientos, no obstante, los
tratamientos con hongo mostraron una conversién mayor (Cuadro
10} .

Dos animales murieron al tercer dfa de iniciada la dieta

sorgo hongo, mientras que un tercero se encontrd muerto al
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cuarto dia. A la necropsia se observd congestidn intestinal
noderada asi como una disminucién marcada del estémago,

Microscépicamente no se presentaron cambios.
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Cuadro 1: Humedad y temperatura del sorgo muestreado en

cuatro bodegas del Estade de Tamaulipas.

i T T 1

| ~Muestra | Temperatura °C | ‘Humedad % |
Relativa |
!

|
l S pP*

1

|~710.23° 11.54
| 12.32 13,62

e} 12,57 13.23

] *79.37 -10.92

* 5= Superficial

* P= Profunda
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Cuadro: 2. Ganancia promedio de peso vivo y desviacién
estidndar en ratones (10 por dieta) alimentados con arroz y

sorgo con y sin indculo de Aspergillus chevalieri.

SH* ST* AH* AT*

dia 1 - .. 25,72a o 24.4a

T diage
dia 16~ 25.47a
5.2
dia 21 7 23.83a" o ; 26.06a. . . 24.48a 27.3ta
+1.6 +2.0 . +2.1 5.8
SH* = Sorgo hongo ST* = Sorgo testigo
AH* = Arroz hongo AT* = Arroz testigo

{P<0.05) Promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.
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Cuadro 3; Gdhandia promedxo de peso vivo y desviacidn

llmentados con arroz y

est&ndar en ratones (10 por dieta)

sorgo con: y sin 1,bc 1o de As égrgxllus n1dulags.

AT

dia'1 19.T4a - 18.6la - .. 18.53a .. 18.18a

4250 bt 4y, o : B
dia 8 23,00ab- 22,03 . 0180728 . 25.28a

+2.3 cxlh2 0 Tare oo azio
dia 16 26.2b° 26,516 20.11c o

it B LTS L F
dia 21 26.35b 28.16ab 59.57a

S P Teli3 x2.1

SH* = Sorgo hongo . o V.ST*:= Sorgo testlgo .
AH*:: Axroz hongo(_”r Ty AT*Q% Arroz testlgo_ '

(PQ0.0S) Promedlos “conla- mxsma leLra ‘no. son
; T 515n1f1cat1\nmenbe dxferenteb
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Cuadro 4. . Ganancia ;ﬁromedié de: peso’ vive .y ‘desviacidn

estindar en raLon?sﬁ(10; po},dié€a)v-alimentados.con arroz y

" sorgo con y s;n‘iﬁ&éﬁlo:de‘B#lycomices sSpp.

AH¥ T AT

Ndvesa T Fsviga

dia 1
10,9 +1.0
dia 8 17.81a° . 18.8Ba- U i19uiTai Lo (1B.82a
41.5 4 £201 ' el Ll
dia 16 20,06 - 22.25a 23.71a 22.%a
+1.7 +1.8 ERTTE ‘ 2.0
dia 21 23.63a 23.08a 21.16a 23.2a
£1.0 £1.5 0.8 194
SH* = Scrgo hungo - BC* = Sorgo testigd
AH%# = Arroz hongo' ':AC*'=VAfroz4teéLigo

{P<0.05) Promedies: ¢on la misma letra no son
significativamente diferentes.
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Cuadro 5. . Ganancia  promedio de peso vivo

y desviacidn

estAndar vivo en ratones (IO-por dieta} alimentados con arroz

y sorgeo con ¥y sin indculo de Cephalosporium spp.

dia

: dip

dia

SH*

AHX

SH* ST* AH*
1 22:87ab s -0 2d.dlal o T21016¢c o
RS 40,3 i0.9
8- 181795 N L T
: RS
16 T 15487k
SRl
21 - 1B.12c . 23.83a . 16L74c
Cosvey e $0:8°0 0 to.9
= Sorgo hongo ST* = Sorgo testigo
= Arroz hongo AT* = Arroz testigo

(P<0.05) Premedios con la misma letra no son

significativamente diferentes.

T ATF

21.94ac

BFST R

T22.03a
Al

32075

N ]
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Cuadro 6. Peso promedio relativo y desviacidn estadndar de los
drganos de los ratones alimentados con Sorgo ¥ arroz con y

sin indculo de Aspergillus chevalijeri.

SH* ST* AH* AT#

Hlgade = B:154a . B.227a 017 Ei759a:

SRR 7049

40,7222

20,2956

““‘Bazé S Oﬁfﬁﬂséb

01760 40,1504

Rifiones  1.142a" -

40,2073 el Ye05 2844

- SHX =8 Hongo: - .. ST* = Sorgo testiga

AH* ='A:roz Hpngor AT* =-Arroz testigor

(P<0.05} Promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes.



SH* = Sorgo;hoagq

AH¥
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Cuadre 7. Peso promedio relativo y desviacidn estanddr de los

drganos de los ratones alimentados con sorge y. Arroz con y

sin indculo de Aspergillus nidulans.

SH* 5T* Alt* AT *

I

Higado * - 7.78%a. . . 7i522a 7, 7028

C41.6522 - . 30.3785

0.3169b
+0.0534-

+-1.5790a -
“740,1883

: ST*. = Sorgo testigo 5

roz’ Hongo

Arroz testigo

{P<0,051. Promedios con la misma letra no son
. significativamente diferentes.
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Cuadro 8. Peso promedio relativo y desviacidn estdndar de los
érganos de los ratones alimentados con sorgo y &rroz con y

sin indculo de Helvcomices spp.
SH* ST* AH* AT*

Higado  6.892ab

“ e 992b

La0.1942

Bazo = 0:3928a . . 0.3923a’

40,0440 0 $0.0471

Rifiones | 1.4298b ° ° ~ 1.7103a 1.548ab

£0:074 L. $0:.1507 . 40.1861

L SH*%:=

Sorgo;horigo . Sorge. testiga

AH* = Arroz. hongo Arroz ‘testigo

(P<0,05) Promedios con la misma letra no son
significativamente diferentes,.



12
Cuadro 9. Peso promedio relativo y desviacidn estAndar de los
érganos de los ratones alimentados con sorgo y arroz con y

sin indculo de Cephalosporium spp.

SH* : ST* AH¥ AT*

Higado 8.120n - 5.289c

F1.290300 Trilisse’ “40.1591

Bazo "0.3549ab - 0.3499ab

201731 40,0686

Rifiones - 1.588a . - L,146b .

40,2087 42000968,

SxDJ40T1

SH* = Sorgo hongo ~ ' v ST#:= Sorgo Lestiga ~ T
_AH* = Arroz ‘hongo AT* = Arroz testigo’

{P<0.05) Promedios con ta misma letra no son
. significativamente diferentes.



Cuadro 10. . Conversién: }liméhticié

dietas testigo y contaminadasiconicu tro-hongos diferentes.

A ghevnliEIi.'
“A.. nidulans. -
Helycomives spp. s 0

Cephulosporium ;pp[

- Se refiere a pérdida de peso.



Teso (Yramos)

W4

PESO VIVD /7 Asyergillius chevalieri

0. 30 30.30
1 Arroz testige # Arroz/ hongo
23429 < Sorgo testigo - . @ Sorgo/ hongo 29129
20.l28 : e 28128
’ - A
27127 _aitar
) e -
= -
26,26 T 7 26326
¥ : =
‘//-/ 25128
& =
) _"2aj2a
. . - /
23les w/ 23l23
22122 22122
Z2LiRY 21:21
20420 20]20

i 2 3 4 5 & P A 5 fo 1t 12 13 14 15 16 7 18 19 zo 2
tiempo tdiasy

FEgura 1. Ganancia del peso vivo en los ratones {10 por dieta)
alimgntados con arroz y sorgo, con y sin indculo de Asperallius
Chevalieri,



Luyramas)

I'aemur

45

PESO VIVO/ Aspergillus nidulans

33.33 . ~33_33
3zlaz [ Arroz testigo % Arroz/ lowgo 32{32
31_;‘31 o Sorde testigo ) " & soryos hanyo 31la;

1616 o ! 16
15§15 R is
3 4§ ¢ '5 K3 é Ao M1z 13 fa fs 16 17 18 19 20 2

l'xenpu (dl;\s)

o
[\

Fiqura 2. Ganancia del pésb ‘vl;:-u en-los rvatcﬁesi (10 poi"dlet‘z‘l)
alimentados con arroz y sorgo. con ¥ sin lnﬁculo de Asucrm!lus '
nidulans, y

L 30
29
128
27
26
25
. 24
23

2122

'.21

120




Peso Cgramos)

L1

S PESD V1UY” Helyconices sp.

T 2525 . o5 og
: O Arroz testigo R 1 Arrox/ hongo
--24124 5 Sorgo testigo @ Sorgo/ Imn’sia_________-—w-*-f—‘z" 4
n i : . d
23] 3H23
22 22,22
21 21{21
20 zoizo
19119
1al1e
17117
16116
15115
LRI JRE SN S| 7 9
E 47 8 3 o didzds fads s % s 15 202l

Tierpo (dias)

Floura 3, Ganancia del peso vivo en los ratones {10 por dieta)
alimentados con arroz y sorgo, con y sin indculo de Helycomlces
sp.



Copr iz >

Parsses

b7

VL3S0 Vavl/ Cophalusyoriem v,

:w.rﬂo - ~ - '40.‘_30
a9lag 0 Arroz testigo . e ,' _Arroz/ hownxo 29129
56 les 0 Sorqo‘ tesf.iFm LT e 79 Snrqu./ hongo 28lza
ariar At R LA sl 7 27 |27
zaﬁn : L B N 2626
25128 . e S 2slas

L B T S B S B S I R A A |
Tiempo (dias):

Flgura'h. Ganancia de pess vivo 86 las ratanes™ {10 por-dieta)
alimentados con arroz y sorgo, con'y sin indculo de {ephalosporfum
P SR . . s e
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DISCUSION,

En el presente trabajo, la temperatura registrada en el
granc almacenado varié entre 35° y 3%° C, mientras que 1la
humedad relativa se encontrd desde un 9.32% hasta un 13.62%, lo
que confirma la presencia de dos de los factores més
importantes para el crecimiento micético y la produccién de sus
toxinas (28,31,37,79). Sin embargo el contenido de humedad
encontrado en este caso, es cansiderade bajo por algunos
autores, ya que generalmente se ha observado que el crecimiento
micdtico no se presenta en humedades menores del 13% (32,63).
A pesar de esto, nuestros hallazgos concuerdan con un estudio
realizado en alimento para aves de diferentes compafifias, en el
que se demostrd que los niveles de humedad gue permitian una
actividad de los hongos, eran menores (11.5 a 13%) a los
presentados en otras investigacidnes (28,63,68).

A pesar de que 1la humedad registrada en el presente
estudio no se considera por algunos autores dentro de 1los
limites &ptimos (63,68), se aislaron e identificaron hongos
capaces de producir micotoxinas. Esto sugiere que dichos hongos
en algin momento enceontraren 1las condiciones iddéneas de
temperatura y humedad para su desarrollo y proliferacién. Lo
anterior se refuerza, si se considera gue las muestras se
obtuvieron del Estado de Tamaulipas, donde la cosecha coincide
con la entrada del temporal lluvioso (52,53,67) y en el que

anualmente se presentan serios problemas en la distribucién



49
provocando gue el grano permanezca almacenado por algin tiempo
en las bodegas.

Asi mismo, se sabe gue después del almacenamiento, el
crecimiento micético y la produccién de micotoxinas pueden
continuar si el grano no es secado inmediatamente & almacenado
en forma adecuada (75).

De los hongos identificados en las cuatro muestras, los
del género Aspergillus (Muestra 2, 3 y 4), Penicillium spp. ¥y
Cladospeorium spp. (Muestra 1, 2 y 4) se encontraron en tres de
ellas , el Helvcomices spp. y Cephalosporium spp. crecieron en
la muestra uno y el del género Gliocladium spp. sé6lo se
identificd en la muestra cuatro. Estos resultados concuerdan
con Neumannova y colaboradores (51) gquienes sefialan que en
muestras de alimento para pollos Jde engorda, las especies de
los géneros Aspergillus y Penicilljum se presentan con mayor
frecuencia (cada uno en 97% de las muestras), seguidos por el

Mucor (93%), Cladosporium (79%), Rhizopus (52%) y Fusarium

(41%) .

Por otro lado, en la muestra uno, se identificarcn a los
hongos Helicomyces spp. y Cephalesporium spp. como productores
de micotoxinas; el primero sélo produjo aflatoxina B, y una
banda azul fluorescente con un Rf (valor de resistencia de
flujo) de 0.9 con respecto a la aflatoxina B, en el arroz
inoculado, mientras gque la produccién del Cephalosporium spp.
fue Ochratoxina A en el sorgo inoculado.

De la muestra cuatro se aislé el hongo Asperaillus flavus
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que produjo 40 ppm de aflatoxina B, en el sorgo, mientras que
en el arroz s&lo se detectaron 4 ppm. Este hallazgo es de gran
relevancia, ya que indica que el tipo de sustrato juega un
papel importante en la cantidad de micotoxina producida. Al
respecto, Hamilton menciona gue a pesar de gue las aflatoxinas
se presenten en bajas cantidades en el alimento, causan graves
perdidas econémicas, debido a la baja conversidn alimenticia,
a la inhibicién del crecimiento y muertes en los animales
domésticos (27).

En la muestra tres se identificé al hongo Aspergillus
nidulans, que en el arroz preodujo Zearalenona, Cchratoxina A y
un compuesto no identificado (banda azul fluorescente con un Rf
de 1.5 al compararse con el estdndar de la aflatoxina B;) a
diferencia del sorge en el gque unicamente se detectd
Zearalenona.

Es de interés mencionar gque la produccién de micotoxinas
en cuanto al tipo y cantidad, varié en ambos sustratos
utilizados y en ninguno de los casos fue similar. Se sabe que
varios hongos pueden producir una sola micotoxina, mientras que
otros producen dos o mis (42,63).

Lo anterior demuestra gue el tipo de sustrato constituye
un factor importante para determinar cudl metabolito se
producird y ademids que los hongos. son capaces de producir una
o varias toxinas (75). Esto es de gran significancia cuando
varios granos que contienen diferentes micotoxinas

contaminantes se mezclan para administrarse como alimento a los
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animales (21).

Por otra parte también se pudo comprobar gue las
micotoxinas encontradas fueron termoestables y persistieron en
el alimento después de haberse sometido a temperaturas de
esterilizacién y secado, lo gque concuerda con lo mencionado por
Pier en 1981 (63), y demuestra que a pesar de gue algunos
alimentos se someten a altas temperaturas en su proceso de
elaboracién, las micotoxinas pueden persistir.

Entre los hallazgos importantes de esta investigacioén se
encuentran el tipo de hongo aislado Yy su relacidén con las
micotoxinas producidas.

El hongo Aspergillus nidulans produjo Zearalenona tanto en
el sorgo como en el arroz, y s6lo produjo Ochratoxina A ¥y una
banda azul fluorescente con un Rf de 1.5 en el arroz.

En general en la literatura se menciona gue los agentes
productores de zearalenona corresponden a hongos del género
Fusarium, como el F. tricinctum y E. oxysporium (40), pero
especialmente el F. roseum “Graminearum" (F. graminearum) y F.
roseum "Gibbosum® (E. equiseti) (26,29,56), lo que difiere con
lo encontrado en este trabajo.

Por su parte el hongo Helvcomices spp., solo en el arroz
inoculado produjo Aflatoxina B, y una banda azul fluorescente
con un Rf de 0.9 con respecto al estindar de aflatoxina B,. El
género de Helycomices se establecié en 1809 por Link, y se
considera el mas viejo de 1los géneros de Helicosporus,

Hyphomicetos, A la fecha se han reccnocido diversas especies en
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este género, no obstante, alin se realizan investigaciones para
su establecimiento (24). En cuanto a la produccién de
micotoxinas y sus metabolitos no existen estudios al respecto,
por lo que es importante subrayar este hallazgo en el presente
estudio, sin embargo se requiere de una mayor investigacién al
respecto.

Por otro lado, la produccién de aflatoxinas se ha

atribufdo casi exclusivamente a hongos del género Aspergillus

flavus y A. parasiticus, no obstante, se ha encontrado que
otros génercos de hongos como Penicillium (78) y Rhizopus (45)
son capaces de producir estas micotoxinas. En la presente
investigacién se encontrd que el hongo Helvgomices spp. y el

Aspergillus flavus fueron capaces de producir aflatoxina Bl.

Nuevamente es de interés sefialar gue el hongo Helycomices no se
considera en la literatura como productor de aflatoxinas (24).
E1l hongo Cephalosporium spp. produjo Ochratoxina A en
sorgo.,
La produccidén de Ochratoxina A se ha asociado a hongos del

género Penicillium verrucosum guimiotipe I y II, hongo comin en

cereales, carne y pescado, en regiones templadas (22). Ademis
se incluye al Aspergillus ochraceus (51). Aparentemente &ste
es uno de los primeros estudios en el gque se notifica al
Cephalospoprium spp. como productor de Ochratoxina A.

A continuacién la discusién se hara de acuerdo con

cada uno de los grupos experimentales.
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Grupo No. 1 (Aspergillus chevaljeri).-

Los datos del analisis estadistico con respecto al peso
promedio de les animales en los cuatro tratamientos muestran
que la ganancia de peso no se afectd en forma adversa en
ninguno de los intervalos medidos. Sin embargo se observarocn
pesos numéricamente menores (Figura 1) y una conversién
alimenticia negativa en los animales con tratamientos sorgo
hongo y arroz hongo.

En los sustratos inoculados con Aspergillus chevalieri no
se encontraron ninguna de las micotoxinas probadas y solo en el
sorgo inoculado se apreciaron dos bandas fluorescentes con un
Rf de 1.1 y 1.3 con respecto a la aflatoxina Bl. La presencia
de tales compuestos azul fluorescentes fueron detectados por
Rosiles y Pérez en muestras de alimento de origen comercial
para aves, bovinos y cerdos y no se han podido caracterizar
(65). Sin embargo, cabe la posibilidad de que dichos compuestos
Y la presencia del hongo provocaran un efecto negativo en la
conversién alimenticia Yy en la ganancia de peso de esta

especie.

Grupo No. 2 (Aspergillus nidulang).-

El efecto sobre pérdida de ganancia de peso fue mayor en
los animales con el tratamiento arroz hongo.

Es importante sefialar que en dicho sustrato se detectaron
micotoxinas como la zearalenona y ochratoxina A, asi como una

banda azul fluorescente con un Rf. de 1.5 con respecto a la



54
aflatoxina B,, a diferencia del sorgo inoculado en el qgue sdlo
se detectd® zearalenona.

Cabe sefialar que en general, las toxicosis con zearalenona
se han involucrado con miltiples alteracibnes reproductivas en
divergas especies (7,12,39.53,56,57,82), mientras que la
Ochratoxina A provoca efectos muy variados.

Kanazas y colaboradores (406) confirmaron la presencia de
trazas de Zearalenona y Ochratoxina A en muestras de sorgo
contaminadas naturalmente y demostraron ganancias de peso y
consumc de alimento menores en ratas alimentadas por 28 dias.
En -pollos de engorda también se ha encontrade un efecto
negativo sobre el peso de 1la canal vy el tamafio de los animales
(34). Investigaciones recientes sefialan gque la Ochratoxina Ay
la Zearalenona tienen efectos aditivos (51}).

También se ha observado gue en cerdos gue ingirieron una
dieta con Ocharatoxina durante 141 dias, no mostraron residuos
tanto en suero como en rifiones, apareciendo estos Gltimos
microscdpicamente normales {51}. En contraparte otros autores
(34,43,63) mencionan que la Ochratoxina A es una nefrotoxina
potente, causante ademids de enteritis y coagulopatias. En el
presente trabajo no se apreciaron cambios macroscépicos y
microscopicos importantes en el rifién a excepcién de
hemorragias leves en la zona medular de los animales que
ingirieron el alimento inoculado con el hongo. Cabe la
posibilidad de que los cambios renales no se hayan presentado

debido a la baja concentracién de la Ochratoxina en la dieta.
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Grupeo 3 (Helycomices spp).

A pesar de gue el arroz inoculado resulté positivo a
aflatoxina B, (20 ppb) y a una banda fluorescente con un Rf de
0.9, estadisticamente no ocurrieron cambios significativos en
la ganancia de peso de los animales, aungue la conversién
alimenticia fue numéricamente mejor en los tratamientos con
hongo al compararse con los testigos.

Existen numerosos informes de aflatoxicosis en leos
animales, asociados al consumo de alimentos contaminados
(5,46,47,62). Ssin embargo, los efectos toxicos de las
aflatoxinas sobre el animal dependen estrechamente del tiempo
de exposicién, la dosis, la edad y la especie animal
{34,55,63). Se ha comprobado gue con una ddésis letal oral 50
(DL 50, en unidades de mniligramos por Kkilogramo de peso
corporal) la especie més sensible son los patos (con 0.36),
continuando con el gato (0.55}, cerdo (0.62), perro (1.0}, pavo
{1.36), borrego (2.0), polle (6.5} y rata (5.5 - 17.9) {55).

Por otro lado, investigaciones recientes en pollos de
engorda han demostrade gue con niveles de aflatoxina de 2.5
miligramos por gramo de alimento (ppm) durante tres semanas el
peso corporal de los animales disminuyd significativamente
(34,35), asi como también la conversién alimenticia (14). No
obstante, en otro trabajo realizado por Merkley, J. W. en 1987
(54} en la misma especie, se observé que en dietas gque
contenian 0.625 y 1.25 ppm de aflatoxinas se presentaban pocos

cambios en el peso corporal de los animales (54). Por 1lo
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tanto, es posible gque en el presente estudio los cambios en el
peso corporal y la conversién alimenticia no se hayan
presentado debido a los niveles reducidos de aflatoxina B, en
el alimento.

En 1o que respecta a los &drganos, el peso del higado, bazo
Y vrifibn fue significativamente wmenor en los animales
alimentados con dietas inoculadas con el hongo (arroz y sorgo).
Tales hallazgos difieren con lo encontrado por diversos autores
quienes mencionan gque el peso del higado, rifién y bazo
incrementa con las aflatoxinas (14,35,63}. No obstante, 1la
atrofia del higado se ha indicado en los estadios tempranos
(10,36). Estos resultados posiblemente se deban también a los

niveles reducidos de aflatoxinas en el alimento.

Grupo 4 (Qephalosporium spp).

A pesar de que sblo en el sorgo con hongo se detectd
Ocratoxina A, la conversién alimenticia y el peso de 1los
animales alimentados con ambos tratamientos inoculades con
honge fueron significativamente menores al compararse con sus
respectivos testigos.

Diversos estudios demuestran gque la ingestidén de
Ochratoxina puede provocar disminucién de peso en los animales
(32,44). Sin embargo en &ste caso la scla presencia del hongo

provocd este cambio.

Es de interés sefalar dque cada honhgo y sus micotoxinas fué
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probado por separado, y gue en general los parimetros medidaos
no se afectaron en forma significativa, sin embargo cabe 1la
posibilidad de gque la combinacibén de varios hongos
micotoxigénicos provogque efectos mis adversos. .

Con este trabajo se concluye que existen varios hongos
micotoxigénicoes en el sorgo nacional con alto grado de humedad,
que no han sidec descrito en la literatura, y que son capaces de

provocar efectos deteriorantes en los animales.

Estos datos enfatizan la necesidad de realizar
investigaciénes adicionales sobre las cepas toxigénicas, 1la
interaccién de micotoxinas, el tipo de sustrato presente y

otros factores ambientales importantes.
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