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RESUMEN

Veintiin muestras de sorgo procedentes del Bajio fueron analizadas para conocer la

micobiota del grano y d i la pr ia de mi inas en forma natural. El moho
predominante fue Alternaria alternata. con 871 aislami imi fueron
abundantes algunos hongos de los géneros Ph. . Epi Helminthosporium y

Fusarium, también fueron aislados otros géneros en menor proporcién. Algunas especies

de los géneros aislados pueden inducir, en sorgo, enfermedades del follaje e invadir el
grano tanto en el campo como durante su al i >, duciendo su rendimiento,
calidad y wvalor econémico. Ad son cap de producir micotoxinas,

potencialmente peligrosas para la salud de los animales domésticos.

Las micotoxinas mecjor conocidas en e! grano de sorgo son las aflatoxinas y la
zearalenona; éstas fueron determinadas en un trabajo previo con una incidencia y
concentraciéon muy bajas. Sin embargo, debido a la confusiéon existente entre las
micotoxinas mencionadas con las sintetizadas por el género Alternaria y dada la alta
incidencia de este género en sorgo, nos condujeron a buscar las ultimas en diversas

muestras de grano de sorgo.

Los resultados de! andlisis por cromatografia de capa fina para la deteccién de
micotoxinas de especies de Alrernaria indicaron que diez muestras ( 47.62%) estaban
contaminadas con alternariol, con niveles de 1.444 - 55920 mg/kg. ¥y 12 muestras
(57.14%) con monometil- éter de altemariol, en niveles de 0.134 - 2.144 mg/kg. De estas

muestras detectadas como positivas diez resultaron contaminadas con ambas toxinas.



INTRODUCCION

Produccién de sorgo
Las plantas constituyen el 93% de la dieta mundial y los cercales contribuyen con las dos

terceras partes de los alimentos primarios. El cultivo de los ocho principales cereales
(trigo, maiz, arroz , cebada, sorgo, avena, mijo y centeno) ocupan 56% de la tierra arable
del mundo y son la fuente principal de calorias y proteinas para la mayor parte de la
poblacion (Stubbs, 1986). En 1997, el sorgo (Sorghum bicolor) ocupd. entre los cultivos
de cereales considerados mundialmente como mas importantes. el quinto lugar después
del trigo (Triticum aestivum, Triticum turgidum), arroz (Orvza sativa. Oryza glaberrima).
maiz (Zea mays) y cebada (Hordeum vulgare). Aproximadamente el 90% de la superficie
sembrada con sorgo se encuentra localizada principalmente en Asia y Africa (FAO.
1997). De este ultimo continente se piensa que es originario el sorgo, de donde
posteriormente fue llevado a Estados Unidos de América, México. Argentina, Australia,

etc. paises donde actualmente se cultiva (Doggett, 1988).

Nigeria y Sudan son los principales paises productores de sorgo en Africa, sin embargo,
el cultivo estd muy extendido en todo el continente. En Asia, la producciéon estd

China e India, los cuales producen el 94% del total de Ia

da en dos pai
produccién regional. En Ia region norte de América Latina. América Central y el Caribe

1a produccién esta dominada por México con un 90% de la produccién regional total. En
América del Sur se concentra en Argentina (60%) y en las zonas aridas del Brasil, ¢l norte
de Colombia y Venczuela. Casi un tercio de la produccién mundial de sorgo corresponde
a los paises desarrollados. En Estados Unidos se cultiva en las llanuras de las regiones
centrales y meridionales principalmente en Kansas, Texas y Nebraska donde la luvia es
escasa y variable. En Europa, sélo sc cultiva ¢l sorgo en algunas zonas de Francia, Italia y

Espafla. Por lo quc respecta a Oceania, Australia es el unico productor de cierta

importancia (FAO, 1997).

N




El sorgo es una planta herbacea de la familia de las gramineas, de la cual, de acuerdo a

sus i 1

icas, se han ionado diferentes variedades que han sido agrupadas en
cuatro tipos principales: 1) los sorgos azucarados. variedades con alto contenido de
carbohidratos. de tallo largo, jugoso y dulce, por lo que.cs utilizado en la elaboracién de
jarabes. 2) los sorgos de escoba, variedades que se caracterizan por presentar raquis muy
cortos y ramificaciones largas, por 1o que se utilizan para la elaboracion de escobas. 3) los
sorgos herbaceos, variedades con tallos suaves y semillas pequeiflas, que se utilizan como
forraje, y 4) los sorgos para grano, que presentan semillas grandes y tallos dulces con un

alto valor nutricional. con un clevado por

ije de protei y carbohidratos, lo que les
permite competir con otros cereales como ¢l maiz y cl trigo. En México y otros paises
este tipo de sorgo se¢ cmplea como materia prima en la elaboracién de alimento
balar do para animales;

as que en Africa y Asia se¢ cultiva para ¢l consumo
humano,

Producciéon nacional de sorgo

Dos quintas partes de la poblacién econémicamente activa de nuestro pais laboran en
actividades agropecuarias. La agricultura en México es sumamente diversa, ya que
comprende cultivos tanto de regiones tropicales como de zonas templadas y frias, cuya
produccién depende, en su mayor parte de la intensidad y regularidad de las lluvias. Los
seis productos principales dentro de la economia nacional son: el maiz y el frijol, por ser
la base de la alimentacién popular; el trigo y la cafla de azicar por ser alimentos de
consumo generalizado, ¢l café en cambio, por ser el principal producto de exportacién y

el sorgo por el gran desarrollo de la avicultura y porcicultura de los afios recientes.

En México. la produccién nacional anual de grano de sorgo en el afio de 1995 fue de mas
de 4 millones de toneladas (SAGAR,1995), siendo los principales estados productores
durante el ciclo primavera-verano. en orden de importancia: Guanajuato. Michoacan.
Tamaulipas, Jalisco y Sinaloa. y en el ciclo otofio-invierno: Tamaulipas, Nayarit.
Michoacan. Veracruz y Nuevo Ledén. A pesar de que México es un pais productor de

grano de sorgo. es considerado a nivel mundial como uno de los principales paises.



importadores de grano de sorgo, _iuntd con Japén e Israel. En 1993 importé 3.7 millones
de toneladas (SAGAR, 1987-1993). La produccién anual de sorgo forrajero durante el
afio agricola de 1995 fue de 1.8 millones de toneladas. siendo los estados productores mas
importantes: Baja California Norte, Coahuila, Chihuahua, Sinaloa. Jalisco y Sonora;
mientras que la produccion de sorgo escobero duranie el mismo aiio agricola, fue de

39,820 toneladas, siendo Coahuila el principal estado productor (23,623 toneladas).

Utilizacién del sorgo

La economia mundial del sorgo consta de dos scctores distintos, un sector tradicional, de

hei : oy

en los pequeiios agricultores cuya producciéon se consume en su
mayor parte como alimento, principalmente en Africa v Asia, y un scctor de grandes
explotaciones modernas, mecanizadas y que utilizan grandes cantidades de insumos, cuya
produccién se utiliza basicamente como pienso; principalmente en los paises
desarrollados y en algunos paisecs cn desarrollo de América Latina, como Meéxico y
Argentina. En el pcriodo 1992-94, s¢ destinaron a la alimentacién humana
aproximadamente 27 millones de toneladas anuales de sorgo, de las cuales casi en su
totalidad fueron utilizadas en paises como Africa y Asia, que padecen una situacién de
mayor inseguridad alimentaria. El sorgo se consume en formas diversas, que varian de
una regién a otra. En general, se consume como grano entero o como harina, con la que se
preparan platos tradicionales. Existen cuatro alimentos elaborados a base de sorgo quc s¢
consumen principalmente en Asia y Africa: ¢l pan plano, preparado con masa fermentada
o sin fermentar; las gachas consistentes o delgadas, fermentadas o sin fermentar;
productos cocidos similares a los que se preparan con sémola de maiz o con arroz y
algunos alimentos preparados fritos cn aceite. Otro importante uso que sc le da a el sorgo,
especialmente en Africa, es para la elaboracién de bebidas alcohélicas como la cerveza.
Fuera de Africa, el sorgo sc utiliza en pequefias cantidades en la industria cervecera de
Meéxico y los Estados Unidos. En China, alrededor de la tercera parte de la produccion de
sorgo se destina a la fabricacicn de bebidas alcohodlicas, principalmente de un fuerte licor
tradicional. En Nigeria, se utilizan también pequefas cantidades de sorgo para producir

edulcorantes. Alrededor de] 48% de la produccién mundial de sorgo se utiliza como




pi la d da de pi p de de los paises desarrollados y de los paifses de
ingresos medios de América Latina y Asia. en los que existe una gran demanda de carne

¥, por tanto, un sector ganadero intensivo (FAO, 1997).

Homgos de campo y almacén

Todos los productos agricolas son invadidos por diversos microorganismos durante su
desarrollo en el

PO, SU tr tey
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siendo los hongos los mas abundantes
y la principal causa de enfermedades, ocasionando pérdidas econémicas al reducir el
potencial de produccion de los cultivos que atacan. Durante su desarrolio los granos y
semillas pueden ser invadidos por diversos hongos en el campo que ademas, pueden ser
transmitidos de un ciclo a otro a través de las semillas. Asimismo, durante su transporte y

almacenaje los granos y las illas pueden ser invadidos por hongos cuyo habitat natural

silos y trojes (Moreno, 1988). Los principales dafios
estos hongos son:

general son las bod
ocasionados por 1) reducciéon del poder germinativo; 2)
ennegrecimiento total o parcial de los granos y semillas (particularmente de los
embriones); 3) calentamiento y hedor; 4) diversos cambios bioquimicos; 5) produccién de
micotoxinas, las que al ser ingeridas pueden ser dafiinas al hombre y a los animales

domeésticos; y 6) pérdida de peso (Christensen y Kauffmann, 1969).

Los hongos que crecen sobre productos agricolas en especial los que invaden granos y

semillas durante su desarrollo, cc ha o al

Christensen y Kauffman (1969) en tres tipos.

o, han sido clasificados por

1) Hongos de campo. que invaden los granos y semillas antes de la cosecha y requieren
humedades relativas mayores de 90% para su crecimiento. Este grupo incluye especies
de diversos géneros como: Alternaria, Fusarium, Helminthosporium, Cladosporium

entre otros, que se caracterizan por ocasionar diferentes enfermedades a las plantas y

que son transmitidos de un ciclo a otro a través de las semillas.




2) Hongos de almacén, que invaden los granos v semillas después de la cosecha;

principalmente incluyen especies de Aspergillus y Penicillium, que pueden crecer en

humedades relativas de 65-90%, condiciones de humedad muy frecuentes en el
almacenamiento de granos. Se ha encontrado que algunas especies pueden invadir el
grano desde el campo, especialmente cuando las condiciones ambientales favorecen
su desarrollo.

3) Hongos causantes de un deterioro av: do, como C# i y Sordaria que
pueden invadir los granos y otros productos que han estado bajo muy malas

Y

©cC de al iento, las que en ocasiones se inician en el campo. Estos

hongos se desarrollan en productos almacenados en altas humedades relativas,

superiores al 90%.

Hongos que dafian a! grano de sorgo
A nivel internacional los hongos de campo mas importantes que daiian el grano de sorgo,

7i e

son Fusarium m

‘me, F. i um y Curvularia lunata; se sabe que algunas lineas
de este grano resistentes a Fusarium y Curvularia pueden ser atacados por Phoma

(Doggett, 1988). Existen ademas algunos hongos considerados como saprobios y

patogenos débiles, como Alternaria, Stemphylum, Epic Cladosporium y Torula,

que invaden hojas, tallos y espigas de plantas de cereales como el sorgo, que han sufrido

efectos severos de factores desfavorables o que se encuentran en la etapa de maduracion.

Estos organi son agresivos productores de esporas, estan ampliamente distribuidos y
se reproducen en tejido vegetal enfermo, maduro, o muerto, especialmente durante
periodos de alta humedad. A la coloracién gris o negra de las espigas y de la semilla
debido a estas infecciones fungosas se le llama moho de hollin, punta negra o tizne. El
desarrollo de micelio y manchado del grano (punta negra) puede reducir su rendimiento y
calidad (Zyllinsky, 1984).
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Enfermedades del sorgo
Otras enfermedades importantes del sorgo que se presentan durante su desarrollo en et
campo son: 1) el mildia velloso causado por Sclerosphthora mascrospora 'y Sclerospora

sorghi; la enfermedad aparece con mayor frecuencia durante las primeras etapas de

cr de la

1 Y + H

provi clorosts, parrar o y amacoll o

excesivo. Gran parte de las plantas severamente enfermas muercn o raramente producen
grano viable; 2) las manchas foliares, ocasionadas por varias especies de hongos como
Ramulispora sorghi agente causal de la raya tiznada de la hoja, Gloeocerospora sz;r'-ghi
que produce la mancha zonada de Ia hoja. Ascochyvia sorghina el cual provoca la mancha
rugosa de la hoja, Ramulispora sorghicola que induce la mancha ovalada de la hoja,
Phyllachora sorghi que ocasiona la mancha negra de la hoja, y Cercospora sorghi
causante de la mancha gris de la hoja; 3) el tizén de la hoja es otra enfermedad en el sorgo

ol 2

ocasionada por 7 i S pOrium turci el que ademds, puede infectar a la semilla

antes de germinar y producir la podredumbre de la misma; 4) la antracnosis cuyo agente

1 es Coll ich gr inicol esta enfermedad es bastante comtn en el

sorgo, rara vez causa pérdidas econémicas serias; S) las royas son tal vez las
enfermedades més ampliamente conocidas y destructivas de los cultivos de cercales, la
especie Puccinia purpurea es la mas importante en el cultivo de sorgo; 6) existen otros
hongos que invaden principalmente a nivel de panoja en condiciones de alta humedad y
temperatura, destruyendo algunas flores o la totalidad de la panoja, como Fusarium
moniliforme que ocasiona el tizén de la panoja: los carbones que son patégenos de
cereales de grano pequefio y muchos pastos, las especies mas comunes en el sorgo son: el
carbén cubierto del grano (Sphacelotheca sorghi), el carbon volador (Sphacelotheca
cruenta), ¢l carbén largo (Tolyposporium ehrenbergii). y el carbén de la panoja

(Sp# loth reili ). El cor lo. es otra enfermedad que se presenta en la panoja

de sorgo. cuyo agente causal es Sphacelia sorghi, que bajo condiciones favorables

produce esclerocios que remplazan a los granos de sorgo (Williams ¢t al.. 1978)

Por otra parte, en el sorgo también sc presentan enfermedades ocasionadas por otros

7
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fitopatégenos como las bacterias Xanthomonas holicicola y P



que causan el rayado bacteriano de la hoja; los virus que provocan achaparramiento y
mosaicos en este cultivo, y varias especies de Siriga que es una planta pardsita, la cual

impide el crecimiento dc la planta, reduce su rendimiento y en los casos mas graves
ocasiona la muerte.

Micotexi producid por hong que al grano de sorgo ¥y sus

en la idad 1 M lyh

La alimentacién humana y animal en gran parte se basa en el consumo de granos y sus
derivados, los que frecuentemente son invadidos por hongos, causando diferentes

problemas, entre ellos la contaminacién con metabolitos darios 11 d

micotoxinas que ponen en riesgo la salud de los animales domésticos y del hombre, ya
que cuando se ingieren causan intoxicaciones (Moreno, 1988). Los hongos micotoxigenos
han sido aislados de muchos alimentos que estin sometidos a deterioro. Los principales
géneros de hongos asociados con la produccién de micotoxinas incluyen especies de
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Alternaria. Pithomyces., Stachybotrys y
Phoma (Wainwright, 1992). Algunos de los hongos que invaden a el cultivo de sorgo,
ademas de causar deterioro del grano pueden producir micotoxinas, tanto durante el
desarrollo del grano en el campo como durante el almacenamicnto. Las micotoxinas
producidas por especies de Fusarium, Alternaria. Phoma y Aspergillus posiblemente son

los productos téxicos mejor conocidos e importantes en este cultivo.

Fusarium moniliforme, agente causal de el tizén de panoja, ha sido sefialada como una de
las enfermedades mas comunes en el cultivo de sorgo. Esta especie ademas, es capaz de
producir micotoxinas como la moniliformina, la zearalenona y las ‘fumonisinas. La
moniliformina es una toxina considerada particularmente importante, porque se ha
encontrado que esta sustancia produce la muerte o hemorragias, especialmente en el
tracto g:fslroinlestinal cuando se administra por via oral en pollos de un dia de nacidos. en
una dosis de 40 mg/kg. La dosis letal media (DLso) en ratones hembras es de 20.9 mg/kg
y en ratones machos de 29.1 mg/kg. También se ha encontrado que la moniliformina tiene

efectos téxicos cn plantas. al alterar principalmente la regulacion det crecimiento de



éstas. Ademas de F. moniliforme la moniliformina. es sintetizada por F. graminearum. F.
Susarioides y Gibberella fujikuroi (Colel y Cox. 1981).

La zearalenona es un metabolito que tiene una actividad estrogénica, provocando
desérdenes hormonales, a los que se conoce como sindrome estrogénico. en varios
animales. E! cerdo cs el animal doméstico mas susceptible a csta toxina. en las hembras
esta toxina puede provocar enrojecimiento e hinchamiento de la vulva y en casos severos
el agrandamiento de la vulva y prolapso vulvar, esto induce a los cerdos a tallarse contra
los troncos, provocando infecciones que pueden llegar a la septicemia; el resultado final
de wdo ¢l sindrome en animales preifados pucde ser el aborto. En los machos jévenes
esta toxina produce feminizacion, atrofiando los testiculos y provocando un crecimicnto
anormal de las glandulas mamarias: esto no sucedec con los marranos adultos y en ambos
sexos causa infertilidad (Miller y Trenhol, 1994). Esta toxina es sintetizada por muchas
otras especies de Fusarium como: F. tricinctum, F. oxysporum. F. avenaceum, F. nmivalce,
etc. La zearalenona ha sido detectada en muestras de grano de sorgo; Schroeder y Hein
(1975) confirmaron la presencia de zearalenona en dos muestras de grano de sorgo con
tizén de panoja, y los aislamientos de Fusarium de las mismas muestras también
produjeron la toxina en el laboratorio. Asimismo, McMillian er al. (1983) detectaron la
presencia de zecaralenonas en granos de sorgo colectados de campos agricolas en los
estados de Georgia y Mississippi: 19% de las muestras resultaron positivas, con niveles
de toxina de 1.468 a 2 pg/kg.

Las fumonicinas son un grupo de micotoxinas que también son sintetizadas por algunas
especies de Fusarium. La fumonicina Bi, es sintetizada por F. moniliforme y es
considerada como responsable de la leucoencefalomacia en caballos y el sindrome del
edema pulmonar en cerdos. En ratas alimentadas por 18 meses con una dosis de 50
mg/kg. la mayoria de las ratas desarrollaron un carcinoma hepatico. Por otra parte, en los
ultimos afios en China y ¢l sur de Africa esta toxina se ha asociado con la incidencia de

cancer de esdfago en humano, aunque esto ain no se ha comprobado (Miller y Trenholm.
1994).



Otro hongo frecuente en ¢l grano de sorgo es Aflternaria. en los altimos afios se ha
logrado inducir la produccién de micotoxinas por algunas especies de -lrernaria.
encontrando que estos metabolitos secundarios pucden ser t6xicos tanto para los animales
como para el hombre: de estos metabolitos, cinco han sido aislados de diferentes
alimentos contaminados en forma natural con especies de Adlternaria. Algunos de los
metabolitos secundarios estudiados ¢ identificados de Alternaria son el alternariol
{AOH). el monometil-éter de alternariol (AME), el acido wenuazénico (ATE). el altenueno
(ALT) y la altertoxina I (ALT I), siendo los tres primeros las principales toxinas de
Alternaria porque se ha encontrado que varias especies producen estos metabolitos en

cantidades relativamente altas (Shade ¥ King, 19843).

El alternariol, el monometil-éter de alternariol y el altenueno son considerados, por su
estructura quimica, derivados de las dibenzo « pironas. Los dos primeros compuestos
han sido determinados en manzanas (AOH de 0.07 a 5.88 mu/100g y AME de 0.02 2 0.23
mg /100g ), cn tomates (AOH de 0.03 a 0.53 mg/100g), en naranjas (AOH de 0.33 2 4.10
mg/100g y AME de 0.04 a 3.33 mg/100g) y cn limones (AOH dc 0.11 a2 0.28 mg/100g y
AME 0.02 a 0.44 mg/100g) Stinson et al. (1981). También, han sido encontrados en
sorgo manchado (AME+AOH de 7.9 pg/kg). y en cacahuate manchado (no se reportaron

las concentraciones) Sauer ef al. (1978).

El monometil-éter de alternariol es considerado particularmente importante porque cn los
estudios realizados por Scott y Stoltz (1980) se demostréd que ticne actividad mutdigena
baja. Asimismo el alternariol y el monometil-éter de alternariol son toxinas agudas
débiles y los valores de la dosis IP para ¢l alternariol en ratones es de 200 mg/kg del peso
corporal y para ¢l monometil-éter de altemariol es de 400 mg/kg (Colel y Cox. 1981). El

ultimo causa necrosis visceral, y ambos compuestos son fetotoxicos.

El altenueno ha sido encontrado en sorgo (en concentraciones de 0.1-1.5 mg/kg. Sauer e¢
al,, 1978) y en tomates (de 0.01 mg/kg. Stinson er al.. 1980). Se sabe poco acerca de su

toxicidad, aunque en células de HeLa se ha encontrado que es citotéxico (Dlz2s de 28 p
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g/ml). Los valores de la dosis letal media (DL3o) en ratones es de SO mg/kg del peso
corporal (Colel y Cox. 1981).

Otra toxina que produce Alternaria. ¢l acido tenuazoénico. derivada del acido tetramico. fa

que también es considerada como una de las principales toxinas de este hongo. Este
compuesto fue diado inicial

por su posible aplicacion en el tratamiento del
cancer, ya que se consideré un compuesto antitumoral en imal

alimentos. Smith e¢ al. (1968) demostraron posterior

¥y no por cont

que esta ia produci
hemorragias en 6rganos vitales, especialmente en el tracto gastrointestinal, cuando se
administraba por via oral o intravenosa en ratones y ratas. en una dosis de 50 a 398 mg/kg

por peso corporal. En dosis altas produce la muerte de las ratas y los ratones en 9-10 dias.
El acido ter onico. que tambic

es sintetizado por Pyricularia oryzac y Phoma
sorghina (Shephard er al.. 1991), ha sido implicado como causante de un desorden
hemorragico en el humano llamado onyalai en Africa. En 1978 Sauer er al. encontraron
hiperactividad y una pérdida pequeila de peso en ratas a las que se les administré una
dosis diaria de 29 mg/kg de acido tenuazénico durante tres semanas, pero no encontraron
cfectos patologicos: posiblemente esta toxina pueda originar algunas alteraciones a largo
plazo ya que inhibe la sintesis de ADN. El acido tenuazdnico ha sido encontrado en

tomates cc inados, en i

dc 0.1-1.4 mg/kg, y en pasta de tomate y
manzanas en niveles por debajo de 1 mg/kg (Watson. 1984).

La altertoxina 1 es producida por Alternaria en pequefas cantidades y ha sido

determinada en sorgo (Saucr ef al., 1978) y en manzana (Stinson et al.. 1981b). Es
considerada como una toxina aguda débil, con una dosis letal media (LDso) de 150
mg/kg de peso corporal en ratones, y s¢ ha demostrado que es 10xica en células de HeLa.

Se ha puesto poca atencidén en los cfectos sinérgicos que pueden causar las toxinas de
Alternaria suministradas en la dieta diaria de un organismo., ya que por los diferentes

estudios realizados se ha observado que algunos alimentos analizados, como tomates.
mManzanas. sorgo y h . pueden c¢

er mas de dos tipos de estos metabolitos de

i sl A



Alternaria. En 1984 Watson encontrd que los efectos téxicos del altermnariol ¥ monometil-
éter de alternariol; en células de lFeLa, es menor cuando estas toxinas actian
independientemente que cuando se prueba su citotoxicidad mezclando ambos compuestos
por lo quc sugicere. que para poder evaluar el riesgo que poscen los metabolitos de
Alternaria en la dieta alimenticia de animales en el laboratorio es necesario alimemarlos
durante periodos prolongados con dosis bajas. Considera también que se debe poner
mayor atencidon en los principales grupos de plantas cultivadas que son susceptibles a ser
infectadas por especics de Aliernaria. ya que es un hongo que tiene una distribucion
cosmopolita, ¢s habitante del suelo y muchas de sus especies son patogenas de plantas de
cultivos econémicamente importantes como trigo. tabaco. maiz. cacahuate. sorgo. cebada,
alfalfa y pastos. Dichas especies también causan problemas duranie ¢l transporte y
almacenamicnto de

los productos wvegetales, como granos Yy semillas.

¢ incluso
enmohecimientos severos de frutos y vegetales en refrigeracién. por desarrollarse

adecuadamente en temperaturas bajas (Stinson er al.. 1981).

Las aflatoxinas son un grupo de compuestos quimicos. los cuales varian en su grado de
toxicidad. Las especies productoras de cstas toxinas son Aspergillus flavus, Aspergillus

parasiticus y Aspergillus nomius. Las principales aflatoxinas son cuatro: Bi. B2. Gi. y Ga.
La aflatoxina B1 es considerada como la toxina mas importante de csie grupo de
metabolitos debido a que se ha detectado con mayor frecuencia en forma natural en

granos y semillas. Ademas, posiblemente sea la causa de la necrosis hepatica de los
humanos, y recientemente sc ha rcconocido que pueda cstar implicada en ¢l desarrolio de
carcinoma hepdatico de manera sinérgica con el virus de la hepatitis B (Moss, 1996).
Algunas cepas dc 4. parasiticus son capaces de producir las aflatoxinas B y G, y

aproximadamente cl 35% de las cepas de A. flavus producen solo las aflatoxinas del
grupo B.

Shotwell ¢r al.. (1969) no pudicron confirmar la presencia de aflatoxinas en ninguna de
las 533 muestras de sorgo comercial que analizaron: Stoloff (1976) reportd nivcles de 13-

50 pg/kg de aflatoxinas en 2 de las 66 muestras de sorgo comercial analizadas. En otro
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estudio realizado por McMillian et al/.. 1983 detectaron la presencia de aflatoxinas cn

niveles de 1-90 pg/kg, en el 56% de las muestras de gruno de sorgo analizadas,

proced de pos de cultivo de los estados de Georgia y Mississippi. En 1996 sc

d &

una cc ion muy alta de aflatoxinas (400 pg/kg) en grano de sorgo del
estado de Texas, 10 que causd gran sorpresa debido a que en este estado, los niveles mas

altos de aflatoxinas generalmente detectados en grano de sorgo son de 30-50 pg/kg
(Latimer, 1996).

Debido a los posibles efectos adversos que el grano de sorgo contaminado con
micotoxinas pudiese tener en el ganado, se han hecho varios estudios para conocer la
incidencia de micotoxinas en estec grano en condiciones naturales, demostrandosec que
durantc el analisis, por cromatografia de capa fina, para determinar aflatoxinas y
zearalenonas es posible confundir estas micotoxinas con otras sustancias cuyos patrones
de migracién, Rf, brillo y coloracién cuando son iluminadas con luz ultravioleta, son muy
similares. Algunas de estas sustancias, identificadas también como micotoxinas, son e}
alternariol y ¢l monometil-éter de alternariol (Shotwell er al., 1969; Scitz er al., 1975 a, b;
Sauer e? al.,1978).

Garcia y Martinez (1991a) analizaron 44 muestras de sorgo dulce de importacién para
determinar la presencia de aflatoxinas y zearalenona siguiendo las técnicas analiticas
oficiales de la AOAC, 1984 para maiz. La razdn del anailisis fuc la alarma despertada
entre algunos grupos de ganaderos y agencias gubernamentales responsables de la entrada
de sorgo al pais, debida a un informe que registraba contaminacién abundante y niveles

altos de zearalenona cn ¢l sorgo que se importd a principios de 1989. En las placas
preliminares encontraron 19 y 20 o o inad.

con zearalenona v aflatoxinas
respectivamente (44 y 47% del total de las muestras analizadas); sin embargo. después de
las pruebas confirmatorias estos valores se redujeron a 7 y 0 muestras contaminadas con

las toxinas correspondicntes.



Al analizar la micobiota del sorgo. Garcia y Martinez (1991b) encontraron grandes

cantidades de Alternaria alternara, 67% del total de los aislamientos de mohos que

obtuvieron (2,504), comparadas con 14% de Fusarium spp.. 13% de Aspergillus spp. y
menos de 1% de Penicillium spp. Lo anterior sugiere que si cfectivamente el sorgo es el
causante de los abortos en cerdos y otros problemas en ¢l ganado. como suponen algunos
porcicultores y ganaderos, seria conveniente determinar otras micotoxinas, como aquellas
producidas por especies de Alternaria y Fusarium. sin descuidar la micobiota presente y
las implicaciones que estos mohos pudicsen tener en la industria de los alimentos
balanceados, no solamente desde el punto de vista de la contaminacién con micotoxinas

sino también desde el punio de vista det biodeterioro que los mohos pudiesen inducir.
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OBJETIVOS

Objetivo general

> Alternaria, en

Conocer la micobiota y las micotoxinas, principal del

muestras de grano de sorgo duice.

Objetivos particulares
1.- Conocer la micobiota presente en muestras de grano de sorgo dulce, utilizado como

materia prima en la elaboracién de alimento bal do para g do y aves.

2.- Identificar a nivel de especie los aislamientos de Alrernaria.

. e

3.- Determinar la p ¥y cc de zearalenona y aflatoxinas, micotoxinas

. 4, d

co las en de cereales.

4.- Determinar la presencia y concentracién de las micotoxinas de Alternaria.

particularmente de alternariol y monometil-éter de alternariol.




MATERIALES Y METODOS

Grano

El grano de sorgo (Sorghum bicolor L.) ecmpleado en este estudio fue proporcionado por
la Compaifiia Nacional de Subsistencias Populares (CONASUPO) y Agricultura en
Evolucién (AGREVO). de campos del Bajio. Se trabajé con 21 muestras a las cuales se

les determinéd el contenido de humedad, germinacién. micobiota y

concentracion dc
micotoxinas.

C. ido de h lad

El contenido de humedad de los granos de sorgo fue determinado mediante el método de
secado en estufa a 130 °C durante 18 horas. Se obtuvo por diferencia de peso y fue
expresado con base en el peso hitmedo, del promedio de cuatro repeticiones para cada una
de las muestras analizadas, mediante la siguiente formula:

% CH= A/B X 100
en donde: CH= Porciento de contenido de humedad

A= Pérdida de peso en gramos

B= Peso original de la muestra

Pruchas de germinacion

La prucba dec germinacion fue realizada con 400 granos de sorgo por cada muestra,

colocando 100 granos sobre toallas de papel humedas dobladas por la mitad y
cubriéndose con otra toalla himeda doblada de la misma forma. Las toallas se enroliaron
¥y se metieron dentro de una bolsa de plastico perforada, incubindose a una temperatura

de 26 °C; a los 4 dias se hizo la primera lectura y la segunda a los 10 dias (ISTA, 1993).




Determi i6m de Ia micobi

Para determinar ¢l numero y la clase de hongos presentes en los granos de sorgo. se
desinfectaron los granos superficialmente con hipoclorito de sodio (NA OCL) al 2%
durante un min: posteriormente 100 granos de cada una de las muestras se sembraron en
placas de Papa-Dextrosa-Agar (PDA). repartiendo 25 granos por caja de Petri (de cada
una de las muestras se realizaron cuatro repeticiones). Las cajas sc incubaron a
temperatura ambiente durante 6 dias, después de los cuales se aislaron e identificaron los
hongos presentes en el sorgo. Los hongos correspondientes a Alternaria sc determinaron
hasta nivel de especie siguiendo la clave de Ellis (1971); los demas hongos conidiales se
determinaron a nivel de género, utilizando la clave de Barnett y Hunter (1972). En el caso
de los Coelomycetes se utilizé 1a obra de Domsch er al. (1980), y para Aspergillus, que se

identifico a nivel de grupo. 1a de Raper y Fennell (1965).

Determi i6n de las mi inas
Anilisis quimico
Se utilizaron dos método para realizar el andlisis de micotoxinas presentes en las muestras

de grano de sorgo, unc como una prueba previa para la deteccién de zearalenona y
aflatoxinas y otro para alternarioles.

De las 21 muestras de sorgo, se seleccionaron aleatoriamente ocho y se analizaron por el
método multiple para micotoxinas de Eppley (1968) que es un método analitico para
zearalenona, aflatoxinas y ocratoxinas. Esta técnica ha sido parcialmente adoptada como
primera accién oficial por la AOAC International (1995) para determinar aflatoxinas
(49.2.14), y zcaralenona (49.8.01) en maiz, con una modificacién. que consiste en una

particién liquido-liquido con hexano y acetonitrilo para eliminar lipidos y pigmentos del
extracto.

" El método para determinar la presencia y concentracién de alternariol y monometil-éter
de alternariol en las 21 muestras de sorgo analizadas fuc el propuesto por Seitz er al.
(1976). usando cromatografia de capa fina (TLC).
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Estos métodos de analisis pueden dividirse en diversas fases segin se indica a
continuacion:

Método de Eppley (1968) para la extracciéon de aflatoxinas y zearalenona

a) Extraccién

De cada una de las muestras de sorgo analizadas se tomaron 50g y se colocaron en una
licuadora Waring (a prucba de explosién). junto con 25g de tierra de diatomeas (Hyflo
Super Cel), 25 ml dc agua destilada y 250 ml dc cloroformo. La mezcla se licudé durante
tres min a maxima velocidad y después las muestras extraidas fueron filtradas a través de

papel filtro (Whatman Num. 1, Qualitative).

b) Col dc cr grafia

Se utilizé una columna de cromatografia de gel de silice. preparada con un tubo de
cromatografia de 22X300 mm, en cuyo extremo inferior se coloco fibra de vidrio, Sg de
sulfato de sodio anhidro y cloroformo, aproximadamente hasta la mitad del tubo.
Posteriormente se agregaron 10g de gel de silice 60 Merck. tamaiio de particula 0.0633-
0.200 mm, (70 -230 mallas ASTM), para cromatografia en columna previamente activado
¥ se mezclé con una varilla de vidrio para dispersarlo. Las paredes del tubo se javaron
con unos 20 ml! de cloroformo y cuando la velocidad de asentamiento disminuyo, se
drend un poco de cloroformo para ayudar al asentamiento. dejando de 5-7 cm de esta
sustancia por arriba del gel de silice. Finalmente sc agregaron lentamente 15g de sulfato

de sodio y el cloroformo se drend hasta el tope del sulfato de sodio.

Los primeros 50 ml colectados del extracto se pasaron por la columna de cromatografia
de gel de silice, adicionando 150 ml de hexano y posteriormente 150 mt de benceno;
ambos solventes fueron eluidos a maxima velocidad (10-20 ml/ min) y luego desechados.
La zearalenona fue eluida con 250 ml de solucion acetonasbenceno 5/95 v/v (fraccion 1);
después la columna se lavé con 150 ml de dictil éter anhidro. Las aflatoxinas fueron

eluidas con 150 ml de solucién metanol/cloroformo 3/97 v/v (fraccién 2).




c) Concentracién

Las fracciones obtenidas de cada elusiéon fueron evaporadas a casi sequedad en un
rotavapor (Buchi Oil RE 111) con bafio de vapor integrado (Buchi 461), evitando ¢l calor
excesivo (30 °C). En ¢l caso de las aflatoxinas, los residuos fueron transferidos a viales
(20 ml) realizando tres lavados con 10 ml de cloroformo y lucgo evaporados a casi
sequedad en bafio de vapor. en atmosfera de nitrdgeno. y se conservaron en congelacion
(-20 °C) para su uso posterior. Para la zearalenona. el residuo se transfirié a un embudo

de separacion realizando cuatro lavados con 10 m! de hexano y uno con 10 ml  de

acetonitrilo, respecti después sc agitd y se dejaron separar las capas. La capa
inferior (acetonitrilo) se colectd y se evapord a casi sequedad en rotavapor. transfiricndo
el residuo con 10 ml de cloroformo a un vial (20 mD, evaporando en bafio de vapor ecn

ammosfera de nitrogeno y conservado en congelacion (-20 °C) hasta su uso posterior.

d) Cromatografia de capa fina

Sc utilizaron placas de gel de silice 60 (Merck, num. de cat. 5721, de 20 x 20 em, y 0.25
mm de grosor) activado por medio de un calentamiento previo durante una hora a 105 °C.
Placas preliminares para aftatoxinas y zearatenona.

Las fracciones de aflatoxinas fucron resuspendidas en 200 il de benceno/acetonitrilo,

98/2 v/v agitandose durante un minuto en un agitador mecanico (Super- Mixer 1290, Line

Instruments Inc). Con una microjeringa de 50 pl. se col on dos has de 10 pl cada

una sobre una linea imaginaria a 2.5 cm del borde inferior de la placa; en csta misma
placa se colocaron 3 manchas de 3, 5 y 7 pl, respectivamente. de una solucion patron de
aflatoxinas B y G (concentracién | pp/ml), y sobre una de las manchas de 10 pl de
muestra s¢ adicioné una mancha dec 5 2l de solucioén patréon (mezcela problema + patron).
Las placas se desarrollaron dentro de un tanque. no equilibrado y no saturado, con c!
sistema de solventes clorotormo/acetona (95/5 v/v), durante + 40 minutos. Las placas sc
sacaron del tanque y se dejaron secar durante unos min; ya secas se introdujeron en una
cabina de luz ultravioleta (Cromato Vue), con longitud de onda larga (360 nm) y se

realizé la determinacion de las aflatoxinas por comparacion visual entre las manchas
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problema y las manchas patrén, detectando como positivas las muestras que presentaran

un brillo azul y un Rf similar a las manchas de la solucién patron.

Las fracciones de zearalenona fueron resuspendidas en 200 ul de benceno. agitandose
durante un min con agitador mecanico; posteriormente, con una jeringa de 50 pl se
colocaron dos manchas de 10 ul de cada muestra sobre una linca imaginaria 2 2.5 cm del
borde inferior de la placa. En esta misma placa también se colocaron manchas de 3.5y 7
H! de solucién patrén de zearalenona (concentracion de 10 ug/ml). » sobre una de las
manchas se adicioné una mancha de 3 pl de esta misma solucién. Las placas se
desarrollaron en un tanque no cquilibrado. ni saturado. con un sistema de solventes de
alcohol/cloroformo (5/95 v/v) durante 40 min. Las placas se sacaron el tanque ¥ va secas
se introdujeron en una cabina de luz ultravioleta con longitud de onda corta (260 nm); se
detectaron como positivas las muestras que presentaran un brillo azul verde y Rf similar a
las manchas de la solucién patron. LLas muestras positivas se conservaron en congelacion

para su posterior cuantificacion.

©) Pruch ias

Estas fueron realizadas para determinar la identidad de las toxinas detectadas: para

detectar aflatoxinas las manchas en la placa de cromatografia s¢c asperjaron con una
solucién de acido sulfirico/agua destilada (1/3 v/v). Con esta solucién las manchas de

aflatoxinas viran a un tono amarillo al ser observadas bajo luz ultravioleta de onda larga

(360 nm).

Para confirmar zearalenona, las manchas en la placa de cromatografia fueron asperjadas
con una solucién de cloruro de aluminio (20g Cl3 AV100ml OH). y la placa se calenté
durante S min a 130°C. Al ser observadas bajo luz ultravioleta de onda larga las manchas

de zearalenona fluorescen de un color azul.
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Método de Seitz ef al. (1976c¢) para Ia extraccion de alternariol y monometil-éter de
alternariol

a) Extraccién

De cada una de las muecstras de grano de sorgo analizadas se tomaron 50g y se colocaron
en una licuadora, con 250 ml de

>l v se on durante tres minutos a maxima
velocidad. Los primeros 30 ml del extracto se filtraro y se colectaron. Este volumen se
colocéd en un embudo de separacion de 250 ml y sc le adicionaron 60 ml de sulfato de
amonio al 20% y 30 ml! de hexano, agitindose el embudo durante 30 seg. Posteriormente
se dejaron separar las capas, la fase acuosa de sulfato dc amonio/metanol se pasé a otro

embudo de separacion de 250 ml, y se extrajo dos veces con 5 ml de cloruro de metileno,
recibiendo los e combi

dos en un vial (20 ml). La capa de hexano se lavé dos
veces con 25 m! de metanol/agua al 50% y cada lavado se recogi® en un vaso dc

precipitados; la fase acuosa se vacidé en un embudo de separacién y se extrajo dos veces

con 5 ml de cloruro de metileno, recibiendo el extracto posiblemente perdido de
monometil-éter de alternariol en un vial.

b) Concentracién

Las fracciones obtenidas de cada extraccién fueron evaporadas a scquedad en bailo de

vapor, cn atmodsfera de nitrdgeno y conservadas en congelacion (-20°C) hasta su uso
posterior.

¢) Cromatografia de capsa fina

Cada una de las fracciones dc micotoxinas fue resuspendida en 200 pul de benceno/
acetonitrilo (9872 v/v) agitandose durante un min en un agitador mecanico.

Placas preliminares para alternariol y monometil-éter de alternariol

De cada una de las muestras analizadas con una jeringa de 50 ul se colocaron del extracto
final dos manchas de 25 pl. sobre una linca imaginaria a 2.5 ¢m del borde inferior de una
placa de gel de silice 60 activada por una h a 105 °C. Sobrc una de las manchas dec 25 ul

de muestra se adicionaron una mancha de 10 pl de cada una de las soluciones patron.
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Asimismo en el centro de la placa sc colocaron tres manchas de 25. 50 y 75pl,
respectivamente, de una solucién patrén de alternariol (concentracion 0.8 pug/ul), y sobre
estas tres manchas patrén se adicionaron otras tres manchas de 2, 6 ¥ 10ul de solucién

patrén de monometil-éter de alternariol (concentracion 0.2 up/pel).

Las placas sc¢ desarrollaron dentro de un tanque. no saturado. ni equilibrado. con
cloroformo/acetona (88/12 v/v) durante 50 min aproximadamente. Las placas va secas se

observaron bajo luz ultravioleta de onda larga (360 nm). y se detectaron como positivas

las que pr on un brillo azul-verde o azul y un Rf similar a las manchas de
las soluciones patrén. Todas las muesiras que sc detectaron como positivas se

conservaron en congelacién (-20°C) y se analizaron por duplicado.

Placas cuantitativas

Con una jeringa de 100 pl se colocaron, del extracto final, tres manchas de cada una de
las muestras analizadas y determinadas como positivas para ambas o para alguna de las
toxinas, sobre una linea imaginaria a 2.5 cm del borde inferior de una placa de gel de
silice 60 previamente activada. La concentracién de las manchas problema varié de
acuerdo a la concentracién, determinada por la comparacion visual que se hizo de las
muestras que resultaron positivas en las placas preliminares (de 50. 75 y 100ul a 100,
150 y 200ul). En el centro de la placa se colocaron tres manchas de 25, 50 y 75ul
respectivamente, de una solucién patrén de alternariol (concentracién 0.8 pg/nl) y sobre
estas tres manchas patrédn se adicionaron otras tres manchas de 2, 6 y 10ul de una
solucién patrén de monometil-éter de alternariol (concentracién 0.2 pg/ul). Las placas se
desarrollaron dentro de un tanque, no saturado, ni equilibrado con el sistema de solventes
cloroformo/acetona (88/12 v/v) durante 50 min aproximadamente. Las placas ya secas se
introdujeron en una cabina de luz ultravioleta con longitud de onda larga (360 nm); las
toxinas de Alrernaria se observaron como manchas azul verde y azules, utilizando como

referencia las manchas de la solucién patrén.
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d) Pruebas confirmatorias

Estas fueron realizadas para confirmar la identidad de las micotoxinas detectadas. Para
alternariol las manchas en la placa de cromatografia se asperjaron con una solucién de
acido sulfurico/agua destilada (1/3 v/v). Con esta solucién las manchas de alternariol
viran a un color azul intenso al ser observadas bajo luz ultravioleta de onda larga. Para
monometil-éter de alternariol las manchas en la placa de cromatografia se asperjaron con
una solucién de cloruro de aluminio (20g CIsAL/ 100ml OH) y la placa se calenté durante
5 min a 130 °C. Al ser observadas las manchas de monometil-éter de alternariol bajo luz

ultravioleta de onda larga fluorescen de color azul cielo intenso.

Determinaciéon de la concentraciéon de micotoxinas

Para la cuantificacién de cada toxina detectada en la placa confirmatoria para las muestras
que se detectaron positivas se ajusté la concentracion de las mismas segin la siguiente
férmula (AOAC, 1995).

ng de toxina x kg de muestra=( S x Y x V)
X x W

En donde: S = ul de la mancha del patrén con intensidad igual a
la de la muestra
Y = concentracién del patrén utilizado ( pg/ml)
V = ul de la dilucion final del extracto de la muestra
X = pl del extracto de la mancha de la muestra con
intensidad de fluorescencia igual a la mancha patrén
W = gramos de muestras aplicados al embudo de

separacion
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RESULTADOS Y DISCUSION

I Anilisis de la micobiota del grano de sorgo

De los aislamientos obtcnidos de las muestras de sorgo analizadas, el mas abundante de
los mohos fue Alternaria alternara, con 871 aislamicntos ( 55.86%, Tabla 1); algunas
especies del género Alternaria son consideradas como saprobias y otras patogenas
débiles que invaden hojas, tallos y cspigas de cereales en ¢l campo produciendo tizones y
manchas foliares, especialmente cuando el cultivo ha sufrido efectos severos de factores
desfavorables, u otras enfermedades, tales como pudricion de la raiz. tizon de las hojas,

acame y ataque de afidos, 0 se encuentre en etapa de maduracion (Zillinsky. 1984).

El desarrollo de micelioc ¥y manchado del grano de sorgo se ha relacionado con la
presencia de especies del género Adlternaria. Seitz e¢r al. (1975a) encontraron, en sicte
hibridos comerciales de sorgo procedentes del este de Kansas, que cuando el grano se
producia en zonas con alta humedad, particularmente un poco antes o durante la cosecha,
éste era invadido por mohos del género Alternaria. induciendo dailo y manchado del

grano; ademds estas mismas condiciones favorecieron la produccion de alternarioles.

Las especies de Alternaria también han sido aisladas de otros cercales de grano pequeiio.
Bruce er al. (1984) encontraron, en un total de 230 muestras de cereales, 148 con especies
de Alternaria; 74.6% del total de las especies fueron 4. alternata en grano de trigo,
85.3% en ccbada y 71.8% en centeno. De los 101 aislamientos de diferentes especies de

Alternaria, 46 dc los 59 correspondientes a A. alternata (77.9%) produjeron una o mas

toxinas ¢n el laboratorio.

En un estudio rcalizado por Garcia y Martinez (1991b) sc analizaron 44 muestras de un
lote de sorgo dulce importado, sospechoso de estar contaminado con zearalenona, para
conocer los niveles de mohos contaminantes. En ese caso también se encontré que el

hongo predominante fue 4. alternara, con 1575 aislamientos (64%).
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A pesar de que se tiene poca informacion sobre los efectos adversos que produce A.

alternata en sorgo, los resultados obtenidos en este estudio demuestran una alta

incid ia de esta especie en el grano, por lo que no se debe sub su pre ya
dad dafio y manchado del grano de sorgo. puede

demias de inducir enfer

que
producir micotoxinas.

Otra especie de Alrernaria determinada con poca incidencia en las muestras de sorgo
analizadas fue 4. raphani (0.64%, Tabla 1); sin embargo no se debe ignorar debido a que,
en estudios realizados por Bruce e/ al. (1984) en granos de trigo, cebada y centeno, se

encontré que esta especie es productora de alternariol, monometil-éter de alternariol y

acido tenuazénico.

Del género Phoma se obtuvieron 294 aislamientos (18.85%, Tabla 1). Este es un hongo
1} ite s¢ pr a como patégeno de

que se a ampli distribuido y
muchas plantas, tanto herbiceas como lefiosas. Las especies del género Phoma se

observan frecuentemente como invasores sccundarios en hojas y bricteas florales de los
cereales durante la ctapa de maduracién. Su actividad patdgena esta considerablemente
restringida en los cultivos de cereales y pastos (Zillinsky, 1984). Sin embargo, algunas
lineas de sorgo que son resistentes a especies de Fusarium y Curvularia pueden ser
susceptibles a ser invadidas por Phoma (Dogget, 1988). Ademas puede producir acido
tenuazdico, que tiene diversos efectos nocivos en animales experimentales, como ratones
y ratas, y en alitas dosis produce la muerte. Este hongo ha sido implicado. incluso, como

causante de un desorden hemorragico 1lamado onyalai cn Africa (Watson, 1984).

Epicoccum fue otro de los hongos determinados, encontrandose 102 aislamicntos (6.54%%,
Tabla 1). Es considerado como un hongo que se presenta en todas partes. tanto como
saprobio en material vegetal muerto como en lesiones de manchas foliares causadas por

otros hongos o bacterias. No ha sido relacionado con la producciéon de micotoxinas.




Del género Helminthosporium se obtuvieron 90 aislamientos (5.77%. Tabla 1). Una de las
especies mejor conocidas que invaden el sorgo es /. turcicum. agente causal del tizén de
la hoja y de plantulas. También puede invadir la semilla antes de germinar. produciendo

una podedumbre de¢ la misma (Williams er al., 1978).

A pesar de que Fusarium cs uno de los hongos mas importantes que inducen pudriciones
de panoja en sorgo, se obtuvieron tnicamente 34 aislamientos (2.18%. Tabla 1) de las
muestras analizadas. F. moniliforme causa tizén de la panoja en condiciones de alta
humedad y temperatura, invade las inflorescencias, algunas de las flores o la totalidad de
1a panoja (Williams er al/., 1978). Esta especie es productora de varias micotoxinas, entre

ellas zearalenona, moniliformina y fumonisinas (Miller y Trenholm, 1994).

Colletotrichum sélo se aislé de una muestra (Tabla 1). La especie mds importante que
produce mancha foliar (antracnosis) y pudricién del tallo (pudriciéon roja) en sorgo es C.

graminicola (Williams et al., 1978).

Otros géneros aislados con muy baja incidencia de algunas muestras de sorgo fueron
Curvularia, Torulay Nigrospora (Tabla 1). De Curvularia, que es un hongo frecuente en
panoja de sorgo donde causa ennegrecimicnto del grano y baja su viabilidad, se
obtuvieron Gnicamente seis aislamientos en una de las muestra analizadas. Toru/a es un

hongo que se desarrolla frecuentemente cn cercales en la Mescta Central de México,
, partes superiores de tallos y

durante las épocas himedas de cc ha. Invade espi
vainas foliares, produciendo un tipico aspecto de hollin (Zillinzky. 1984). De este hongo
se encontraron scis aislamientos en una muestra. De Nigrospora se obtuvieron cinco

islami de dos r es un hongo con especies que viven como saprobias cn el

suelo, pero también pueden atacar una gran variedad de plantas ¥ no se sabe que produzca

micotoxinas (Moreno, 1988).

Aspergillus 'y Penicilliurm (Tabla 1) invaden granos y semillas en el campo y durante el

almacenamiento en condiciones desfavorables, causando reducciéon del poder germinativo
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de las semillas. el ennegrecimiento de los granos y la produccion de micotoxinas. De las
muestras analizadas, el género Aspergillus fue cl mas abundante. Del grupo A. flavus, que

incluye P P productoras de aflatoxinas. se obtuvicron 62

aislamientos. De los grupos 4. terreus, A. tamari ¥y A. niger sc obtuvieron 11, 1 y 30
aislamientos respectivamente. Del género Penicillium se obtuvieron 25 aislamientos;
algunas especies de este género han sido reportadas como productoras de diversas
micotoxinas (Moss. 1996).




Tabla 1. Hongos aislados del grano de sorgo

Hongos Num. de aislamientos en PDA

Alternaria alternata

871
A. raphanit 10
Phoma 294
Epicoccum 102
Helminthosporium 90
Fusarium 34
Curvularia 6
Nigrospora 5
Torula 6
Colletotrichum 12
A. flavus 62
A. niger 30
A. terreus 11
A. tamari 1
Penicillium 25
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11 Andlisis de las mi inas

En este estudio se realizaron pruebas previas para d ia pr ia de \! y

aflatoxinas en las muestras de grano de sorgo. La razén del analisis fue debida a los
reportes en México de niveles altos de zecaralenona en granos de sorgo dulce,
principalmente en algunas muestras de lotes de grano que se importaron a principios de
1989, alarmando a grupos de ganaderos y dependencias gubernamentales responsables de
la entrada de sorgo al pais.

Los resultados obtenidos en este estudio para detectar zearalenona y aflatoxinas indicaron
que ninguna de las 8 muestras analizadas aleatoriamente estaban contaminadas con
zearalenona y sélo en una se detectaron trazas de aflatoxinas B. Debido a lo anterior, y
por el estudio previo realizado por Garcia y Martinez (19912) en cl que no se pudo, con
las prucbas confirmatorias, demostrar la presencia de estas toxinas, especialmente la
zcaralenona, se consider$ importante analizar las muestras de grano de sorgo, para otras
toxinas, como el alternariol y el monometil-éter de alternariol, reportadas en la literatura

para este grano.

Los resultados del analisis para alternarioles en grano de sorgo indicaron que 47.6% de
las muestras estaban contaminadas con alternariol, con niveles de 1.444 - 55.920 mg/kg, ¥
57.1% con monomectil-éter de alternariol, con niveles de 0.134 - 2.144 mg/kg. Asimismo,
diez de estas muestras contaminadas se detectaron positivas para ambas micotoxinas
(Figura 1).

E! alternariol y el monometil-éter de alternariol Jjunto con el &cido tenuazdmnico son

consideradas las principales toxinas de Alternaria, debido a que han sido detectadas en

idades relativ: altas en frutas, vegetales y granos (cacahuate y sorgo) invadidos
por este hongo. Sin embargo, los conocimientos que se tienen acerca de su toxicologia,

comparindolas con otras toxinas, son escasos.
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En este estudio la toxina que se detecté en niveles relativamente elevados fue el
alternariol. Se¢ ha demostrado que csia toxina tiene efectos fetotoxicos, teratégenos y
antibacterianos. En concentraciones de 1:40,000 inhibe totaimente el crecimiento de
Sraphylococcus aureus, y de 1:20,000 a Escherichia coli. La Dlso en células de Hela se

ha encontrado que ¢s de 6 pg /ml. En ratones la dosis IP es de 200 mg/kg (3 de cada 10
ratones mueren).

El monometil-éter de al-temzu'iol se detectd en concentraciones muy bajas en las muestras
analizadas en este estudio, no obstante. ¢s importante porque en algunas investigaciones
se ha demostrado que presenta una baja actividad mutagénica, fetotdxico. teratdégeno,
antibactleriano y tiene una actividad sinérgica cuando se combina con el alternariol (25
mg/kg 1:1). En concentraciones de 500 pg/disco inhibe a Bacillus mycoides. En células

de Hela la Diso es de 8-14 pg/ml. La dosis IP en ratones es de 400 mg/kg (1 de cada 10
ratones mueren) y causa necrosis visceral.

Lo anterior manifiesta la importancia fundamental que tiene realizar este tipo de analisis
quimicos en materias primas como el sorgo. que en México son destinadas
principalmente para la claboracidn de alimento balanceado para ganado y aves, pudiendo
dichos metabolitos representar pérdidas econémicas y problemas sanitarios para las

personas involucradas en la produccion pecuaria y de alimentos balanceados.

Al realizar las pruebas confirmatorias para ¢l alternariol. se pudo observar que estas
toxinas fluorescen de color azul-verde mas intenso al ser asperjadas con una solucion de
acido sulfurico, a diferencia de las aflatoxinas que viran a amarillo. Por cllo ambas
toxinas se pueden distinguir claramente a pesar de tener casi ¢l mismo Rf (0.39 para AOH
y 0.37 para aflatoxinas G1) al

desarrollarse en un sistema de solventes dc

cloroformo/acctona (88/12 v/v).

Para la deteccion de las toxinas de AAlrernaria las placas preliminares de cromatografia de

capa fina se desarrollaron en cloroformo/acetona (88/12 v/v). La presencia de alternariol y
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monometil-éter de alternariol se determiné al comparar las manchas del extracto final con
las manchas de la soluciéon patrén de ambas micotoxinas. Las manchas de alternariol
fluorescen azul-verde bajo luz utravioleta de onda larga (360nm), ¥ las de monometii-éter

de alternariol fluorescen azul-cielo intenso con luz ultravioleta de onda larga.

En el caso de las manchas de monometil-éter de alternariol al ser asperjadas con una
solucion de cloruro de aluminio y calentar la placa durante 5 min a 130 °C, ¢stas
fluorescen azul cielo intenso, parecido al azul de la zearalenona. Debido a to anterior, con
esta ultima prueba confirmatoria no s¢ pucde diferenciar con certeza ta toxina monometil-
éter de alternariol de la zearalenona. ya que. existe la posibilidad de cometer errores de
interpretacion porquce ademas, estas sustancias. presentan patrones de migracion (Rf
0.65) y coloraciones de fluorescencia semejantes cuando s¢ desarrollan en ¢l sistema de

solventes cloroformo/acctona.

En este estudio, a pesar de que las pruebas confirmatorias no revelaron claramente la
identidad dc la toxina monometil-éter de alternariol por el anilisis de la comparacién
visual quc se hizo de las muestras que resultaron positivas en las placas preliminares. con
la solucién patrén de esta toxina se puede decir que Ia toxina detectada es el monometil-
éter de alternariol, debido a quec estas fluorescieron azul-ciclo intenso. igual que la
solucién patrén, micentras que la zecaralenona, fluoresce azul-verde (Seitz er «f.. 1975a);
por otra parte, siguiendo el método de Eppley (1968) con la modificacién de AOAC, para
deteccidn de zearalenona no fue posible determinar esta toxina. De cualquier forma. para
confirmar estos resultados, se considera conveniente utilizar otro sistema de solventes que
detecten estas toxinas en el extracto final de la mucstra y permita separar ¢l monometil-
éter de alternariol de la zearalenona. También otros métodos como la espectrofotometria
y la cromatografia liquida de alta presién (HPLC) son otras alternativas para detectar.
separar, cuantificar y confirmar los resultados obtenidos cn este estudio por cromatografia
de capa fina para estas toxinas. La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) ha sido

utilizada para detectar toxinas de Alternaria, debido a que es un método analitico que



permite obtener una mejor separacion de las toxinas y ademis cuantificarlas con mayor

precision (Palmisano cf al..1990; Shepard er al.. 1991).

En este estudio se pudo observar que, a pesar de que la cromatografia de capa fina ha sido
uno de los métodos mas cominmente utilizado para el analisis cuantitativo de las
dibenzo a pironas, altertoxinas. acido tenuazénico y otras toxinas de Alternaria, existe el
riesgo de que algunas toxinas como el monometil-éter de alternariol. se confundan con
otras sustancias, como la zecaralenona. Ademas, se ha encontrado que el brillo de las
manchas desarrolladas de monometil-éter de alternariol se puede perder debido a su
exposicion a la atmésfera, a la luz ultravioleta e incluso la misma toxina durante su
extraccion cuando se utiliza hexano para eliminar aceites ¥y pigmentos (Scitz er al,
1975a). De las muestras de grano de sorgo que resultaron positivas para monometil-éter
de alternariol durante ¢l proceso de extraccién, se detecté la pérdida de esta toxina en el
hexano utilizado para eliminar aceites y pigmentos en algunas de las mucstras de grano
de sorgo analizadas. En la primera extraccién realizada para cuantificar los niveles de
monometil-éter de alternariol, dos muestras resultaron positivas al analizar la fraccién de
hexano, en donde se detecté una pérdida de 0.16 mg/kg (19.20%) y de 0.23mg/kg (13.14
%). De la extraccién que se hizo por duplicado cn tres muestras se detecté la pérdida de
monometil-éter de alternariol de 0.55 mg/kg (24.66%), 0.44mg/kg (27.5%) y 0.55 mg/kg
(33.13%). En muecstras de sorgo analizadas por cromatografia de HPLC, Scitz y Mohr
{1976) reportaron una pérdida de monometil-éter de alternariol del 29% en el hexano.

bi sedad

IIT Anidlisis de las mi inas cn relacién con la

De las muestras de sorgo que rcsultaron positivas para altemarioles, se puedc observar
que la concentracion de toxina detectada no esta directamente relacionada con ¢l numero
de aislamientos de mohos encontrados. debido a que existen muestras (Tabla 2) en donde
el namero de aislamientos de Alternaria alternara es alto en relacién con la concentracion
de toxinas detectadas. Asimismo, existen muestras en donde el namero de aislamientos de
A. alternata es muy bajo, o incluso de cero. mientras quc la concentracion de toxina

resulté ser elevada (hasta de 55.92 mg /kg). Lo anterior indica que cstas muestras de
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grano dc sorgo no estaban rccién cosechadas, reflejindose esto en los resultados
obtenidos en la determinacion del contenido de humedad. germinaciéon y micobiota del
grano de sorgo (Tabla 2). En estas muestras se encontré un contenido de humedad alto y
una germinacién por debajo de lo recomendado para su almacenamiento, segun las
Normas para la Certificacién de Semillas (SAGAR. 1975) de: 13% de contenido de
humedad y una germinacion minima de 80% (Tabia 2).

De los resultados del andlisis de la micobiota (Tabla 3) se pucde observar, ademas que en
dichas muestras hubo mohos de los géneros Aspergillus y Penicillium, considerados
generalmente como mohos de almacén. Esto sugicre que posiblemente el grano de sorgo
de estas muestras ya habfa estado almacenado por algin tiempo y que los hongos de
campo, como Alternaria, empezaron a desaparccer al verse limitados por condiciones
desfavorables para su crecimiento, quedando en el grano solamente las micotoXinas

producidas por ellos y que fueron detectadas durante el anilisis quimico.



Tabla 2. NG

ro de aisl ientos obtenidos de A. alternata,
contenido de h dad, germir ion y niveles de
toxinas det d an mu as de grano de sorgo
N° DE N* DE % CH % AGCH MEA
MUESTRA|] AISLAMIENTOS GERMI- | mg/K mg/K
NACION
MO 87 12.26 0 02.833 2.144
MO3 5 14.95 1 00.600 0.134
MO4 77 13.64 5 48.148 1.203
MOS 82 13.7E 3 01.444 0.953
MO7 60 14.13 52 17.962 ©0.756
M10 0 13.72 4 41.708 0.541
M1 40 12.45 86 31111 0.305
M2 0 16.06 64 31.544 0.995
Mi7 E 12.13 84 47.962 0.823
M8 E 12.68 89 44.9500 1.401
| __WM20 5 12.09 92 60.060 1.249
M27 1 13.25 24 55.920 1.379
Tabla 3. Micobiota de las mt as de grano de sorgo
contaminadas con alternarioles
NuUmero de aislamientos
HONGOS MO1 {MO3[MO4| MOS5 [MO7{M10{M11IM12IM17|{M18]{ M20 | M21
A. alternata 87 5 |77 82 601 0 |40 ] 0 138] 33 ] 39 5
A. raphani o [3] 1 1 5 [5] [¢] 0 [s] [s] 3] [s]
Phoma 5 o o [s] 0|76 0 115 8 [q] 18 | 14
Epicoccum 4 [s] 19 9 4 [+] [¢] [+] 4 3 7 [+]
Helminthosporium 4 1 2 2 4 [o] [¢] [s] [5) 14 6 5]
Fusarium [+] 0 2 1 2 ) 5 2 9] 2 4 1
Curvularia [s] o [s] [¢] 3] [+ o [3] [¢] [s] 3] 6
Nigrospora [4] [o] 1 4 [s] [+] [+] [+] 3] [o] 5] [+]
Tonula [}] [o] [¢] o 6 o 3] [¢] 5] 0 [s] 1]
Colletotrichum 0 [+] o o 12| 0 4] 5] 5] ] ) [5]
|Aspergillus 0 8 [+] [+] o 1 ]122]|55] © [s] [3) [5)
Penicillium 1] [s] [¢] [¢] [ 3 8 1 [5] [5] 0 [s)
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CONCLUSIONES

Los granos de sorgo son invadidos por diversas hongos en el campo, entre ellos
Fusarium y otros, que causan

Eolmrinth -
funi,

Alternaria, Phoma. Epicoccum, I P
enfermedades en la planta en pie y reducen la calidad de los granos. Ademds dichos

hongos son transmitidos de un ciclo agricola a otro a wravés de las semillas, pudiendo
afectar severamente el valor econémico del cultivo. Asimismo, algunos de estos hongos
encontrados pueden poner en peligro la salud de los animales domésticos, ya que varias
especies de los hongos aislados (Alrernaria. Fusarium, Phoma. Aspergillus y Penicillium)
producen micotoxinas, que representan problemas cconémicos y sanitarios al productor
pecuario y de alimentos balanceados al afectar el desarrollo de los animales y en
ocasiones incluso su muerte. 4lrernaria alternara resulté ser la especie mas abundante
(55.86%) de los hongos aislados de las muestras de grano de sorgo analizadas; esta

capaz de producir bajo condiciones favorables una o mas micotoxinas

especies es
(alternariol y monometil éter de alternariol) de forma natural en el grano de sorgo.

Los resultados del analisis por cromatografia de capa fina para la deteccién de
micotoxinas del grano sorgo, indicaron que en las mucstras analizadas no fue posible
detectar la presencia de zearalenona y con relacién a las aflatoxinas solamente en una de

das trazas de aflatoxinas B.

las mu fueron d

Con base en lo anterior y para cumplir con los objetivos del trabajo, se consideré
imponante determinar la presencia de toxinas, como el alternariol y el monometil-éter de
alternariol ya que estas toxinas son frecuentes en ¢l grano de sorgo y, por lo tanto, resulta
importante realizar estudios mds cuidadosos con relacién a la micobiota y al andlisis de Ia
presencia de micotoxinas en grano de sorgo, poniendo mayor atencion en aquellas
micotoxinas poco estudiadas, como las del género Alrernaria, ya que generalmente se ha
reconocido a Fusarium como uno de los hongos mis impornantes agentes causales de

pudriciones de pancja en sorgo, y como productor de micotoxinas. entre éstas la

36




i
i

Fripper

Do

Y

N -
na. d

da como causante dc abortos y otros problemas en animales de
granja, especiailmente ganado porcino.

Los resultados del andlisis de la micobiota del grano de sorgo y de las micotoxinas,
especiaimente las producidas por Alternaria, apoyan las aseveraciones de que, las
reacciones negativas observadas en los animales de granja alimentados con granos de

T

SOTgo no son das por micotoxinas aisladas, sino por la combinacion de los

efectos de cada una de las micotoxinas; esto es efectos sinérgicos. Debido a lo anterior, es
importante conocer con detalle los efectos adversos que el grano de sorgo contaminado

con micotoxinas de Alternaria pudiese tener para el ganado y las aves de corral.
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