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Resumen. En México, el cultivo de maiz ocupa una superficie de 8 millones de
ha y produce 22 millones de toneladas, que son insuficientes para la demanda
interna debido a las pérdidas en campo por infestacion de hongos patégenos y
micotoxinas. El objetivo de este trabajo fue detectar hongos micotoxigénicos, la
contaminacion simultdnea de micotoxinas y el contenido de protefna y lipidos, en
un total de 26 genotipos de maiz. La deteccion de hongos se llevé a cabo bajo el
procedimiento estandar microbiolégico en placa, la técnica de Espectroscopia de
Reflectancia Cercana al Infarrojo (NIRS) para nutrientes y la deteccion de mico-
toxinas mediante la técnica de inmunoensayo enzimdtico (ELISA), y la Croma-
tografia Liquida acoplada a masas (UHPLC/MS/MS). Los resultados mostraron
variaciones en el contenido de nutrientes entre genotipos y lugar de procedencia,
sin relacion directa con la contaminacion de micotoxinas. Se concluye que la cali-
dad nutricional, sanitaria y toxicolégica del maiz presenta una variacién confor-
me al genotipo y que la contaminacién por hongos fitopatégenos y micotoxinas es
un problema emergente que puede ocasionar un problema de salud poblacional.
Se recomienda utilizar hibridos de maiz mejorados, adaptados a las condiciones
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del sitio de produccion y realizar un monitoreo periédico de micotoxinas en la
semilla para siembra y en el grano almacenado.

Palabras clave: maiz, aflatoxinas, fumonisinas, cambio climdtico, contamina-
cion.

Abstract. At the global level, it has been seen that climate change affects the
production and quality of agricultural crops. In Mexico, corn is a high consump-
tion cereal whose production reaches 22 million tons, in a cultivated area of 8
million hectares, despite this, corn is insufficient, due among other causes to the
losses that occur in the field for fungal infestations. Twenty six samples of maize,
of different genotype and place of origin, were collected to determine mycobiota,
nutrient content and mycotoxin contamination. The results showed a high pro-
tein and lipid content for commercial hybrids, as well as the presence of phytopa-
thogenic fungi. 23 mycotoxins were identified for the first time in corn seed for
planting (725.7 ug kg). It is concluded that the nutritional and sanitary quality
of maize genotypes has a genotype-medium interaction environment. It is re-
commended to use improved corn hybrids, adapted to environmental conditions
and monitor its sanitary quality since contamination by fungi and mycotoxins
constitute a risk to public health.
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INTRODUCCION

El cambio climético disminuye la produccién y calidad de los alimentos
a nivel mundial. México ha previsto un calentamiento de 2°C, principal-
mente en la regién Norte y Centro del pais, donde se encuentran los prin-
cipales estados productores de maiz que, aunado a la presencia de fené-
menos naturales como huracanes e inundaciones (fenémeno del nifio y
la nifa) y la escases de agua, afectardn la agricultura nacional (Conde et
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al., 2006). A pesar de estas nuevas circunstancias, la poblacién mundial
debera disponer de 70% mds de alimentos para los préximos 30 afios o
de lo contario habrd inseguridad alimentaria, por lo que la agricultura
moderna deberd responder a la necesidad actual de producir un mayor
volumen de cereales (FA0, 2009).

En México, el cultivo de maiz (Zea mays L.) ocupa una superficie
de 8 millones de ha, con una produccién aproximada de 22 millones de
toneladas, con un déficit de 11 millones de toneladas al afio (Corral et al.,
2015), por pérdidas del cultivo en campo, ocasionadas por infestacién
de plagas, principalmente de hongos fitopatdgenos, cuya presencia se
favorece por insectos e intensas lluvias o sequia.

Fusarium sp. es un hongo endéfito del maiz, de gran virulencia,
que ocasiona pudricién de la mazorca, decoloracién en el grano y reduce
la cosecha (Busch et al., 2004; USDA, 2013). Se han estimado pérdidas
anuales de 20% por Fusariosis o podredumbre de la mazorca (Peiretti et
al., 2007).

Fusarium verticillioides (Sacc) y Fusarium proliferatum producen fu-
sariotoxinas, que son micotoxinas de bajo peso molecular y altamente
estables a los procesos industriales; entre ellas destacan las fumonisinas,
que son quimicamente aminopolioles y cuya estructura principal consis-
te en una cadena lineal de 20 4&tomos de carbono, la cual tiene un grupo
amino en el carbono 2, junto con grupos metilo, hidroxilo y dcido tricar-
boxilico en diferentes posiciones a lo largo del esqueleto carbonado. En
este grupo se encuentran también la zearalenona, T-2, DON, culmorina,
enatianina, Diacestoxiscirpenol (DAS), 4cido fusdrico (AF), T-2, HT-2
(Abbas et al., 2006).

El género Aspergillus sp. es un hongo cosmopolita que permanece
en el suelo agricola que puede ser desplazado por otros hongos de mayor
resistencia, sin embargo, Aspergillus flavus puede crecer bajo condiciones
cdlidas de temperatura, estrés hidrico y alta densidad de insectos, de
acuerdo con Clements et al., 2004.
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La contaminacién por micotoxinas se asocia a un mal manejo de la
planta durante su desarrollo en campo, como puede ser la fecha de siem-
bra, la falta de agua (sequia) y la presencia de insectos tales como Dia-
traea grandiosella Dyar, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea Boddie, que
acttian como vehiculos de las esporas de hongos patégenos presentes en
el suelo agricola, ademds por la falta de higiene en el almacenamiento
(control de roedores), una temperatura de 35 °C y un defectuoso secado
del grano previo a su almacenamiento, un alto contenido de humedad
en el almacén (mayor a 14%) y un almacenamiento prolongado (mayor a
tres meses) (Kumar et al., 2008).

México ha realizado diversos estudios sobre mejoramiento genéti-
co, principalmente de los hibridos de maiz nativo, logrando el desarrollo
de nuevos genotipos producto del entrecruzamiento de una, dos y hasta
tres lineas genéticas puras: los cuales han sido adoptados por diversos
productores de maiz en todo el territorio nacional. El Centro Interna-
cional de maiz y trigo (ctmmyT) ha desarrollado hibridos de maiz con
un mayor contenido de proteina llamados grm, por sus siglas en inglés
(Quality Protein Maize), que poseen un alto contenido en lisina y me-
tionina (ctMMyT, 1998). La Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), junto con el Instituto de investigaciones agricolas, pecuarias y
forestales (INtFaP) y el Cinvestav, también han desarrollado nuevos hi-
bridos de maiz resistentes a plagas y con mayor rendimiento por ha;
todos ellos adaptados a las condiciones del trépico y subtrépico del pais
(Vivek et al., 2008).

En los Estados Unidos, entre otros paises, han adoptado los avan-
ces de la ingenieria genética que introduce en el germoplasma del maiz
genes de bacterias, como Bacillus thuringiensis Berliner (BT), que expre-
san la protefna CrylAb, entre otras, para lograr una mayor resistencia
a insectos (Espinosa ef al., 2003). En nuestro paifs esta tecnologia se ha
limitado a ciertas zonas agricolas del Norte y después de varios afios de
intensos debates (Paul et al., 2010; Pefia, 2015; Espinosa et al., 2014.
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Las micotoxinas poseen potentes efectos toxicos para el hombre, ya
que provocan hepatotoxicidad y genotoxicidad. En los animales mami-
feros se ha observado un efecto sobre el sistema inmunolégico. También
la contaminacién por micotoxinas repercute en la calidad nutricional y
valor comercial del alimento (Duarte y Villamil, 2006). Los efectos t6xi-
cos de las fumonisinas en la salud humana han sido detectados desde
el siglo pasado, surgiendo desde entonces una intensa investigacién a
nivel mundial. Actualmente, se conoce su mecanismo de accién téxica y
los 6rganos que afecta, siendo principalmente el higado, los pulmones y
el sistema inmunolégico (Li ef al., 2001). Estudios epidemioldgicos lleva-
dos a cabo en Sudéfrica y Asia han mostrado la relacién entre el alto con-
sumo de maiz y arroz contaminado con fumonsinas y el alto indice de
defectos en el tubo neural. En la poblacién México-Americana residente
en los Estados Unidos, también se ha concluido que la exposicién a las
fumonisinas en mujeres gestantes es factor de riesgo para los defectos al
nacimiento como lo descrito por Hendricks (2006).

La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (1Arc) clasifi-
c6 a las fumonisinas como clase 2B, es decir, sustancias presuntamente
cancerigenas para el hombre (1arc, 1993); por lo que la regulacién de
las fumonisinas ha sido adoptada en diversos paises, con exclusién de
México. El Codex Alimentario (Cédex Alimentarius Commission 2003),
establecié como dosis de referencia 2 ug kg, para la ingesta diaria (IDA)
de fumonisinas.

Las aflatoxinas pertenecen a la familia de las difurano-cumarinas,
Ala serie 1 de las difuro-cumaro-ciclo-pentanonas pertenecen las AFBI,
AFB2, AFB2A, AFM1, AFM2, AFM2A que son las de mayor toxicidad.
En los animales mamiferos, las aflatoxinas inhiben el metabolismo de
carbohidratos y lipidos y la sintesis de proteina, que al llegar al higado
sufren una biotransformacion por el sistema microsomal P450 (CYP1A2,
3A4, 3A5 y 3A7), hasta una nueva molécula AFB1-N- ep6xido, que es el
compuesto genotdxico, es decir, el promotor de cancer de acuerdo con
Urrego y Diaz (2006).
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En México se encuentra regulada la presencia de aflatoxinas en el
maiz y derivados, como la tortilla y la leche, en un méximo de 20 ug kg
para el maiz sin procesar y 10 ug kg en maiz procesado (Norma Oficial
Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002). En la Unién Europea, el limite
méximo de aflatoxinas totales es de 4 ug kg, en Chile y Brasil es de 5 ug
kg (EFSA, 2007; Ministerio de Salud de Chile, 2007).

Existen varios métodos para extraer e identificar los hongos y
micotoxinas, entre los cuales destacan los ensayos microbiolégicos en
placa, actualmente el xsa por sus siglas en inglés (Kernel screen assay),
método que ayuda a seleccionar los genotipos resistentes al hongo As-
pergillus flavus y la contaminacién por aflatoxinas. Esta técnica in vitro
fue desarrollada por Brown et al., 2003.

La extraccion de las micotoxinas se basa en solubilidad, las afla-
toxinas son solubles en metanol, acetonitrilo y agua, como lo indica
Saeger et al., 2006.

Los métodos cromatograficos, como la técnica de cromatografia
de capa fina de alta resolucién o HPTLC, por sus siglas en inglés (High
Performance Thin Layer Cromatography), es facil, econémica y amigable
con el ambiente, debido a la menor utilizacién de disolventes orgdnicos
y menor tamafio de muestra, ademds de muy segura para el analista,
comparada con la cromatografia liquida de alta resolucién, acoplada a
un detector de fluorescencia o HPLC/FLD, por sus siglas en inglés, la
cual es muy sensible, sin embargo, requiere de personal entrenado y de
disolventes de alta pureza o grado HPLC, generalmente se utiliza la co-
lumna C18 en fase reversa, por lo que el costo del andlisis se incrementa,
actualmente la ultra cromatografia liquida acoplada a un detector de
masas (UHPLC/MS/MS) es la mejor técnica para la investigacion de las
micotoxinas enmascaradas o micotoxinas conjugadas, las cuales no son
posibles de ser identificadas mediante la HPLC-UV 6 HPLC-FLD. Entre
los métodos basados en las reacciones inmunoquimicas, la técnica de
tiras de flujo lateral (IFL) y los ensayos de inmunoabsorcién enzimatica
(ELISA) son tecnologias muy sensibles y reproducibles que se utilizan
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para realizar monitoreos rdpidos de micotoxinas que pueden presentar
resultados falsos positivos y requerir de una confirmacién (Bird, 2002;
Pefia, 2006).

El objetivo del presente estudio fue determinar la calidad nutri-
cional y sanitaria de 26 genotipos hibridos de maiz (dos de ellos como
semilla), procedente de tres zonas de cultivo en México de la region
Central del territorio nacional.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras

Diez mazorcas de maiz fueron donadas por pequefios productores del
estado de Hidalgo (Tlaxcoapan). 1 kg de grano por pequefios producto-
res de la zona metropolitana de la Ciudad de México (Chalco, Ixtlahuaca
y Xalpa; y I kg de la semilla protegida por el Instituto de Investigaciones
Agricolas y Forestales (iN1Far) del estado de Morelos. Todas las muestras
se trasladaron al laboratorio de Toxicologia del Departamento de Pro-
duccién Agricola y Animal de la UAM-Xochimilco para su andlisis. El
grupo A, compuesto por las muestras de semilla protegida del estado de
Morelos; el grupo B, por muestras de maiz nativo de la CDM, y el grupo
C, por muestras de maiz hibrido comercial del estado de Hidalgo.

Deteccion de la flora fungica

Tres muestras de maiz blanco trilineal, de madurez precoz e intermedia
del grupo C, fueron seleccionadas para determinar la presencia de la
flora fingica, para lo cual se seleccionaron al azar 100 granos de cada
muestra, que se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaCl 2%) y se
colocaron en cajas de petri con tres medios de cultivo: malta agar (MA),

SOCIEDADES RURALES, PRODUCCION Y MEDIO AMBIENTE ANO 2017 VOL.17 NUM 34



102 PENA, S.

malta-sal-agar (MSA) y agar papa dextrosa (PDA); las placas se incuba-
ron durante siete dias a 25° C. La identificacion de las colonias se realizé
mediante la tincién de azul de lactofenol y al microscopio de luz, me-
diante la observacién de las estructuras microscépicas de cada colonia,
las que se contabilizaron y el resultado se expresé como UFC/g.

Analisis de proteina

Se realizé un andlisis de proteina, lipidos y fibra mediante la técnica de
Espectroscopia de Reflectancia Cercana al Infarrojo (nins), en una longi-
tud de onda de 1200 a 2350 nm.

Determinacion de Aflatoxinas totales

Las aflatoxinas totales en los granos de maiz se determinaron median-
te la técnica de inmunoensayo enzimatico (ELisA) Ridascreen fast aflatoxin
comercial, y dos muestras de maiz blanco para siembra (semilla), fueron
analizadas por la técnica de UHPLC/MS/MS, de acuerdo con el protocolo
del laboratorio de la Dra. Saeger, de la Universidad de Gante en Bélgica.

Aislamiento e identificacion de Fumonisinas totales

El andlisis de las Fumonisinas (FB1, FB2, FB3 y FB4) se realiz6 median-
te un kit comercial de QuickTox TM y su cuantificacién con QuickScan
(Envirologix), de acuerdo con Wong y Harley, (2009). Se pesaron 5 g de
cada muestra y se procedié a una extraccién con 50 mL de una solucién
amortiguadora o PBS; la suspensién se mezcla en un vértex por dos mi-
nutos y el sobrenandante se coloca en la tira inmunoldgica, la presencia
de fumonisinas se indica al observar dos lineas en la tira, una de ellas
corresponde a la presencia de fumonisinas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del aislamiento e identificacién de hongos se presentan
en el cuadro 1, en donde se puede observar que la micobiota se compo-
ne principalmente de hongos con capacidad micotoxigénica, como son
los géneros Penicillium sp., Fusarium sp., Alternaria sp. y Aspergillus sp. La
cuenta total de hongos fue de 1. 2 x 10 3, y 2.5 x 10 * UFC/g, sin que se
encontraran diferencias significativas entre los medios de crecimiento
utilizados.

El contenido de proteina y lipidos se presentan en el cuadro 2, don-
de se observan los resultados para los grupos de maiz evaluados. Para
el grupo C, se observé el mayor contenido de nutrientes en comparaciéon
con los genotipos del grupo A y B, lo cual se explica por ser producto
de entrecruzamiento de las mejores lineas genéticas. Por otro lado, las
variaciones detectadas en el contenido de proteina y lipidos entre los
hibridos analizados en este estudio concuerdan con lo encontrado por
Gallardo et al. (2006) y Garcia y Martinez (2010), en maices recién cose-
chados y desgranados en otros estados del centro del pas.

La presencia de micotoxinas detectadas en los grupos de genotipos
evaluados se pueden observar en el cuadro 3, donde se observa que 25%
de las muestras de maiz (grupo A) presentaron aflatoxina B1 en un nivel
de 4.2 ug kg, y en 38% presentaron fumonisinas con un nivel de 1.09 ug
kg, y en el resto (60%) con niveles de 0.23 ug kg. En las muestras de maiz
(grupo B), 42% se encontraron contaminados con aflatoxinas en un nivel
de 3.2 ug Kg y 50% con fumonisinas a un nivel de 0.20 ug kg, y para el
grupo C, 25% de las muestras contaminadas con aflatoxina B1, en un
nivel de cinco ug kg, zearalenona en un contenido de 820 ug kg y T2 con
460 ug kg.

En dos muestras del grupo B, que fueron detectadas con la técnica
de UHPLC/MS, se detectaron aflatoxinas totales (AFB,, AFB, AFG, y
AFG,) en un nivel de 30 ug kg y de ocho ug kg de aflatoxina B1; asf como,
23 fusariotoxinas en un contenido promedio de 725.7 ug kg, siendo el

SOCIEDADES RURALES, PRODUCCION Y MEDIO AMBIENTE ANO 2017 VOL.17 NUM 34



104 PENA, S.

dcido micofendlico el de mayor frecuencia (55%) y de mayor contenido
(530.7 ug kg), 20.58% correspondieron a los trichotecenos A and B (Ni-
valenol, DON, NEO, Fusarenona X, DAS, HT-2, T2, Zearalenona, Zeara-
lenol), 13.77% a las Fumonisinas (FB1, FB2, FB3 y FB4), y 24% restante a
la Ochratoxina A con 8.90 ug kg, Sterigmatocystina con un nivel de 5 ug
kg, Roquefortine C con 3 ug kg, Enantina con 8.65 ug kg, alternariol 17.4
ug kg, methyl-alternariol 16.7 ug kg.

La contaminacién por micotoxinas encontrada en este estudio,
es especial por aflatoxinas y es similar a la contaminacién detectada en
regiones de clima cdlido seco y de economia emergente, como lo descri-
to por Njobeh et al. (2012), de tal manera que permite asegurar que el
medio ambiente del maiz en campo y las practicas agricolas son factores
condicionantes a la expresién de genes de hibridos con tolerancia a las
enfermedades ftingicas, por lo que la presencia de Aspergillus estd di-
rectamente relacionada con la contaminacién por aflatoxinas, ademads de
causar deterioro en el cultivo. También la resistencia de los granos de
maiz (Zea mays) surge como una estrategia de prevencién de la infeccién
por Aspergillus flavus y /o la acumulacién de las aflatoxinas. Se ha suge-
rido que la resistencia post-cosecha a la contaminacién por aflatoxinas
en algunos granos de maiz se relaciona directamente con la actividad
metabdlica de los embriones viables (Clements y White, 2005).

Los maices hibridos comerciales del estado de Hidalgo se encon-
traron fuera de la regulacién internacional para aflatoxina B, que es de
cinco ug kg., lo que indica que los hibridos utilizados en este lugar no son
los ideales para expresar su resistencia a enfermedades y micotoxinas.
Es conveniente recordar que un almacenamiento inapropiado puede
contribuir a magnificar la contaminacién procedente del campo, como lo
observado por Trombete et al. (2013).

La presencia multiple de micotoxinas en los hibridos de maiz del
grupo C, observado en este estudio, coincide con la diversidad de hon-
gos que fueron aislados e identificados en la micobiota, por lo que estos
hongos pudieron sintetizar mds de una micotoxina. Tal es el caso del
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dcido micofendlico, que es sintetizado por el hongo Penicillum sp., las
aflatoxinas por Aspergillus sp y los tricotecenos por distintas especies de
Fusarium, igualmente observado por Kumar et al. (2008), que demostra-
ron una diversidad de hongos fitopatégenos de la micobiota en diversos
alimentos comerciales. Se demostré la presencia de las micotoxinas
conjugadas como DON-glucésido y Zea-glucésido, las cuales son mico-
toxinas recientemente descubiertas y de las que se estd investigando su
toxicidad, ya que hasta el momento sélo se ha reportado su capacidad
para disminuir la respuesta inmunolégica en los animales de laboratorio.

Con base en los resultados obtenidos, es indispensable mejorar las
estrategias de control de hongos y micotoxinas en México para evitar la
disminucién de la productividad en el campo y asegurar la demanda del
consumidor nacional, posiblemente utilizando métodos biotecnolégicos
para el control de hongos (Brown et al., 2003); mediante buenas précticas
de cultivo (Ministerio de salud de Chile, 2007) o realizar estudios previos
in vitro para detectar la susceptibilidad de los genotipos de maiz a la
acumulacién de aflatoxinas (Betran et al., 2005). Asi como establecer un
control de micotoxinas, a través de muestreos periddicos y estableciendo
su regulaciéon con el objeto de garantizar la inocuidad de la semilla y
del grano, de tal forma que pueda evitarse un posible dafio irreversible,
como es el desarrollo de cancer, ya que se conoce que una dosis de 10
ng g de AFB, es suficiente para producir una mutacién en el ADN de las
células de especies mamiferas, por lo que se aconseja una reevaluacién
de la dosis méxima permitida para aflatoxinas en la legislacién nacio-
nal. También es conveniente recordar que las cantidades permisibles de
una micotoxina no garantiza la inocuidad del alimento, ya que como
se observo en el estudio generalmente las micotoxinas se presentan en
mezclas, es decir, en combinacién simultdnea, por lo que puede ocurrir
un efecto aditivo o sinérgico, es decir, un efecto que potencialice la toxi-
cidad individual.

Por ello, es necesario realizar estudios que puedan ayudar a com-
prender si las fumonisinas pueden favorecer la resistencia a la insulina
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y la Diabetes tipo 2, ya que se conoce que las fumonisinas ocasionan un
desequilibrio enzimaético, a nivel de la ceramida, dentro de la sintesis de
los esfingolipidos, de acuerdo con Babenko et al. (2015).

CONCLUSIONES

En este estudio se demostré la presencia de Aspergillus sp y Fusarium sp,
hongos patégenos en maices comercializados en el tres zonas agricolas
de la region Central de México, los cuales podrdn sintetizar micotoxinas
bajo condiciones ambientales que les sean favorables. Se identificé la con-
taminacion simultdnea de Aflatoxinas y Fumonisinas en niveles dentro
de la regulacién nacional para aflatoxinas. Se identificé la presencia de
21 micotoxinas en la semilla de maiz protegida para siembra, por lo que
la presencia de micotoxinas es subestimada regularmente en los andlisis
realizados con técnicas inmunoldgicas.
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