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“De maiz amarillo y de maiz blanco se hizo su carne; de masa de maiz
se hicieron los brazos y las piernas del hombre. Unicamente masa de

maiz entro en la carne de nuestros padres.” “‘Sembrado para comer es
sagrado sustento del hombre que fue hecho de maiz”. -POPOL VUH-
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INTRODUCCION

El maiz es uno de los alimentos basicos mas importantes conocidos por el ser
humano, ya que en torno a él se pueden realizar gran cantidad de preparaciones,
asi como también pueden obtenerse de él numerosos productos derivados (por
ejemplo, harinas, aceites, etc.), subsecuentemente, el maiz es altamente utilizado
como alimento de gran parte de los ganados, que luego son consumidos o utilizados
como productores de alimento, por lo cual su importancia es enorme (Bembibre,
2021). El maiz es una planta perteneciente a la familia Gramineas o Poaceas, lo
cual quiere decir que es una planta que consta de un tallo con una estructura
cilindrica hueca que se cubre de nudos y que da origen a mazorcas rellenas de
granos cubiertos por hojas largas y angostas, a diferencia de otros cultivos
pertenecientes a las gramineas como el trigo que es originario de América y no fue
conocido por los europeos hasta el momento en que llegaron a este continente y
aprendieron que gran parte de la dieta de las sociedades americanas se basaba en
su uso (Bembibre, 2021).

La importancia del maiz para el ser humano ha sido siempre muy clara, mientras
que las algunas regiones se conocen centenares de especies de maiz, en la
mayor parte del planeta se consumen sélo un puinado que son los mas comunes y
los mas accesibles en lo que a geografia se refiere. Hoy en dia se produce en todos
los continentes excepto en la Antartida, altamente valorado por su rendimiento a
diferencia de otros granos en lo que a costos se refiere, es uno de los cultivos mas
importantes del mundo junto con el trigo y el arroz (Trueba, 2009).

El gobierno de México tiene presente la importancia alimentaria, industrial, politica,
econdmica, cultural y social que tiene el cultivo de maiz en el pais y son los
pequefios productores los encargados mayoritariamente de la siembra en su forma
comercial, asi como en sus variedades nativas (SADR, 2020). Los pequefios
productores aportan alrededor de 60% de la produccién nacional, al unirse con los
medianos productores (de hasta 10t/ha), suman el 91% de lasuperficie
sembrada, lo que significa que juntos aportan alrededor de 75% de la produccion
nacional de maiz (SADR, 2020).

En 2019, la superficie con rendimiento de maiz grano menor a 5 t/ha, sumé 84% de
la superficie cultivada, de la que se obtuvieron 14 millones 789mil 384 toneladas
de un total de 27 millones 228 mil 242 tonelada. Para los préximos afnos, se
espera un incremento de un 5%, por lo que se pretende sobrepasar la produccién
anterior (SADR, 2020).

Por otra parte puede existir la presencia de elemento nocivos en este alimento como
lo son las micotoxinas provenientes de especies fungicas diversas las cuales

constituyen un problema que comienza en el campo continua durante el acopio, la
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comercializacion y finalmente en la mesa del consumidor y cuya unica solucion al
problema es prevenir el desarrollo fungico, ya que se ha comprobado la accion de
unas pocas toxinas en brotes de intoxicacidn humana y animal, las restantes han
sido reestudiadas en ensayos experimentales (Carrillo y Audisio, 2007).

El “Manual de microbiologia de los alimentos”, (Carrillo y Audisio, 2007) refiere que
los hongos crecen sobre los materiales vegetales produciendo el deterioro de estos,
ellos forman metabolitos secundarios que actuan como antibiéticos que favorecen
la prevalencia del moho frente a otros microorganismos, muchos de los cuales son
toxicos para plantas y/o animales. Estos metabolitos que enferman o matan a los
animales que los consumen, se conocen como micotoxinas y la afeccidn se
llama micotoxicosis. Una micotoxicosis primaria se produce al consumir vegetales
contaminados y secundaria al ingerir carne o leche de animales que comieron
forrajes con micotoxinas (Carrillo y Audisio, 2007).

Las consecuencias econdmicas de las micotoxinas, en término de pérdidas de
alimento y peso, reduccion de la productividad en especies vegetales y de los
animales, pérdida de ingresos en divisas, aumento del costo de la infeccidén y los
analisis, compensacion por reclamaciones, costos de presuncion y medidas de
control, son considerables. Cabe afirmar que las micotoxinas son objeto de interés
a nivel mundial, debido a las importantes pérdidas econdémicas que acarrean sus
efectos sobre la salud de las personas, la productividad de los animales y el
comercio nacional e internacional. Las especies mas frecuentes corresponden a los
géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Gelderen et al., 2018).

Las pérdidas econdmicas provocadas por los hongos estan asociadas con sus
efectos en la salud humana, la productividad vegetal y animal y el comercio tanto
nacional como internacional. Se estima que el 25% de los cultivos alimentarios
mundiales, incluidos muchos alimentos basicos, se ven afectados por hongos
productores de micotoxinas segun las estimaciones de la FAO, asi las pérdidas
mundiales de productos alimenticios son debidas a las micotoxinas y son del orden
de 1000 millones de toneladas al ano (FAO, 2021).

A través de programas prioritarios entre otras iniciativas intersecretariales, se
continla apoyando para mejorar las condiciones de los pequefios y medianos
productores de maiz y otros granos, con el fin de obtener mejores condiciones
para el campo mexicano (Produccion para el bienestar, Precios de garantia, Apoyo
mediante Agroquimicos) (SADR, 2020).



El grano de maiz posee un complejo particular de bacterias, insectos y hongos
que pueden causarle dafos, entre ellos se encuentra el género fungico Aspergillus
y de éste las especies A. flavus y A. parasiticus, los cuales son los mas importantes
porque producen aflatoxinas que provocan gran variedad de efectos tdxicos en
seres vivos expuestos al grano contaminado. Actualmente las regulaciones
mexicanas establecen limites permisibles solo para aflatoxinas en cereales y sus
productos, excluyendo otras micotoxinas (Hadassa y Sanjuana, 2013). Las
condiciones de produccion de maiz (clima y malas practicas) en México determinan
la infestacion y colonizacion del sustrato, asi como el tipo y cantidadde las
aflatoxinas producidas por hongos toxigenos (Hadassa y Sanjuana, 2013).

Las aflatoxinas son sustancias quimicas cancerigenas que se consumen a diario en
alimentos comunes como maiz, arroz, cacahuates, nueces, pistaches, chile, pollo,
huevo, leche, embutidos y cerveza. Las tortillas y sus derivados (totopos, sopes,
tamales entre otros) estan contaminadas con estos metabolitos secundarios
provenientes de las especies del Aspergillus flavus y A. parasiticus. De acuerdo con
Carbajal et al. (2011) en un estudio sobre “Cuantificacion de aflatoxinas, sus
metabolitos hidoxilados y aductos de AFB1-ADN enhepatocarcinomas humanos” y
Lépez (2018) el 95 % del maiz blanco y 60 % del amarillo los contienen. Porlo que
se concluyd, que las aflatoxinas producidas por el moho de A. flavus “no se ven ni
tienen sabor u olor, son resistentes al calor (soportan entre 260 y 320 °C sin
descomponerse) y al proceso como coccién, ultra pasteurizacion, nixtamalizacion
y fermentacion”, es decir, lo que se ingiere es la principal causa de cancer, con 36%;
delante del consumo de tabaco, responsable en 31%; y las infecciones, con 11%
(Lopez, 2018).



El objetivo de esta investigacién fue, obtener informacion reciente acerca de la
presencia de hongos toxigénicos en muestras de maiz que se produce en el Oro
Hidalgo, estado de México, ademas de actualizar la informacion referente a la
produccion de alimentos como el maiz enfocado a su origen en campo, normas de
sanidad vigentes y con ello desarrollar metodologias que ayuden a la prevencion en
la produccién, almacenamiento, transporte y comercializacién para fines de salud
del consumidor.

MARCO TEORICO
Origen y Distribucion

El maiz (Zea mays L.) se origin6 en una parte restringida de México y los tipos mas
desarrollados emigraron posteriormente hacia otros sitios de América, hoy no
existen dudas sobre el origen americano del maiz, pero nunca fue mencionado en
ningun tratado antiguo hasta el descubrimiento de América por Cristobal Coldn,
quien lo observo por primera vez en la Isla de Cuba en octubre de 1492 (Wilkes y
Goodman, 1995).

El maiz surgié aproximadamente entre los afios 8000 y 600 A.C, en Mesoamérica
(México y Guatemala), probablemente a lo largo del acantilado occidental de México
Central o del Sur a 500 km de la Ciudad de México (Acosta, 2019).

La época que di6 lugar al maiz era de invierno -seco en alternancia con las
lluvias de verano y en una geografia montanosa de cuestas empinadas y sobre roca
caliza, las tres vistas ampliamente sostenidas acerca del origen del maiz
explican que provino de: 1) Una forma de maiz silvestre, 2) Un teocintle silvestre y
3) Un antepasado desconocido (ni un maiz silvestre, ni teocinlte (McClintock, et al.,
1981). Cada teoria deduce su evidencia apoyandose en diferentes campos de
investigacion, desde la arqueologia, analisis bioquimicos, isoenzimaticos vy
moleculares, asi como citogenéticos, morfolégicos y taxondmicos.

México y Contexto Mundial

En México, se registran 59 variedades criollas de maiz. En 2012 se public6 en el
Diario Oficial de la Federacion el acuerdo por el que se determinan centros de origen
y centros de diversidad genética del maiz estableciendo como tal a los Estados de
Baja California, Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Le6n, Tamaulipas,
Sinaloa y Sonora. La Produccion de maiz en 2017 fue de 27.8 millones de
toneladas, mientras que la superficie sembrada en el mismo afo fue de 7.5 millones
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de hectareas, gran parte del territorio nacional es propicio para la produccién por
lo que en los 32 Estados de la Republica Mexicana se produce maiz de grano
(SADR, 2018).

Los principales Estados productores son Sinaloa (22%), Jalisco (14%), México(8%),
Michoacan (7%), Guanajuato (6%), Guerrero (5%), Veracruz (5%), Chiapas (5%),
Chihuahua (4%), Puebla (4%) y el resto de los Estados representan el (20%)
restante (SADR, 2018).

México ocupa el 8° lugar en produccién mundial de maiz, en 2017 exportdé a 17
paises, en términos de valor principalmente a Venezuela (58%), Kenia (33%)y
Estados Unidos (4%), entro otros (6%) lo que nos ubica como el 10°
exportador mundial de maiz grano (SADR, 2018).

Produccion de maiz en el Estado de México

Gran parte del territorio nacional es propicio para la producciéon de maiz grano; en
estados como Tamaulipas y Nuevo Ledn, existen zonas con gran potencial de
aprovechamiento. De las 7.76 millones de hectareas de maiz grano sembradas en
2016, el 75.59% de la superficie se encuentra no mecanizada, 65.06% no cuenta
con tecnologia aplicada de sanidad vegetal, mientras que 30.16% del territorio
sembrado con este cultivo contd con asistencia técnica. Por otro lado, 3.55% de la
produccion es por modalidad de riego de gravedad, 0.19% de riego por bombeo,
45.25% de otro tipo de riego y el resto es de temporal (SAGARPA, 2017).

El Estado de México cuenta con una variedad de microclimas, lo que le permite
cultivar distintos productos agricolas y varios de ellos ocupan el primer lugar en
volumen de produccién a nivel nacional, como lo es la produccion de Tuna, Haba
verde, Nopalitos y Triticale, entre otros como el aguacate, donde la entidad ocupa
el tercer lugar en volumen de produccion a nivel nacional; de igual manera se
registran importantes volumenes de produccién de semillas basicas para la
alimentacién humana y ganadera, como lo es la produccion de maiz, avena en
grano, avena forrajera, papa y frijol (SIE, 2020).

Con la finalidad de contar con datos que permitan observar la evolucion del volumen
y valor de la produccion anual de los productos agricolas cultivados en el Estado de
México, la subdireccion de Analisis y Estadistica de la Secretaria del Campo, integré
las cifras que el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera que da
particular atencion a los diez principales cultivos que representaron poco mas del
91.5% del volumen total de la produccién agricola en 2019, al sumar 6,865,088
toneladas. Por su parte el cultivo de maiz grano represento el 27.16% del volumen
de la produccion en ese mismo afo y el maiz forrajero en verde, fue el segundo
cultivo con una participacion del 16% (SIE, 2020).



El maiz continua ocupando el primer lugar en volumen de la produccion del Estado
de México, de tal suerte, que, si lo consideramos como un solo cultivo, la suma de
las dos cifras anteriores representa el 43.16% del total de la produccion (SIE, 2020).

En “Determinacion de las regiones mas competitivas de maiz en el Estado de
México en funcién de la produccién potencial” (Ramirez, et al.,2020), indica que
las regiones con mayor producciéon de maiz blanco son Atlacomulco 36,33%
(Distrito al que pertenece ElI Oro) y Toluca 25,69%; en el primer caso, la
concentracion se ha incrementado a 2008 en 30%, posiblemente derivado de un
incremento en el uso de insumos tecnolégicos, Zumpango y Texcoco evidencian los
mayores déficits. En estos distritos se encuentran industrias harineras que
demandan grandes cantidades del grano (Ramirez, 2020).

Pérdidas por problemas fungicos

Autoridades del sector agricola en México, sefialan que en el pais cada afio se
pierde entre el 20% y el 40% de la produccion de alimentos debido a los insectos,
las plagas o las enfermedades de los cultivos. En datos mas especificos, los hongos
llegan a causar pérdidas del 30% de la produccién en nuestro pais (Ramirez, 2020).

En México, la mayor proporcion del maiz se cultiva en condiciones de temporal (60
%) (SIAP, 2014) que, en general, es deficiente y erratico y que frecuentemente
redunda en la coincidencia de estrés hidrico y altas temperaturas durante la fase
fenoldgica reproductiva, lo que finalmente favorece la infeccion de Aspergillus en
campo (Cotty y Garcia, 2007).

México es considerado como el centro de origen y de diversidad del maiz, sin
embargo, dicha diversidad no se ha analizado exhaustiva o consistentemente para
identificar genotipos mas tolerantes a la contaminacion por aflatoxinas y su
presencia dentro de algunas regiones del territorio, dado que el maiz es un alimento
de importancia, es necesario el monitoreo de la calidad sanitaria en regiones de
produccion con el fin de contribuir con informacion que ayude a generar estrategias
de prevencion y control sanitario en relacién a estos organismos desde el uso de
semillas libres de patdgenos durante cada una de las etapas del cultivo, hasta la
cosechan, almacenamiento y preventa (Plasencia, 2004).

Clasificacién Taxonémica (Kato, et al., 2009)
Reino: Plantae

Subdivisioén: Magnoliophyta



Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: Z. mays
Botanica del Cultivo

El maiz es una planta de metabolismo C4, que no presenta foto-respiracion
detectable, eficiente en la produccion de biomasa superando ampliamente a otros
cultivos como el girasol, la soja o el trigo (Garay y Colazo, 2015).

Es un cereal, una planta graminea americana, que se caracteriza por tener tallos
largos y macizos (y no huecos como sus parientes mascercanos) al final de los
cuales se dan espigas o mazorcas (inflorescencias femeninas), con sus semillas o
granos de maiz dispuestos a lo largo de su eje (Garay y Colazo, 2015).

Generalidades del Cultivo (Requerimientos)

El maiz requiere una temperatura de 25 a 30 °C, bastante incidencia de luz solar y
en aquellos climas humedos su rendimiento es mas bajo. Para que se produzca la
germinacion de la semilla, la temperatura debe situarse entre los 15 a 20 °C, el maiz
llega a soportar temperaturas minimas de hasta 8 °C y a partir de los 30 °C pueden
aparecer problemas serios debido a mala absorcién de nutrientes minerales y agua.
Para la fructificacion se requieren temperaturas de 20 a 32 °C (Garay y Colazo,
2015). El maiz es un cultivo exigente en agua en el orden de unos 5 mm al dia, se
adapta muy bien a todos tipos de suelo, pero suelos con pH entre 6 a 7 son a los
que mejor se adaptan, también requieren suelos profundos, ricos en materia
organica, con buena circulacion del drenaje para no producir encharques, los cuales
dan originen a asfixia radicular, finalmente, el riego mas empleado ultimamente es
el riego por aspersion (Garay y Colazo, 2015).

Hongos

Desde un punto de vista fitopatoldgico, el maiz es susceptible a diversas
enfermedades causadas por hongos (Agrios, 1985) (citado por Aguilar, et al., 2018),
indica que los hongos son organismos eucarioticos tanto microscopicos como
macroscopicos que carecen de clorofila y poseen paredes celulares que contienen

quitina, celulosa, 0 ambos, son productores de esporas, que se reproducen a través
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de hifas o esporas. Los hongos provocan enfermedades en el hombre y animales,
mas de las 8 000 especies atacan a plantas. Sin embargo, existen hongos que viven
simbiéticamente con la mayoria de las plantas. Ellos les aportan beneficios, por
ejemplo, les facilita la toma de nutrientes de baja disponibilidad o de poca movilidad
en el suelo, antagénicamente existen algunos hongos que pueden ser perjudiciales
para otros organismos como los insectos, nematodos, protozoarios, hongos, asi
como para el ser humano (Barrer, 2009).

Aflatoxinas

Las aflatoxinas son sustancias quimicas altamente tdxicas, resultantes del
metabolismo de algunas cepas de Aspergillus flavus, A.parasiticus y de las
especies relacionadas, A. nomius y A. niger, existen cuatro aflatoxinas importantes:
B1, B2, G1, G2 y los productos metabdlicos adicionales, M1 y M2. Las aflatoxinas
M1 y M2 fueron aisladas de la leche de animales alimentados con piensos
contaminados; la designacion con la letra M, proviene de Milk, mientras que la
designacion de B, de las aflatoxinas B1 y B2 proviene de la fluorescencia azul
(Blue) bajo exposicion ala luz-UV, la designacion de G se refiere a la fluorescencia
de color verde amarillo (Green) de las estructuras relevantes bajo luz - UV. Estas
toxinas tienen estructuras similares y forman un grupo unico de compuestos
heterociclicos altamente oxigenados naturales (Cornejo y Orialis, 2012).

Las aflatoxinas se han asociado a varias enfermedades, tales como aflatoxicosis en
ganado, animales domésticos y seres humanos, han recibido mas atenciéon que
cualquier otra micotoxicosis debido a su potente efecto carcinébgeno demostrado
en animales de laboratorio susceptibles y sus efectos toxicolégicos agudos en seres
humanos (Cornejo y Orialis, 2012).

Aspergillus parasiticus

Aspergillus es uno de los géneros de hongos mas conocidos y estudiados por su
abundanciay la facilidad con la que pueden cultivarse en condiciones de laboratorio.
Gran numero de especies de Aspergillus tienen una importancia econémica que
va desde efectos nocivos hasta beneficiosos. Sus efectos benéficos implican su uso
en la produccion industrial de enzimas, moléculas terapéuticas como lovastatina,
etc., y sus efectos nocivos incluyen que sean agentes causantes de enfermedades
(aspergilosis, reacciones alérgicas, etc.) (Arrua, 2009).

En semillas de maiz, las colonias fungicas son por lo general de color verde claro,
verde amarillento claro, verde intenso, café olivaceo o café. Las semillas de maiz
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severamente afectadas son incoloras y arrugadas (Moreno, 2004). En medio de
cultivo, el color de la colonia varia de verde amarillento a verde olivaceo, micelio
blanco, esclerocios marrones obscuro a negros, reverso incoloro, marrén claro o
naranja, textura de la colonia lanosa o flocosa (Arrua, 2009).

Las colonias de A. parasiticus por lo general son verde mas intenso, menciona que
a pesar de que estos patdgenos se consideran principalmente hongos de
almacenamiento, las infecciones pueden iniciarse a nivel de campo (Moreno,2004).
El in6culo primario proviene de propagulos en el suelo, micelio que inverna en
residuos vegetales, esclerocios, basura sobre el suelo e insectos (Arrua, 2009).

Aspergillus flavus

En 1729 el género Aspergillus fue catalogado por primera vez por el biélogo italiano
Pier Antonio Micheli. Micheli usé el nombre Aspergillum por parecerse el hongo al
instrumento usado para dispersar agua bendita. La descripcion hecha porMicheli de
este género de hongo en su obra “Nova Plantarum Genera” tiene importancia
historica, al ser reconocido como el punto inicial de la ciencia de la micologia
(Caballero, 2005).

Aspergillus es un género de alrededor de 200 hongos, es ubicuo, los hongos se
pueden clasificar en dos formas morfolégicas basicas: las levaduras y los hifales,
el género Aspergillus es un hongo hifal filamentoso (compuesto de cadenas de
células, llamadas hifas tabicadas), el tipo de hongos opuesto son las levaduras,
estas ultimas son unicelulares, al estar compuestas de una sola célula
redondeada(Caballero, 2005).

El habitat natural del género Aspergillus son el heno y el compostaje, la infeccién
por Aspergillus no es la mas frecuente en los hospitales, pero suele ser una de las
mas graves porque no consta de un tratamiento eficaz, se calcula que mas del 80%
de los pacientes hospitalizados que contraen este hongo, fallecen, es relativamente
frecuente confundir una infeccion por Aspergillus con las mas comunes infecciones
bacterianas, asi como puede haber una infeccidn simultanea por ambos
microorganismos (Caballero, 2005).

Normatividad
Ley de Sanidad Vegetal

Esta ley es de observancia general en todo el territorio nacional y tiene por objeto
regular y promover, la sanidad vegetal, asi como la aplicacion, verificacion vy
certificaciéon de los sistemas de reduccion de riesgos de contaminacién fisica,
quimica y microbioldgica en la produccion primaria de vegetales.
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Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-188-SSA1-2000, bienes y servicios. Control
de aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal. Especificaciones
sanitarias.

Esta Norma Oficial Mexicana establece los limites maximos permisibles de
aflatoxinas en los cereales destinados para el consumo humano y animal, asi
como las especificaciones sanitarias para controlar la concentracion de estastoxinas
en aquéllos destinados para consumo humano.

Seguridad Alimentaria (Buenas Practicas)

Las Buenas Practicas Agricolas (BPA) son un conjunto de medidas higiénico-
sanitarias minimas que se realizan en el sitio de produccién primaria de vegetales,
para asegurar que minimiza la posibilidad de contaminacion fisica, quimica y
biolégica de un vegetal o producto fresco (Ley Federal De Sanidad Vegetal, 1994).

Las BPA incluyen métodos que garanticen una excelente produccién, por ello se
debe saber, como preparar el suelo, como manejar el cultivo, como usar el agua y
el riego, cémo utilizar, guardar y desechar los agroquimicos, qué fertilizantes a
emplear, asi como tener un proceso adecuado de cosecha, seleccion, empaque,
almacenamiento y transporte de los productos agricola, desarrolladas y aplicadas
para asegurar su buena condicion sanitaria, mediante la reduccién de los peligros
de contaminacion bioldgica, quimica y fisica (SENASICA, 2017).

OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar la incidencia de Aspergillus flavus 'y A. parasiticus en el cultivo de maiz
(Zea mays) en el municipio El Oro, Estado de México.

Objetivos Particulares

Caracterizar morfolégicamente cepas de Aspergillus flavus y A. parasiticus
provenientes de maices sembrados en El Oro, Estado de México.

Verificar la inocuidad de las muestras obtenidas de maiz (Zea mays) con base en la
normatividad vigente con los limites maximos permisibles.
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METODOLOGIA

Sitio de estudio

Para la realizacion de este proyecto de investigacion, se recurrié a cinco localidades
aledanas, El Oro, Tapasco, Sta. Rosa, Tultenango y el Mogote, sentados en la
porcién noreste del Estado de México, sus coordenadas geograficas extremas son:
al norte 19° 517 347", al sur 19° 43" 43", al este 99° 58" 54" y al oeste 100° 08" 49",

Forma parte de la Sierra Madre Occidental, que se extiende desde Tlalpujahua y
tiene una prolongacion hasta Temascalcingo y Atlacomulco, por lo cual su relieve
es accidentado, y presenta alturas que van desde los 2, 500 msnm hasta los 3,
200 msnm (Cita).

El clima que es subhumedo, cuenta con una temperatura promedio entre 12°C y
16°C; de acuerdo con la Comision Nacional del Agua (CNA), Templado con lluvias
en verano con una precipitacién anual de 851 a 1,050 mm, el mes de julio es el mas
lluvioso, la temperatura media anual va de 12°C con nevadas regulares en octubre
y noviembre, de forma en que se puede desarrollar cultivos como: maiz, trigo y
avena, entre otros (Plan Municipal de Desarrollo de El Oro, 2003-2006) y Semifrio -
Subhumedo con lluvias en verano, donde oscila entre 8° y 12°C. la temperatura
media anual y de 1,000 y 1,200 mm la precipitacién total anual(Figura 1).
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Figura 1. Mapa del municipio de El Oro, Estado de México, México y sus comunidades aledafias (Google Maps,2023).

Método de muestreo

Se seleccionaron cinco lugares en comunidades aledafas (Tapasco, El Oro, Sta.
Rosa, Tultenango, El Mogote) que contaran con produccién de maiz ya establecido
(Figura 2) con el fin de identificar los almacenes de cada lugar para poder realizar
la seleccion y toma de muestras contaminadas, que mostrasen signos similares a
los causados por el género Aspergillus flavus y A. parasiticus.

Se aplicd un método de muestreo completamente al azar de dos muestras por lugar,
en laboratorio se form6é una muestra compuesta para su posterior aislamiento y
determinacioén (Figura 3).
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Figura 2. Area en donde se llevé a cabo la recolecta de muestras de maiz para la determinacion del género
Aspergillus.

Figura 3. Muestras de maiz colectadas de las comunidades (1) Tapasco (2) El Oro (3) Sta. Rosa (4) Tultenango

(5) EIMogote.

Método de colecta

Con base en la “Guia practica para el diagnostico de microorganismos de interés
agricola” (Montiel et al., 2016). Se distinguieron y seleccionaron muestras de maiz
con muestras de contaminacion las cuales eran resguardadas en almacenes

(algunos rudimentarios) de cada zona (Figura 4).
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Figura 4. Almacenes seleccionados para la recolecta de las muestras contaminadas de maiz.

Las muestras se envolvieron con papel absorbente hiumedo y colocaron dentro de
bolsas de plastico para evitar perder la humedad y condicion de la muestra vegetal.
Finalmente, las bolsas se rotularon con el sitio de la colecta, coordenadas,nimero
de muestra, temperatura y humedad registradas en cada sitio para su posterior
analisis en laboratorio (Figura 5).

Figura 5: Muestras de maiz recolectadas y rotuladas para su andlisis en laboratorio.

Preparacion de medios de cultivo agar papa dextrosa (PDA) deshidratado.

Se preparo primeramente el medio de cultivo y después se acondicionaron 60 cajas
Petri con el medio. La “Guia practica para el diagndstico de microorganismosde
interés agricola” (Montiel, 2016), sugiere que en 1000 mL de agua destilada se
agregaran 39 g del medio de cultivo deshidratado y se disolvieran, posteriormente
se calent6 a 60°C, se dej6 enfriar antes de depositarlo en las cajas Petri. El material
fue esterilizado dentro de la autoclave a 121°C por 15 minutos antes de ser utilizado.

La elaboracion de los medios se realizé en dos partes de 30 cajas por lo que se
utilizaron 600 mL de agua destilada por los 39 g, como resultado se utilizaron 23.4

g en cada proceso, manteniendo la metodologia de esterilizacion en los medios de
cultivo (Figura 6).




Preparaciéon de las muestras para su cultivo
El inoculo se preparé en cuarenta cajas mediante dos procesos:

En la primera etapa, se agregaron 9 mL de la solucion peptonada, como diluyente
y precursor del crecimiento de microorganismos en cinco tubos de ensayo
destinados para cada una de las muestras, anticipadamente en cada una de las
muestras de maiz que aun se encontraban dentro de las bolsas ziploc, fueron
decantados 90 mL de la misma solucion, se agitaron suavemente por un lapso de
1 minuto cada bolsa, a continuacion se tomo6 1 mL para depositarlo en cada uno de
los tubos de ensaye con 9 mL de la solucion, destinados para cada muestra y
finalmente sembrar una alicuota de 0.1 mL de cada uno de ellos en las cajas Petri
respectivas conteniendo el medio de PDA. En cada una de las muestras se tuvo
entonces en una proporcion de 1 x 10 2 por el nivel de concentracion de la muestra
de 1 mL complementado a 9 mL. de solucién.

En la segunda etapa, se utilizaron 90 mL de solucién peptonada como diluyente, en
este caso los 90 mL de la solucion se decantaron dentro de cada una de las bolsas
que contenian las muestras, se tomé 0.1 mL directamente de las bolsas para
realizar la siembran en el medio PDA contenidos en las cajas Petri. En cadauna
de las muestras se tuvo entonces una proporcion de 1x10 -1 por el nivel de
concentracion de la muestra, finalmente los cultivos se colocaron dentro de una
incubadora a una temperatura de 28°C. Cada muestra se hizo por duplicado
(Cuadro 1).

Por ultimo, los cultivos fueron introducidos a una incubadora a una temperatura de
26°C - 28°C. El proceso para cada muestra se hizo por duplicado (Figura 7).

Cuadro 1. Muestra original y sus repeticiones complementarias para determinar la presencia de Aspergillus flavus
y parasiticus, el proceso se realizd dos veces (40 cajas).

1) Tapasco m 3) Sta.Rosa 4) Tultenango | 5) El Mogote

REPETICION-1  REPETICION-1 REPETICION-1  REPETICION-1  REPETICION-1
REPETICION-2  REPETICION-2 REPETICION-2  REPETICION-2  REPETICION -2

Segundo Proceso  Segundo Proceso Segundo Proceso  Segundo Proceso  Segundo Proceso

REPETICION-1  REPETICION-1 REPETICION-1 REPETICION-1  REPETICION-1
REPETICION-2  REPETICION-2 REPETICION-2 REPETICION-2  REPETICION -2

1) Tapasco m 3) Sta.Rosa 4) Tultenango | 5) El Mogote

REPETICION-1  REPETICION-1 REPETICION-1  REPETICION-1  REPETICION-1
REPETICION-2  REPETICION-2 REPETICION-2  REPETICION-2  REPETICION-2

Segundo Proceso  Segundo Proceso Segundo Proceso  Segundo Proceso  Segundo Proceso

REPETICION-1  REPETICION-1 REPETICION-1  REPETICION-1  REPETICION-1
REPETICION-2  REPETICION-2 REPETICION-2  REPETICION-2  REPETICION -2



Figura 7. Proceso de inoculacion dentro de las cajas Petri: A) Dilucion con 9 ml de soluciéon peptonada en cada muestra
representativa de cada lugar de muestreo B) Tubos de ensayo para complementar la primera diluciéon C) Siembra con una
alicuota de 1mL en cada caja proveniente de cada muestra representativa (-1 y -2) D) crecimiento de colonias fungicas.

Conteo de colonias fungicas

Para el conteo de colonias fungicas se determind un tiempo de incubacién de 24,
48 y 72 horas respectivamente para cada muestra por duplicado. Cada una de las
muestras fueron marcadas cada dia para identificar las colonias nuevas y
representadas en cuadros de conteo (Figura 8).

A g——— B
p ’ P -

Figura 8. A) Crecimiento de colonias fungicas B) Sefalizacion de colonias C) Conteos de 24h, 48h y 72h.
Aislamiento de colonias fungicas

Para la purificacion de las colonias fungicas que crecieron en los medio de cultivo,
se hizo utilizando dos mecheros, diez cajas Petri se colocaron en medio de ambos
mecheros previamente encendidos para esterilizar el ambiente y con ayudade asas
bacteriolégicas, las colonias se transfirieron a nuevos medio de cultivo, a estos se
les denomind A1- a2 y B1 — b2, las primeras colonias aisladas se pueden observar
en la figura 9 las cuales se denominaron A1y B1, de igual forma se les realizé un
conteo cada 24, 48 y 72 horas (Figura 10), posteriormente se realiz6 un segundo
aislamiento a partir de estas denominadas a2 y b2 para confirmar y su conteo
después de tiempo de incubacion 24, 48 y 72 horas (Cuadro 2).



Cuadro 2. Representacion del aislamiento fungico en el que se aislaron dos muestras representativas denominadasA1-B1y
su comprobacién a1y b1.

1) Tapasco 3) Sta.Rosa | 4) Tultenango | 5) Tapasco
Al Al Al Al Al

B1 B1 B1 B1 B1
al al al al al
bl bl bl bl bl

Figura 10. Segundo aislamiento a partir de A1 y B1 etiquetado como a1-b1 en el que se observa un crecimiento mas
uniforme y delimitado.

Identificacion

La identificacion de los hongos filamentosos se basé en el examen macroscopico
de la colonia y en sus caracteristicas macroscopicas como la forma de la colonia,
el color de la superficie, la textura y la produccion de pigmentos (tincion), con la
ayuda de un microscopio, porta objetos y lactofenol azul de algodén (Figura 11).
Se realizo la tincidn de cada una de las cepas desarrolladas para determinar las
caracteristicas de los hongos, se colocé una gota de lactofenol azul de algodén y
se tomo lamustra fungica con una cinta Diurex, la cual se pegé a manera de
cubreobjetos sobre un portaobjeto previamente etiquetado y se dispuso en el
microscopio para su observacion (Figura 11).



Figura 11: 1) Preparacion de las muestras 2) Tincion con lactofenol azul de algodén 3) Observacion en microscopio 4)
Identificaciéon 5) Seleccion con base a las caracteristicas morfolégicas.

Fluorescencia

De acuerdo a lo propuesto por Cornejo y Orialis en 2012, las caracteristicas de los
organismos fueron determinadas mediante la exposicion de todas las muestras a
luz ultravioleta (UV), lo que se busca en las muestras es una emision de refraccion
azul en las mismas (ver figura 12).

Figura 12. Determinacion e identificacion de Aspergillus proveniente de las muestras aisladas El Oro. Tultenango y El
Mogote, expuestas a luz UV.



OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

e Se determiné la presencia de de Aspergillus flavus y A. parasiticus en cultivo
de maiz (Zea mays) que puede representar un riesgo en los cultivos y
consumo humano en la regién de El Oro, Estado de México.

e Con este estudio se sentaron las bases para generar informacién sobre la
presencia Aspergillus flavus y A. parasiticus en cultivo de maiz (Zea mays),
y posteriormente, proponer posibles soluciones que permitan combatir esta
problematica en la region, en las regiones colindantes a la region de El Oro,
Estado de México y en el centro del pais.

¢ACTIVIDADES REALIZADAS?

1.- Toma de muestras en la region de El Oro, Estado de México.

2.- Se cultivaron en diferentes medios las muestras para determinar la presencia de
Aspergillus flavus y A. parasiticus en muestras de maiz.

3.- se identifico la presencia de Aspergillus flavus y A. parasiticus en los medios
cultivados.

4 .- Se caracterizaron morfolégicamente las sepas de los hongos que crecieron en
los medios para confirmar que se trataba de A. flavus y A. parasiticus.

RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES
Identificacion de los géneros Aspergillus flavus y parasiticus

Aspergillus es un ejemplo de lo que denominamos "patégeno oportunista”, es decir
que suele afectar a pacientes con sistemas inmunoldgicos deprimidos o
comprometidos. Entre los factores de patogenicidad de este hongo se encuentran:
el pequefio tamafo de sus conidias que permite que sean aspiradas y que pueda
causar infeccion en el pulmén y en los senos paranasales. Su capacidad para
desarrollarse a una temperatura de 37 °C, su capacidad para adherirse a superficies
epiteliales y posiblemente endoteliales, su capacidad para invadir los vasos
sanguineos y la produccion de productos extracelulares téxicos para las células de
los mamiferos (elastasa, restrictocina, fumigatoxina, etc.) lo vuelen un hongo
patogeno para la especie humana (Alcala et al., 2015).

Actualmente, se ha documentado que se conocen unas 900 especies de
Aspergillus, que Rapper y Fennell clasifican en 18 grupos, de los que solo 12 se
relacionan con enfermedad humana: Aspergillus fumigatus (85%), A. flavus (5-
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10%), A. niger (2-3%), A. terreus (2-3%), A. versicolor, A. nidulans, A. glaucus, A.
clavatus, A. cervinus, A. candidus, A. flavipes y A. ustus (Alcala et al., 2015).

Esta clasificacion se basa en las siguientes caracteristicas morfolégicas del hongo:
tamafo y forma de las cabezas conidiales, morfologia de los conidi6foros,
presencia de fidlidesy métulas, y en la presencia de células de Hulle y de
esclerocios (Figura 13, 14 y15). En la siguiente figura se muestran las principales
estructuras morfologicas del género Aspergillus:
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Figura 13: Morfologia del género Aspergillus flavus (Alcala et al., 2015).

Figura 14: Identificacion de colonias del género Aspergillus flavus.

Figura 15: Determinacion del género Aspergillus flavus con base en las caracteristicas morfolégicas: 1) Conidios 2)
Fialides 3) Métulas 4) Vesicula y 5) Conidiéforo.
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El género Aspergillus flavus fue identificado en cuatro de las cinco muestras, por lo
que fue el de mayor incidencia en las muestras recolectadas en los diferentes
almacenes ubicados en las comunidades de El Oro (2), Sta. Rosa (3), Tultenango
(4) y El Mogote (5). El género A. parasiticus no se identific6 en ninguna de las
muestras analizadas.

Género de A. flavus presente en cada muestra de maiz

Presencia de A. flavus en cuatro de las cinco localidades: El Oro, Tultenango, Sta.
Rosa y El Mogote. de agave (Cuadro 3).

Cuadro 3. Presencia de A. flavus en las comunidades de 2) El Oro, 3) Sta. Rosa, 4) Tultenango y 5) El Mogote.

- + + + +

A. Flavus

A. parasiticus - = = - -

Representacién del conteo de colonias fungicas correspondientes a la
primera siembra A1y B1.

El conteo a partir de la primera siembra correspondiente a A1y B1 de varios géneros
de colonias fungicas, mostr6 un crecimiento exponencial para su posterior
aislamiento (10 y 11 colonias fungicas en promedio por muestra), la metodologia
con solucién peptonada fue un factor determinante para el desarrollo de colonias
fungicas, ya que como diluyé su potencial, permiti6 el crecimiento de estos
microorganismos (Grafica1).

Promedio de crecimiento colonial
fungico (Aly B1).

Primer Primer
Conteo Al Conteo B1

Tapasco ME| Oro MSta. Rosa MTultenango ME| Mogote

Grafica 1. Representacion grafica del conteo en promedio de colonias fungicas 24. 48 y 72 horas.



Representacién del conteo de colonias fungicas correspondientes al
aislamiento a partir A1 y B1 denominada a1 y b1.

El conteo a partir de la segunda siembra proveniente de A1 y B1 de varios
géneros de colonias fungicas, arrojé un promedio de crecimiento de entre tres y seis
colonias en promedio por muestra, las colonias posteriormente pasaron por el
proceso de tincidn para ser identificadas (Grafica 2).

Promedio de crecimiento colonial fungico (al y b1) a partir
del aislamiento de las cepas seleccionadas procedentes de

WElOm MW5E Rosa MTultenango ™ El Mogote

Grafica 2. Conteo promedio de colonias fungicas a partir del aislamiento de las cepas seleccionadas de A1y B1
denominadas a1y b1 antes de su identificacion.

Representacién grafica del conteo de colonias fungicas a partir de la
identificacion de Aspergillus flavus.

A partir de la identificacion, las colonias de A. flavus fueron reproducidas en
medios especificos, las colonias aisladas tuvieron un promedio de crecimiento de
entre nueve y trece colonias en promedio por muestra en diferentes tiempos de
incubacion a 24, 48 y 72 horas (Figura 16), cabe resaltar que existio el crecimiento
de bacterias y otros microorganismos en los medios de cultivo, en las muestras A1
y B1, impidieron obtener resultados a partir del conteo proveniente de la muestra
original, el conteo en el aislamiento especifico, no es un dato real para compararlo
con los limites permisibles como lo establece la Norma Oficial Mexicana PROY-
NOM-188-SSA1-2000, bienes y servicios. Control de aflatoxinas en cereales para
consumo humano y animal. Especificaciones sanitarias. Pero si es un factor
determinante para sostener la presencia de este organismo y exponerdatos sobre
el riesgo que representa su consumo.



Crecimiento de colonias
identificadas de A. flavus

aisladas.

Conteo 24hrsde A. Conteo 48hrs A. Conteo 72hrs de A.
HEVIS HEVOS HEWIS

M Tapasco ME|IOro MSta. Rosa MTultenango MEI Mogote

Grafica 3. Representacion grafica del crecimiento exponencial de colonias aisladas previamente identificadas de A.flavus, la
comunidad de Tapasco no presenté incidencia.

Figura 16. Determinacion del género Aspergillus flavus con base en las caracteristicas morfolégicas: 1) Conidios 2)Fialides
3) Métulas 4) Vesicula y 5) Conidioforo.

Con base en los resultados obtenidos, las muestras que se tomaron en las
localidades de EI Oro, Sta. Rosa, Tultenango y El Mogote fueron positivas a la
presencia A. flavus.

La presencia y crecimiento de otros microorganismos como bacterias y hongos
fitopatdbgenos ajenos a la identificacion de A. flavus en los medios de cultivo
impidieron un desarrollo éptimo de las colonias fungicas en el primer proceso de
siembra, sin embargo, en los procesos de aislamiento se observdé un mejor
desarrollo de A. falvus en el proceso correspondiente en cuatro de las cinco
localidades (Otero, 2014).



CONCLUSIONES

- En cuatro de las cinco muestras correspondientes a las localidades de El Oro.
Sta.Rosa, Tultenango y El Mogote hubo presencia de A. flavus.

- De las cuatro muestras, tres de ellas presentaron una mayor propagacion
de A. flavus, las muestras corresponden a las localidades de El Oro,
Tultenango y El Mogote. estasmuestras mostraron un mayor numero de colonias
en las muestras primarias a partir de A1y B1.

- Las muestras corresponden a las localidades de El Oro, Tultenango y El Mogote.
estas muestras mostraron un mayor numero de colonias en las muestras
primarias a partir de A1y B1.

- Durante los cuatro meses que duré el muestreo, en ninguna muestra se detecto
la presencia de Asperqillus parasiticus.

SUGERENCIAS

Se deben unificar criterios en materia de construccidon e implementacion de normas
enfocadas a calidad y sanidad vegetal en la produccidn y comercializacionde
alimentos en zonas vulnerables que coadyuven a la deteccion, prevencion y control
oportunos de microorganismos, plagas y malezas, que a través de la
interaccién humana y las diversas formas de contaminacién cruzada pueden poner
en riesgo los niveles produccion de alimentos y la salud publica.
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