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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
| Determinacion de hongos toxigénicas en ensilajes y su manejo | $100,000 N

2.- Introduccién

En México la produccién de cabezas de ganado es de 1495 818 de los cuales 1 121 057 son rumiantes
(SIAP, 2017) en su dieta base encontramos el ensilaje, esté constituye entre un 35 a 50% de la dieta de los
rumiantes, el ensilaje es un método de preservacion del forraje y su objetivo es la conservacion del valor
nutritivo del alimento durante el almacenamiento. Uno de los riesgos a lo largo del proceso de elaboracion
del ensilaje es la contaminacién por hongos, los géneros reportados en el ensilaje de maiz
son: Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Altenaria, Scopulariopsis y Mucor (FAO  2003; Shanawany et  al
2005; Garon et al 2006). algunos de estos hongos son precursores de metabolitos secundarios, estos
metabolitos son los que enferman y causan la muerte a los animales de produccion y se les conocen
como micotoxinas (Piva et al., 1995). Las micotoxinas son compuestos ubicuos que difieren mucho en sus
propiedades quimicas, bioldgicas y toxicolégicas (Lillehoj, 1991), y su metabolismo es complejo en los
rumiantes. la toxicidad se ve reflejada a través de problemas crénicos y pueden conducir a la muerte, lo que
se ha reportado con mayor frecuencia es una disminucién de la ingesta del alimento yun bajo
rendimiento en su produccién (Pearson y Dutson, 1994; Zinedine, 2007: Butkeraitis, 2008). Debido a esto,
se han desarrollado diferentes estrategias de control para la inhibicién de los hongos, entre las que se
encuentran las fisicas, microbiolégicas, naturales y quimicas (Huwig et al., 2001), las estrategias de control
mas frecuentes son las de origen quimico o cominmente llamados secuestrantes. pero se consideran
agresivas y peligrosas para los rumiantes (Marinho et al., 2007). Por tal motivo es necesario utilizar nuevas
alternativas naturales las cuales no perjudiquen la salud humana y animal (Bravo et al., 2000). Dado a esta
situacion los compuestos naturales presentes en algunos aceites esenciales y extractos de plantas podrian
mostrar accién antifingica y/o antimicotoxigenica, lograndola utilizar como alternativa en la reduccion de la
contaminacion de los alimentos y piensos.

Objetivos
General:

Determinar la presencia de hongos toxicogénicos en ensilajes y su manejo.
Especificos:
1. Identificar los hongos que se encuentran presentes en los diferentes ensilajes.
2. Determinar la presencia de genes precursores de las micotoxinas en los diferentes aislados.
3. Evaluar extractos vegetales de canela y citricos, para el control de los hongos.

4. Determinar el efecto de extractos vegetales sobre los genes precursores en la produccion de
micotoxinas mediante métodos moleculares.
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Hipotesis

« Se identificara por lo menos uno de los siguientes hongos: Fusarium verticillioides,

Aspergillus flavus, Penicillium digitatum, en los diferentes tipos de ensilajes.

« Se encontraran por lo menos una cepa productora de las siguientes micotoxinas:
Aflatoxina, Fumonisina, Deoxinivalenol (DON), Zearalenona, Fusarinas, Acidos fusaricos y Ocratoxina,
en los diferentes ensilajes.

o Alguno de los extractos presentara control sobre la inhibicion en el crecimiento micelial y
esporulacion de hongos. ‘
o Por lo menos un extracto vegetal inactivara alguno de los genes afiR, aflD, aflM precursores en la
sintesis de las aflatoxinas.

3.-Revision de Literatura

El ganado de bovino, requiere de raciones con alta densidad de nutrientes para ayudarlo a desarrollar su
maximo potencial genético, en forma rapida y eficiente, todo esto depende de la dieta ya que debe de ser
balanceadas con granos, minerales, aditivos y forrajes donde uno de los mas importantes es el ensilaje de
maiz debido a que es un alimento excelente para los rumiantes debido al elevado contenido de energia que
aporta el grano, a través del almidén pero al igual tiene una deficiencia de proteina pero puede ser
corregido a través de sub-productos. (Oudeelferink y Drienhuis, 2001). El ensilaje destinado a la|
alimentacion de los rumiantes son una de las principales fuentes de contaminacién con micotoxinas en [a
cadena alimentaria pero teniendo una buena conservacién del ensilaje con un pH que oscile entre 3.7 - 4.2,
temperatura 30°C, una humedad fluctuando entre 54.6 - 68.34% y con buenas condiciones de
anaerobiosis para inhibir el desarrollo de los principales microorganismos causantes del deterioro de los
alimentos se puede tener un excelente forraje (Oudeelferink y Drienhuis, 2001; Reyes et al., 2008). La
contaminacion del alimento se produce durante todo el proceso previo, durante o posterior a la cosecha, ya
que los forrajes estan en contacto directo con esporas de los hongos (Carrillo, 2003). El crecimiento de
hongos esta influenciado por varios parametros fisico-quimicos como la actividad de agua (aw), la
temperatura, la presencia de oxigeno, la naturaleza del sustrato y el pH (Oudeelferink y Drienhuis, 2001).
Otros factores como roedores, pajaros e insectos participan en el proceso de contaminacion al causar
lesiones fisicas en el tejido vegetal promoviendo la penetracion de las esporas (Scudamorey Livesey,
1998). El grano de maiz puede contener altas concentraciones de hongos que tienen un efecto negativo
para el ganado dependiendo de las condiciones climaticas durante la estacion de crecimiento y cosecha
(Santin, 2005). La mayoria de los hongos contaminantes de alimentos crecen en los cereales, produciendo
sus toxinas cuando las condiciones de humedad y nutrientes son favorables por esta razon se estima que
entre el 25 y 40% de los cereales pueden estar contaminados cor alguna o varias micotoxinas (Pittet,
1998). Las micotoxinas son productos altamente toxicos generados del metabolismo secundario de algunos
hongos, principalmente pertenecientes a Aspergillus spp, Penicillium spp, Fusarium spp., sin embargo, cada
género presenta condiciones particulares diferentes (Baath ef al, 1990: Samson et al., 1995; USDA, 1999:
FAQ, 2003); el Fusarium acuminatum produce las micotoxinas T-2, HT-2 , moniliformina (MON) (Soriano,
2007), zearalenona (ZEA), clamidosporol (HM-8) Neosolaniol (NEO) (Bottalico y Perrone, 2002). La ingesta
de las toxinas T-2 y HT-2 producen lesiones orales y lenguas negras en aves por la necrosis de tejidos,
hemorragias internas, disminucion de peso y efectos neurotdxicos, en otros animales de experimentacién
se ha demostrado un efecto inmunosupresor grave (Soriano, 2007); La aflatoxina B1 (AFB1) es una de las
micotoxinas mas importantes. De hecho, se ha demostrado que una exposicion a largo plazo a esta toxina
provoca cancer de higado y depresion del sistema inmunitario (Warburton y Williams 2014) que conduce a
la clasificacién de AFB1 en el grupo 1 "carcindégenos" por el Organismo Internacional para la Investigacién
del Cancer (IARC) (Marinet al, 2013). Esta micotoxina es producida por varias especies del
género Aspergillus de la seccién Flavus. Su produccién se produce en un grupo de genes de 70 kB con al
menos 21 pasos enzimaticos para su formacion a partir de moléculas de acetato (D Bhatnagar, Ehrlich y

Cleveland 2003).
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4.- Procedimiento Experimental
Ubicacion del experimento.

La recoleccion del ensilaje se realizara en cuatro estados de la republica mexicana que son:
Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco y Tamaulipas.

Muestreos

Se muestrearan cuatro lugares de cada estado donde se tenga ensilaje de maiz, sorgo, cebada y avena,
se utilizara la técnica “W” donde en cada uno de los puntos se tomaré un kilogramo de peso, haciendo un
homogenizado y extrayendo un kilogramo en cada uno de los ensilajes.

Aislamiento del hongo

El gnsilaje S€ cortara en trozos y se desinfectara en una solucién de hipoclorito sodio al 1% durante
3 minutos, enjuagandolos con agua destilada estéril, dejandola secar, después se sembrard en
cajas petri con medio PDA, adicionado con estreptomicina (100ppm).

Identificacion de género.
Se realizaran las preparaciones tomando porciones de micslio con esporas; las cuales se observaran al

microscopio y seran identificados en base a las claves de Barnett y Hunter (1998) para género. A partir del |
crecimiento flngico se hara Identificacion molecular. “

Identificacion molecular.

Se raspara el micelio de Fusarium spp. Aspergillus spp, Penicillum $pp, de una caja de Petri con medio de
cultivo papa dextrosa agar. La extraccion de ADN se realizara por el método Doyle y Doyle modificado por
Vazquez (1990). Posteriormente se amplificara mediante el método de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) las regiones internas transcritas ITS1 e ITS4 entre los genes ribosomales (rDNA) 18S- 5.8S y 5.8S-
28S utilizando el par de iniciadores de secuencia ITS1/ITS4. Las condiciones de la reaccidn de PCR seran
las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 94°C por Smin, 30 ciclos de desnaturalizacién
a 95°C por 10 segundos, 30 ciclos de alineamiento a 57°C por 30 segundos, 30 ciclos de extension
a 72°C por 2 min. y 1 ciclo de extensién final a 72°C por 5 min. La amplificacién se visualizara en un gel de
agarosa al 1% mediante electroforesis. El producto de PCR se purificara con el kit de purificacién de bandas
de In vitro gen (PureLink® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit), los pares de base
obtenidos se compararan con las secuencias reportadas en la base de datos del banco de genes del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, Www.ncbi.nih.gov), apartir de esta técnica se obtendran las
relaciones filogenéticas entre especies.

Para identificacion de genes precursores de micotoxinas

Se raspara el micelio de Fusarium spp, Aspergillus spp. Penicillum spp, de una caja de Petri con medio de
cultivo papa dextrosa agar. La extraccién de ADN se realizara por el método Doyle y Doyle modiﬁc_ado por
Vazquez (1990). Posteriormente se amplificara mediante el método de reaccidn en cadena de Ia polimerasa
(PCR) las regiones internas transcritas FUB1, PKS 4, FUM1, TRI5 / TRI8, OTA. aflR, Nor (afID), Ver (afiM),
FUSA. utilizando el par de iniciadores de secuencia P6F / P6LFI. P6RFI / PBRF, F1 / R1, FUM1F
FUM1R, Fum1F1/ Fum1R2, TOX5-1 / TOX5-2, TRISF / TRISR, AoOta-L / AcOta-R, AoL.C35-12L/ AoLC35-
12R, aflR1-F / aflR1-R, nor1 / nor2, ver1/ ver2, 878 / 879. Las condiciones de la reaccién de PCR seran las
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siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 5min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 10
segundos, 30 ciclos de alineamiento a 57°C por 30 segundos, 30 ciclos de extension a 72°C por 2 min. y 1
ciclo de extension final a 72°C por 5 min. La amplificacion se visualizard en un gel de agarosa al 1%
mediante electroforesis. El producto de PCR se purificara con el kit de purificacién de bandas de In vitro gen
(PureLink® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit), los pares de base obtenidos se
compararan con las secuencias reportadas en la base de datos del banco de genes del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nih.gov), apartir de esta técnica se obtendran las
relaciones filogenéticas entre especies.

Produccion de micotoxinas in vitro. Para evaluar la produccion de micotoxinas in vitro de los diferentes
aislados. Los cultivos seran desarrollados en tres repeticiones vy seran inoculados 100 g de granos de maiz
esteriles en matraces Erlenmeyer de 50 mi de capacidad ajustando la humedad al 45 %. Seran inoculados
con 2 ml de una suspension de esporasa una concentracién de 10"esporas/ml. Posteriormente a 4
semanas de incubacion a 25 °C en obscuridad. los cultivos seran cosechados y secados a 60 °C por 48 h,
consecutivamente seran molidos y almacenados a 4 °C hasta su analisis. Se empleara un control el cual no
sera inoculado.

Medio de cultivo envenenado

Se evaluaran dos extractos vegetales uno de canela y otro de citricos, sobre los hongos que se encuentren
en los diferentes cultivos. Utilizando la metodologia de medio de cultivo envenenado, usando las siguientes
dosis: canela: 50, 100, 150, 200, 250 y 300 ppm; citricos 1,600, 2,000, 2,400, 2,800, 3,200ppm, para la
obtencién de las dosis se tomaron como referencia un estudio de Ochoa et al. 2010. Cuando se obtengan
los medios de cultivo a las diferentes concentraciones se colocaran explantes de 0.5 cm de didmetro de los
fitopatogenos evaluados, la toma de datos se realizara cada 24 h donde se registrara el crecimiento de
cada colonia (diametro), se incubaran a 25 °C + 2 en la oscuridad hasta que el crecimiento del micelio de la
caja testigo (PDA sin extracto) alcance el tamafio de la placa. El diametro del crecimiento del micelio se
medira diariamente con un vernier. El porcentaje de inhibicién de crecimiento se determinara de la siguiente
manera: % inhibicién = crecimiento micelial del testigo - crecimiento micelial del tratamiento / crecimiento
micelial del testigo x 100. Pasando los 9 dias después de la inoculacion, se contabilizara el nimero de
esporas en los diferentes tratamientos evaluados utilizando una camara de Neubauer y los que obtengan
mayor porcentaje de inhibicién se aplicara a ensilajes en campo utilizando la técnica de Galina et al, 2008.

Y se revisara en laboratorio los efectos de los extractos en Ia expresién génica donde se evaluara por
medios de kits de extracciéon de ARN y se amplificara en RT-PCR SuperScript ® One-Step RT-
PCR with Platinum® Taq de la marca Axigen y se corroborara en gel de agarosa.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar EFE FBGHA TN-T) [J 18 18 09 a1
Revision de Literatura ) X X | x X X X X X X X X |
Presentacion de Avances del Proyecto X |
Recolecta de muestras x | X ‘
Analisis de muestras X X
Analisis de resultados | X X X p X % |Ix X X X i
Identificacion Molecular . % X X ¥ (% |x X
Identificacién de genes precursores de micotoxinas ‘ | X o4 i, e 4w A%
1er Articulo enviado R |
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Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E SE M (A 1M [0 [A 1S 1 I[N ID
Reactivos para laboratorio X X X X X
Secuenciacion % X
muestreo ¥ X X X ¥ X
Viaticos x |x |[x | ¥ 1% |x |
Gasolina X X |x x |x X

Duracion total del proyecto
| Afio de Inicio | Enero 2017 _| Afio estimado de conclusién | Diciembre 2019 |

5.-Productos Esperados
2 articulos cientificos.

Participacion de 2 congresos nacionales e internacionales.

Tesis y obtencidn de grado en Doctor en ciencias en parasitologia agricola.
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