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IDENTIFICACION, ANALISIS, CUANTIFICACION Y ENFOQUE TOXICOLOGICO DE
COMPUESTOS SECUNDARIOS DE Claviceps gigantea

ALMA ROSA SOLANO BAEZ, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

El hongo C. gigantea, parasita la inflorescencia femenina de maiz, produciendo esclerocios en
lugar de semillas, se desarrolla en nichos con alta precipitacion y bajas temperaturas. Los
esclerocios producen alcaloides del tipo clavina. Existen antecedentes limitados del dafio de estos
compuestos en mamiferos, a pesar de haber zonas productoras del cultivo con incidencia del 90
%. Se planted, determinar la distribucion de C. gigantea en Valles Altos de México, diferenciar
morfolégica y molecularmente los aislados, determinar la concentracion de alcaloides en
esclerocios provenientes de esos diferentes sitios y determinar la actividad biol6gica de los
compuestos presentes en esclerocios en gazapos. Por lo que, se realizaron recorridos de campo
para la busqueda de material sospechoso de C. gigantea. Con las muestras colectadas se elaboraron
cultivos monosporicos de aislados asociados a Sphacelia sp. para analizar las caracteristicas
culturales de las colonias. De manera complementaria se amplificaron y secuenciaron fragmentos
de las regiones Internal Transcribed Spacer (ITS) 1, 5.8S rRNA, NL4 y parte de la subunidad
grande del ribosoma (LSU) y asi caracterizar molecularmente las colonias. Con relacion a la
patogenicidad de los aislados se efectuaron pruebas de patogenicidad y se determiné el mejor
método de inoculacion. Se analizaron cualitativa y cuantitativamente los alcaloides presentes en
los esclerocios por cromatografia en capa fina y cromatografia de liquidos de alta resolucién
respectivamente. La actividad bioldgica de los metabolitos se determiné en conejos machos, con
dietas experimentales, donde se agreg6 polvo de esclerocios en sustitucion de harina de alfalfa. Se
evalu6 peso vivo, consumo alimenticio y conversion alimenticia de cada conejo. Se tomaron
muestras de sangre y finalmente, se les practicé la eutanasia. El hongo C. gigantea se encontrd en
zonas donde no estaba reportado como Hidalgo y Puebla. La cantidad de alcaloides encontrados
en esclerocios es diferente en tiempo y espacio. El consumo de C. gigantea tiene efecto negativo,
en relacién con el peso corporal y consumo de alimento. Las necropsias revelaron anomalias
proporcionales al consumo de alimento contaminado con esclerocios.

Palabras clave: Dristribucidon- Sphacelia sp. morfologia- Sphacelia sp. ergot-maiz,

nutrientes-ergot, clavinas-efecto, ergot-gazapos.



IDENTIFICATION, ANALYSIS, QUANTIFICATION AND TOXICOLOGICAL
APPROACH OF SECONDARY METABOLITES OF Claviceps gigantea

ALMA ROSA SOLANO BAEZ, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

The fungus C. gigantea, parasitic female inflorescence of corn, producing sclerotia instead of
seeds, develops in niches with high precipitation and low temperatures. Sclerotia produce clavine
alkaloids. There is limited history of the damage of these compounds in mammals, despite the fact
that there are areas producing the crop with an incidence of 90%. It was proposed to determine the
distribution of C. gigantea in the High Valleys of Mexico, to differentiate morphologically and
molecularly the isolates, to determine the concentration of alkaloids in sclerotia from these different
sites and to determine the biological activity of the compounds present in sclerotia in rabbits.
Therefore, field trips were conducted to search for suspect material of C. gigantea. With the
collected samples, monosporic cultures of isolates associated with Sphacelia sp. to analyze the
cultural characteristics of the colonies. In a complementary manner, fragments of the Internal
Transcribed Spacer (ITS) 1, 5.8S rRNA, NL4 and part of the large subunit of the ribosome (LSU)
regions were amplified and sequenced to characterize the colonies molecularly. In relation to the
pathogenicity of the isolates, pathogenicity tests were carried out and the best method of
inoculation was determined. The alkaloids present in the sclerotia were analyzed qualitatively and
quantitatively by thin layer chromatography and high resolution liquid chromatography
respectively. The biological activity of the metabolites was determined in male rabbits, with
experimental diets, where sclerotium powder was substituted for alfalfa meal. Live weight, food
consumption and feed conversion of each rabbit were evaluated. Blood samples were taken and
finally, they were euthanized. The fungus C. gigantea was found in areas where it was not reported
as Hidalgo and Puebla. The amount of alkaloids found in sclerotia is different in time and space.
Consumption of C. gigantea has a negative effect, in relation to body weight and food consumption.
The necropsies revealed anomalies proportional to the consumption of food contaminated with
sclerotia.

Key words: Distribution- Sphacelia sp., morphology- Sphacelia sp., ergot-maize, ergot-nutrients,

clavines- effect, ergot- juvenile rabbits.
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INTRODUCCION GENERAL

Los miembros del género Claviceps son parasitos especializados de ciperaceas y gramineas
que afectan especificamente inflorescencias que son remplazadas por un esclerocio (Pazoutova,
2002). El hongo C. gigantea, parasito de la inflorescencia femenina de maiz, se desarrolla en climas
con alta precipitacion y bajas temperaturas (9-15 © C) la primera vez que la enfermedad se describio
se indico que es un patdgeno con un nicho ecoldgico restringido (Ullstrup, 1973). Su presencia se
reportd en Amecameca y valle de Toluca en el Estado de México y Patzcuaro, Michoacéan (Fuentes
et al. 1964). La incidencia de la enfermedad se incremento, ya que se observd el diente de caballo en
municipios aledafios a Toluca, Estado de México (Fuc¢ikovsky y Moreno, 1971).

La informacion de la distribucion actual de la enfermedad no esta documentada, aun cuando
se ha observado a C. gigantea, afectando maices nativos y comerciales. Ademas de los dafios
causados por la infeccion del hongo y la disminucion del rendimiento de grano, causa pérdidas en
calidad, ya que, en mazorcas con esclerocios, los granos alrededor de estos se deforman y se afecta
su germinacion (Moreno y Fucikovsky, 1971). Los esclerocios en estado fresco producen una
mielecilla que se extiende por debajo de las bracteas y llega a granos no infectados desarrollando una
coloracion café y apariencia rugosa (Moreno y Fuc¢ikovsky, 1971).

También, la calidad de la produccion es afectada ya que el hongo produce una variedad de
alcaloides incluyendo festuclavina, D-dihidrolisergol- (1), chanoclavina, y piroclavina (Agurell y
Ramstad, 1965; Naude et al., 2005). Las especies del género Claviceps producen alcaloides que
inducen problemas de toxicidad en animales (Naude et al., 2005).

La pérdida de calidad del grano ha causada de este fitopatdgeno, afecta a los productores de
maiz en regiones donde se presenta el hongo, lo cual limita la comercializacion del grano a mercados
internacionales, debido a que esta mencionado en cuarentenas internacionales (Moreno-Manzano et
al., 2016); como es el caso de la comercializacion que se esta desarrollando entre México y China,
en donde se ha descrito un protocolo de requisitos fitosanitarios para la exportacion de maiz entre
ambos paises. En éste, el Articulo 2 menciona que el grano de maiz que se exporte debera cumplir
con las leyes y regulaciones fitosanitarias en materia de importacion vigente en China, debiéndose
encontrar libre de insectos vivos y plagas cuarentenadas definidas por el pais destino. En el Articulo
3, se describe que la SAGARPA dara seguimiento y monitoreo a cultivos de maiz durante su etapa
de desarrollo por medio de vigilancia y diagnosticos aprobados internacionalmente, para corroborar

la ausencia de Pantoea stewartii, Xanthomonas albilineas, Maize Dwarf Mosaic Virus, Sugarcane



Mosaic Virus, Maize Chlorotic Mottle Virus, Claviceps gigantea y Perosnosclerospora sorghi, con
el fin de asegurar que el grano de maiz que se exporte a China se encuentra libre de estas plagas
(SAGARPA, 2015).

Asimismo, para la movilizacion de maiz a Ecuador, de acuerdo con la Resolucion No. 23 se
menciona a C. gigantea entre los patdgenos considerados como cuarentenados.

Los antecedentes mencionados resaltan la importancia de realizar el monitoreo de la
enfermedad, un diagnostico oportuno, asi como determinar los efectos que pudieran tener en la

ingesta del hongo o partes de €l por animales de sangre caliente.

OBJETIVO GENERAL
Monitorear la distribucion actual del hongo en México, determinar la variacion genética y

concentracion de alcaloides presentes en esclerocios de diferentes zonas geograficas de C. gigantea,

asi como su actividad biologica en gazapos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Establecer rutas de monitoreo para deteccion de material afectado por C. gigantea.

o Colectar material en que se sospeche presencia de C. gigantea.

o Caracterizar la variacion genética de cultivos monosporicos de C. gigantea, con diferente
origen geografico.

o Detectar y cuantificar los alcaloides presentes en las muestras colectadas mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

o Evaluar in vivo dietas experimentales con C. gigantea en gazapos.

o Analizar la cantidad y efecto de alcaloides consumidos en las dietas experimentales

elaboradas.
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ANTECEDENTES DE C. gigantea

Importancia del maiz

El maiz (Zea mays L.), miembro de la familia Poaceae, tiene como ancestro al teocintle
reconocido desde hace 3 000 —4 000 afios AC, original de México y que se extendio por Mesoamérica
hacia 1 800 AC. Posteriormente, se presentd en todo el continente americano, donde se descubrio la
forma de consumir todas las partes vegetativas de la planta, incluido el hongo fitopatdgeno Ustilago
maydis, conocido por los mexicas como “cuitlacoche” (Montessoro y De Leon, 2008).

En la actualidad, las cualidades alimenticias para la produccion de proteina animal, consumo
humano y su uso industrial, hacen que el maiz sea la mercancia agricola que mas se produce en el
mundo. Se prevé que para el ciclo 2016/2017 se logre el nivel de produccion mas alto de la historia
de 1 025.6 Mt de maiz. Los incrementos en produccion seran en EE. UU., Brasil, Argentina y Ucrania,
los principales productores de este cultivo (FIRA, 2016).

En México, durante el ciclo agricola 2014, la superficie sembrada de maiz fue de 7 426 412.19
ha., siendo Chiapas, Veracruz, Oaxaca Yy Jalisco los Estados de la Republica con mayor superficie
sembrada. Sin embargo, los estados con mayor rendimiento son Sinaloa, Baja California y Jalisco

con 9.67 t/ha, 7.54 t/ha y 6.42 t/ha, respectivamente. No obstante, esas cifras se encuentran

sobre la media de produccion nacional de aproximadamente 3.30 t/ha (SIAP, 2107).

Enfermedades del maiz causadas por hongos y oomicetes

Los hongos son organismos eucariontes, cuyo reino es muy diverso. También existen los
hongos inferiores (Chromistas) y los pseudohongos (Oomicetes). Los hongos fitopatdgenos causan
la mayoria de las enfermedades en plantas, esto debido a su capacidad de alimentarse como parasitos,
consiguiendo nutrientes del hospedante vivo o como saprofitos que obtienen nutrientes de materia
organica no viva de tejidos vegetales (Agrios, 2005).

Los pseudohongos y hongos tienen la facultad de afectar todas las partes de una planta y
ocasionar una variedad de sintomas, incluyendo en el caso de maiz, la pudricion de raiz, manchas
foliares, marchitamiento y raquitismo (White, 2004). Los problemas fitosanitarios del cultivo de
maiz, mas importantes en México son:

La enfermedad conocida como “damping-off”, marchitez de plantulas y podredumbre de raiz,

ocasionada por Pythium spp. Otro patégeno aislado frecuentemente de raices es Fusarium spp.,



aunque también, algunas especies son patogenas de tallos y mazorcas, como es el caso de, F.
verticilliodes, F. graminearum, F. proliferatum, F. subglutinas y F. oxyporum (White, 2004).

Los dafos en el tallo se presentan por infeccion de F. graminearum (Gibberella zeae) y F.
verticilliodes (G. fujikuroi). mientras que, en el follaje, se presentan el tizon foliar ocasionado por
Exserohilum turcicum o Bipolaris maydis, royas causadas por Puccinia sorghi o Puccinia polysora,
el complejo mancha de asfalto por Phyllachora maydis, Monographella maydis, y el hiperparéasito
Conothyrium phyllachorae y la mancha foliar causada por Cercospora zea-maydis. En relacion con
enfermedades foliares originadas por ommicetes, se encuentran los mildius causados por
Sclerophthora macrospora y Peronosclerospora sorghi (Montessoro y De Ledn, 2008).

En dafios a mazorca y espiga, el patdgeno capaz de infectar inflorescencias masculinas y
femeninas es conocido como carbén de la espiga Sporisorium reilianum. EI carbon comun Ustilago
maydis produce agallas en mazorcas, hojas, tallos y espigas (Montessoro y De Leon, 2008).

A nivel mundial, el cornezuelo del maiz causado por Claviceps gigantea no se encuentra
listado entre las enfermedades méas importantes que afectan a la planta de maiz, ya que se encuentra
principalmente en los Valles Altos de México, pero se ubica en el grupo de las 125 enfermedades que

lo infectan.

El género Claviceps y sus efectos tdxicos

En la antigliedad, las temporadas humedas y calidas fueron propicias para que hongos
filamentosos crecieran en cereales. Estos hongos producian metabolitos secundarios (micotoxinas y
alcaloides) sobre alimentos que mas tarde eran ingeridos por el hombre, provocandole graves
intoxicaciones (Agrios, 2005).

En yacimientos arqueoldgicos de distintos paises europeos y de Israel, se han encontrado
esporas y esclerocios de algunos hongos parésitos de cereales, incluyendo C. purpurea (lllana-
Esteban, 2008), junto a restos de plantas y semillas de cebada, trigo, centeno, mijo y arroz. En el
estomago del cuerpo momificado del Hombre de Grauballe, que se calcula vivié hace 2 300 afios,
encontrado en 1952 en una turbera de Dinamarca, se encontraron restos de C. purpurea junto a
semillas de trigo y centeno.

Se especula que fue elegido para ofrecerse en sacrificio a una diosa de la fertilidad, tras un

largo invierno que destruy6 las cosechas y dejo al poblado sin alimento. Su dltimo alimento fue un



potaje de trigo y centeno ademas de muchos esclerocios del hongo venenoso C. purpurea, que
probablemente le causo la muerte (Aaronson, 1989).

En contraste, cuando se consumen esclerocios o partes de ellos en pequefias cantidades, pero
de manera frecuente, se origina una enfermedad conocida como ergotismo. Las epidemias de
ergotismo se reportaron en zonas con inviernos frios y himedos seguidos de primaveras calurosas en
donde se consumia pan de centeno. El grano y los esclerocios molidos pasan a las harinas utilizadas

en la elaboracion del pan y su contaminacion con alcaloides toxicos (White et al., 2003).

El ergotismo en la Edad Media

El ergotismo tiene dos manifestaciones: el convulsivo y el gangrenoso. El tipo convulsivo ha
sido mas frecuente en Europa, al Este del Rhin en Alemania, que se caracteriza por el desarrollo de
delirios, alucinaciones y espasmos musculares. El de tipo gangrenoso es debido a una isquemia o
falta de irrigacion sanguinea causada por los efectos vasoconstrictores de la ergotamina producida
por el cornezuelo del centeno que causo importantes epidemias al Oeste del Rhin, especialmente en
Francia.

La primera epidemia de ergotismo ocurrio en Paris en el afio 945 y fue recogida en los Annales
del Escolar de Reims Flodourd en donde se menciona “el caso de algunas personas que sentian arder
sus miembros, consumidos por un fuego oculto (Figura 1 A)” (Quesada y Ortega, 2011). Este tipo de
ergotismo comenzaba con escalofrios en los miembros, seguido de sensacidn de quemazon, de aqui
se originaron los nombres de fuego de San Antonio. Parecia como si las extremidades se consumieran
internamente por un fuego interno (Figura 1 B), se volvian negras y arrugadas y al final se desprendian
(Laval, 2004).



Figura 1. llustraciones del fuego de San Antonio. A. Grabado del Staatliche Graphische Sammlung
de Munich, “San Antonio y las victimas del Ignis sacer” donde las victimas suplican a San Antonio,
a la altura de la cabeza del Santo se aprecian manos y pies cortados. B. Grabado de Johannes Wechtlin
con una persona enferma que implora a San Antonio. Fuente: Illana-Esteban, 2008.

La importancia del ergotismo gangrenoso inicié en la Edad Media, periodo en el que se
extendio por toda Europa cobrandose miles de victimas. En ese tiempo, el pan se hacia con trigo,
centeno o cebada y en los comercios se vendia pan blanco, de mejor calidad reservado para los ricos,
y pan negro, de peor calidad y que podia estar elaborado con semillas de centeno mezcladas con

esclerocios de C. purpurea que comian las clases mas pobres (lllana-Esteban, 2008).

Las epidemias de ergotismo gangrenoso se extendieron por varios siglos por Europa,
especialmente en Francia. En Europa Oriental (Alemania y Rusia) predominé el ergotismo de tipo
convulsivo (White et al. 2003).



Relacion estrecha entre el ergotismo y la brujeria

En 1691-1692, los sintomas del ergotismo pudieron confundirse facilmente con los de
brujeria. Debido a las manifestaciones de la enfermedad incluyendo convulsiones, contracciones
violentas del cuerpo y alucinaciones, que hacian pensar que las personas eran victimas de brujas o
que estaban poseidos (Quesada y Ortega, 2011).

Dos casos en los que se conserva registro documental que permiten establecer una relacion
estrecha entre el ergotismo y la brujeria, son los casos reportados en Finnmark, Noruega y Salem en
EE. UU. En 42 casos se especifica que la brujeria fue adquirida por el consumo de pan, leche o

cerveza (Laval, 2004).

Importancia del género Claviceps en la agricultura

Las especies sobresalientes de Claviceps que afectan gramineas de importancia alimenticia
son C. purpurea en trigo, cebada y centeno. C. zizaniae en arroz silvestre (Zizania palutris y Z.
acudtica) usado como alimento por los nativos de EE. UU. y Canada (White et al. 2003). C. sorghi
y C. africana que causan el ergot del sorgo en India, Africa y en los Gltimos afios reportado en
América (Hernadndez- Martinez et al., 2001), asi como C. gigantea en maiz que se cultiva en los valles

altos y hiumedos de México (Moreno-Manzano et al., 2016).



C. gigantea pat6geno de maiz
La presencia de C. gigantea Fuentes, De la Isla, Ullstrup and Rodriguez se confirmo en 1962,
COmo un nuevo patdgeno de maiz en México (Fuentes et al. 1964).
Clasificacion taxondmica del patégeno (Mycobank, 2016):
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Claviceps

Especie: C. gigantea.

Hospedantes de G. gigantea

La infeccion de C. gigantea se describidé por primera vez parasitando maiz (Zea mayz)
(Fuentes et al. 1964). Posteriormente, el hongo se encontr6 en Z. mexicana (White, 2003). Se
considera que C. gigantea es un parasito especializado en el género Zea y hasta el momento es el
Unico patégeno de la subfamilia Panicoidea que ha evolucionado en América de un ancestro
introducido durante la expansién de este tipo de gramineas (Pazoutova, 2002). La mayoria de las
especies del género Claviceps se encuentran en hospedantes de Panicoidea. La especificidad de rango
de hospedantes es monogenérica para el caso de C. gigantea, C. paspali y C. viridis y poligenérica

como C. fusiformis (PaZzoutova y Tudzynski, 1999).

Antecedentes de la interaccion C. gigantea - Maiz

En el primer reporte documentado de C. gigantea se relacion6 con el efecto toxico del hongo
en personas y animales debido a la ingesta de esclerocios. La descripcion de los esclerocios en maiz
coincide con los del diente de caballo (Roullin, 1829). La segunda cita es de 1915 donde se describio
otra especie de Claviceps parasitando Paspalum y se hace una comparacion con una enfermedad que

se presentd en maiz formando esclerocios (Agurell et al., 1963). La enfermedad del diente de caballo



se hizo notar nuevamente en 1960 debido a los esclerocios que produce y cuando se reporté como
una enfermedad desconocida del maiz (Fuentes et al., 1961).

En un periodo corto de tiempo también se estudiaron por primera vez los compuestos que
produce y se encontré una mezcla de festuclavina 68 %, dihidroelimoclavina 15%, chanoclavina 11%,
elimoclavina 1.5%, piroclavina 1.5%, agoclavina 3%. Los dos primeros alcaloides constituyen los
compuestos mayoritarios y para el caso del cornezuelo del maiz no se detectd la presencia de acido
lisérgico (Agurell y Ramstad, 1965).

Los alcaloides detectados se obtuvieron a partir de esclerocios colectados en campo, pero
también se analizaron esclerocios obtenidos de plantas bajo condiciones de invernadero en donde los
alcaloides analizados tuvieron la misma naturaleza en su composicion. Con relacién a la
concentracion, los esclerocios obtenidos de infeccidn natural contienen un poco mas de festuclavina
y solo trazas de piroclavina. Este fue el primer reporte en que se aisl6 dihidroelimoclavina de una
fuente natural (Agurell et al., 1963).

Produccion de alcaloides tipo ergot por C. gigantea
Al elucidar los pasos la ruta biosintética (Figura 2) de los alcaloides ergot (Florea et al.,

2017;), se observa el complejo de alcaloides que varia en estructura del alcaloide triciclico de la
clavina, chanoclavina I, a compuestos con el sistema de anillo de ergolina tetra ciclico. Los ergot
alcaloides son comunmente categorizados en cuatro subclases: clavinas, &cido lisegico, amidas acido
lisérgico simple y ergopeptinas.

La biosintesis de ergot alcaloides inicia con la formacion de 4- (y,y)- dimetilaliltriptofano
(DMAT) de dimetilalil difosfasto (DMAPP) y -triptopfano, catalizado por la enzima, DMAT sintasa,
la cual es codificada por el gen dmaW. La siguiente etapa biosintética es catalizada por DMAT M-
metiltransferasa codificada por easF y pasos subsecuentes por una catalasa codificada por easC, y
chanoclavina | sintasa, una flavina- dependiente oxidoredutasa codificada por easE (=ccsA).
Chanoclavina | es la clavina mas simple que se sabe, es un producto final de la ruta, en algunos
hongos como Epichloé elymiE56 dmaW, easF, easC y easE, ya que solo s6lo existen cuatro genes
funcionales de biosintesis de alcaloides ergot. Los aislamientos fungosos que producen chanoclavina
| pueden también producir el metabolito recientemente descubierto Ilamado ergotriptamina (Keller,
2006).

La secuenciacién del genoma de numerosos productores de ergot alcaloides, ha revelado

gue los genes para las cuatro etapas de produccién de chanoclavina | estan presentes y fisicamente
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vinculados en un grupo (el grupo EAS), pero la mayoria de estos hongos tienen muchos genes
adicionales en su grupo de EAS, para la elaboracion especifica de alcaloides ergot mas complejos
(Florea et al., 2017).

Los siguientes tres pasos cataliticos que conducen de la chanoclavina | al alcaloide de
clavina tetriclico, agroclavina, se llevan a cabo en secuencia por la chanoclavina | deshidrogenasa
codificada por easD, una oxidoreductasa flavino-dependiente codificada por easA y una reductasa
codificada por easG. Las variaciones en los pasos EasA y EasG determinan diferencias en los
productos generados. La reduccion (saturacion) del enlace C8-C9 es requerido para permitir la
rotacion alrededor del enlace, posicionando el aldehido C7 para condensar con N6 para formar un ién
amonio (Robinson y Panaccione, 2015).

La subsecuente reduccion del enlace N6-C7 es catalizado por EasG. En aquellas cepas de
C. purpurea, especies de Balansi, especies de Epichloé y especies de Periglandula que producen
agroclavina y sus derivados, EasA cataliza la reoxidacion de C8-C9 después de la rotacion. En
contraste las cepas de C. africana, C. gigantea y Neosartorya fumigata, producen festuclavina, el
cual ha saturado el enlace C8-C9, porque sus enzimas EasA reducen, pero no reoxidan ese enlace
(Florea et al., 2017;).
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Figura 2. Rutas biosintéticas de alcaloides ergot con énfasis en Clavicipitacea. El color negro indica
precursores, azules primeros pasos, verde pasos intermedios, purpura pasos tardios en Trichomaceae

y rojo Clavicipitacea (Florea et al., 2017).
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Anélisis de alcaloides

El estudio de los ergot alcaloides tiene especial interés por las propiedades farmacéuticas que
se pueden desarrollar. En el caso de C. gigantea, se aislaron festuclavina 65%, D-dihidrolisergol- (1)
15%, chanoclavina 7%, y piroclavina 3%, donde se encontro ligera variacion con respecto a la
concentracion en comparacion con el reporte anterior.

Las investigaciones realizadas sobre los ergot alcaloides han llevado al desarrollo de un
instrumental, que proporciona la habilidad de separar y medir individualmente los compuestos del
ergot y sus isdbmeros, a su vez es posible monitorear y regular la contaminacion de alimentos
elaborados a base de cereales (Crews, 2015). Sin embargo, en un experimento en Uteros de ratas para
avaluar la actividad oxitocica de la festuclavina y el dihidrolysergol- (I), tomando como estandar la
ergometrina. La actividad de los compuestos evaluados fue extremadamente baja en comparacion
con el estandar por lo que no se les considerd eficientes (Agurell y Ramstad, 1965).

Una vez que un procedimiento se ha desarrollado, su desempefio se caracteriza por la
repetitividad entre laboratorios, por lo que actualmente hay una creciente demanda por métodos de
prueba rapidos y que puedan ser aplicados en campo o en la linea de produccién.

Los primeros analisis fueron en granos contaminados por esclerocios de especies de Claviceps
y se baso en el conteo fisico de esclerocios en muestras de granos (Flieger et al., 1997). Mientras que,
los métodos analiticos actuales pueden detectar niveles dafiinos de ergot alcaloides en lotes

individuales de granos de granos o harina (Flieger et al., 1997, Crews, 2015).

Cromatografia en capa fina (CCF)

Las cromatografias iniciales se llevaban a cabo usando papel cromatografico. Sin embargo,
esto se sustituyd con el uso de métodos de CCF basados en silica gel o alimina apoyado en placas de
vidrio (Crews, 2013). La CCF es un método utilizado con frecuencia para anélisis cualitativos de
alcaloides, asi como aislamiento de sustancias individuales de mezclas multicomponentes.
Igualmente, es posible analizar varias muestras al mismo tiempo en una sola placa, reduciendo el
tiempo de analisis y el volumen de solventes por muestra (Petruczynik, 2012).

Los ergot alcaloides se pueden determinar a partir de extractos de esclerocios o cultivos
fungosos (Crews, 2013), pastos, granos y alimentos con la fase normal de CCF. Los ergot alcaloides
que tienen doble enlace en el C-9 y C-10 y los del tipo clavina, pueden ser detectados con por

fluorescencia bajo luz ultravioleta (UV), las manchas localizadas con luz UV, pueden ser eluidas de
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la placa de CCF y determinadas usando el reactivo de van Urk o vainillina/70% acido sulfarico. El

reactivo de van Urk es comunmente utilizado para asperjar la placa de CCF (Scott, 2007).

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Llamada asi por sus siglas en ingles HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
Durante los altimos afios, el desarrollo del formato de las columnas cromatogréaficas y las fases
estacionarias, y la organizacion especializada de los componentes de HPLC ha sido notable. Esto
debido a la versatilidad de la técnica, el amplio espectro de aplicaciones y sobre todo, la capacidad
de cuantificacion de trazas (ppb) en muestras de compuestos naturales, incluidos los alcaloides tipo
ergot (Crews, 2013). Existen variantes de esta técnica para el eficiente analisis de alcaloides tipo ergot
como la cromatografia de liquidos en fase reversa (Petruczynik, 2012).

Cromatografia de liquidos en fase reversa

Esta variante consiste en la reduccion de las interacciones de intercambio i6nico entre analitos
basicos y silanoles de superficie residual. Hay diferentes métodos para conseguir la reduccion de las
interacciones idnicas como son: usar una fase maévil a pH bajo (supresion de la ionizacion de silanoles);
utilizando una fase movil a pH alto (supresion de la ionizacién de alcaloides); adicion de reactivo de
emparejamiento de iones al movil fase (formacién de pares de iones no polares, no cargados con
analito); adicion de bases relativamente fuertes al eluyente desempefiando el papel de bloqueadores y /
o alcaloides de silanolsupresores de ionizacion; seleccionando una fase estacionaria (Petruczynik,
2012). Los ergot alcaloides, se han considerado metabolitos secundarios fungicos con importantes
actividades toxicologicas y farmacoldgicas, se analizaron con éxito en una fase estacionaria C18 con
un gradiente de 20-70 % acetonitrilo (MeCn) en agua (Scott, 2007; Um et al., 2007).

Electroforesis capilar

En la actualidad, dentro de los métodos mas sensibles usados para determinar alcaloides ergot,
esta la electroforesis capilar, que es eficiente para determinar la presencia de acido lisérgico, iso-
acido lisérgico y 4cido paspélico, este método es compatible con “TOF” por sus siglas en inglés Mass
spectrometric Time of Flight. Las detecciones realizadas con ésta técnica son 0.1 mg L%, cuando las

detecciones se realizan con UV son 0.5 mg L (Crews, 2015).
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Caracteristicas evolutivas de C. gigantea

La interaccion del paréasito con su hospedante a lo largo de los afios explica en cierta forma la
evolucion paralela de éstos. Sin embargo, la estrategia evolutiva de Claviceps se da con la generacion
conidios en microciclos ya que, la mayoria de las especies de este género, forman conidios
secundarios en tubos germinativos emergiendo de macroconidios (microciclos), ya sea en gotas de
mielecilla o cuando son sembrados en medio de cultivo (Pazoutova, 2008). EI microciclo se termina
en su mayoria en el transcurso de 24 h después de la siembra. Los macroconidios de la mayoria de
las especies comienzan el crecimiento de la colonia en 5 dias después de la conidiacion secundaria.

La formacidn de conidios secundarios es una prueba de la viabilidad macroconidial. En este
caso, C. gigantea es excepcional ya que sus macroconidios mueren después de completar el
microciclo y el crecimiento de las colonias solamente se logra cuando los explantes del esclerocio

joven estan cubiertos de tejido color violeta (Pazoutova, 2002).
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CAPITULO I. DISTRIBUCION GEOGRAFICA, CARACTERISTICAS CULTURALES Y
ALCALOIDES DE Sphaacelia sp: C. gigantea
1.1 RESUMEN
La enfermedad conocida cominmente como “diente de caballo, ergot o cornezuelo” debe su
nombre a la estructura de reposo producida (esclerocio), que toma el lugar de la semilla y deforma al
grano de tal manera que se observa un espoldn, fue reportada por primera vez en el municipio de
Amecameca, Estado de México ubicado en el eje neovolcanico de México, en el municipio de Toluca
y en la Sierra Tarasca, Michoacdn. Los esclerocios de C. gigantea producen una variedad de
alcaloides incluyendo festuclavina, D-dihidrolisergol- (1), chanoclavina, y piroclavina. Las especies
del género Claviceps en general producen alcaloides que inducen problemas de toxicidad en animales.
Por lo que, se planteé como objetivos de la presente investigacion determinar la actual ubicacion
geogréfica de C. gigantea en Valles Altos de México, determinar las diferencias morfoldgicas entre
aislados colectados y la concentracion de alcaloides presentes en esclerocios de esas zonas
geograficas y la propuesta de un método de inoculacion artificial para seleccién de materiales
resistentes. Para lo cual se realizaron rutas de monitoreo para la bisqueda de material sospechoso de
C. gigantea en cuatro estados de la Republica Mexicana, Se elaboraron cultivos monosporicos de
aislados asociados a Sphacelia en medios de cultivo selectivos para promover el crecimiento de
aislados asociados a Sphacelia sp. Se amplificaron diferentes genes para caracterizar molecularmente
las colonias. Se analiz6 la morfometria y caracteristicas culturales de Sphacelia sp. Se realiz6 una
prueba de patogenicidad para determinar el mejor método de inoculacion. Se realiz6 un andlisis
cualitativo de los alcaloides presentes en los esclerocios de C. gigantea por cromatografia en capa
fina y cuantitativo por cromatografia de liquidos de alta resolucion. El hongo C. gigantea incremento
su incidencia al encontrase en zonas donde no estaba reportado como Hidalgo y Puebla. El
fitopatdgeno C. gigantea produce ergoalcaloides del tipo dihidroergopeptina y dihidroergosina. La
cantidad de alcaloides encontrados en esclerocios de C. gigantea fue diferente en tiempo y espacio.
Palabras clave: Distribucion- diente de caballo, medio selectivo- Sphacelia sp., morfologia-

Sphacelia sp., alcaloides- C. gigantea.
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1.2 ABSTRACT
The disease commonly known as "horsetooth, ergot or ergot” owes its name to the resting structure
produced (sclerotium), which takes the place of the seed and deforms the grain in such a way that a
spur is observed, was reported by first time in the municipality of Amecameca, Estado de México
located in the neo-volcanic axis of Mexico, Valley of Toluca and the state of Michoacén. Sclerotia of
C. gigantea produce a variety of alkaloids including festuclavine, D-dihydrolysergol, pyroclavine and
chanoclavine. Claviceps species generally produce alkaloids that induce toxicity problems in animals.
Therefore, the objectives of the present investigation were to determine the current geographical
location of C. gigantea in Valles Altos de México, to determine the morphological differences
between isolates collected and the concentration of alkaloids present in sclerotia of those geographical
zones and the proposal of an artificial inoculation method for selection of resistant materials. To this
end, monitoring routes were carried out to search for suspect material of C. gigantea in four states of
the Mexican Republic. Monosporic cultures of isolates associated with Sphacelia sp. were prepared
in selective culture media to promote the growth of isolates associated with Sphacelia sp. Different
genes were amplified to molecularly characterize the colonies. The morphometry and cultural
characteristics of Sphacelia sp. A pathogenicity test was conducted to determine the best inoculation
method. A qualitative analysis of the alkaloids present in the sclerotia of C. gigantea was carried out
by thin layer chromatography and quantitative by high performance liquid chromatography. The C.
gigantea fungus increased its incidence because it was found in areas where Hidalgo and Puebla were
not reported. The phytopathogen C. gigantea produces ergoalcaloids of the dihydroergopeptin and
dihydroergosine type. The quantity of alkaloids found in sclerotia of C. gigantea was different in time

and space.

Key words: Distribution- horsetooth, culture media- Sphacelia sp, morphology- Sphacelia sp,
alkaloids- C. gigantea
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1.3 INTRODUCCION

La enfermedad conocida comunmente como “diente de caballo, ergot o cornezuelo” debe su nombre
a la estructura de reposo producida (esclerocio), que toma el lugar de la semilla y deforma al grano de
tal manera que se observa un espoldn (Agrios, 2005). Esta enfermedad del maiz fue reportada por
primera vez en el municipio de Amecameca, Estado de México (Fuentes et al., 1964); ubicado en el eje
neovolcanico de México a una altitud de 2440 m. Posee un clima templado- semifrio y subhumedo con
[luvias en verano y otofio, con temperatura minima de -8°C y promedio anual de 14.1 ° C (Conagua,
2017). Asi como, en el municipio de Toluca: localizado en la zona central del oeste del estado, en las
faldas del Nevado de Toluca o Xinantécatl a una altitud de 2600 m (Municipios, 2017), con clima
templado subhdmedo con lluvias en verano, temperatura minima de -5°C y promedio anual de 20 °C
(CONAGUA, 2017).

De igual forma, fue encontrado en la Sierra Tarasca, Michoacén, la cual, forma parte del sistema
volcanico transversal, principal sistema montafioso del estado, también llamada Meseta Tarasca, con
2000 a 3000 m de altura (Motte-Florac, 2008). EI clima de esta region es muy variado debido a la
marcada topografia, considerando las zonas mas altas un clima semifrio, el mas himedo de los
subhimedos con verano largo y fresco, con hasta 1500 mm de precipitacion total anual y temperatura
minima de 5° C (Trujillo, 1971).

Sin embargo, México posee diversidad de relieves debido a que es uno de los paises con mayores
caracteristicas y variedades topogréaficas que influyen directamente en las condiciones climéticas, tipos
de suelo y vegetacion. En el ambiente montafioso, las condiciones climaticas varian de acuerdo con la
altitud, la posicion geografica de las montafias y la orientacion de sus vertientes, que en general son
zonas humedas con zonas de alta precipitacion (Lugo-Hubp, 1990).

Considerando la variedad de las condiciones climaticas en el pais y que en esas zonas se
encuentra el hospedante de C. gigantea, es cuestion de tiempo para que el patbgeno migre, ya sea por
ayuda del viento, insectos o el hombre a esas nuevas areas geogréaficas y se presente la enfermedad.
Una planta se enferma cuando es atacada por un patdgeno o afectada por un agente abiético, en este
momento interactan la planta y el patégeno. Una vez que estos componentes entran en contacto
necesitan que las condiciones ambientales tengan un rango adecuado para que se desarrolle la
enfermedad. Asi, se completa el triangulo de la presencia de la enfermedad y si algin componente no
se presenta, esta no se desarrolla (Agrios, 2005).

Los miembros del género Claviceps, son parasitos especializados de pastos, ciperaceas y
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gramineas, que afectan especificamente la inflorescencia femenina, ya que los érganos reproductivos
del hospedante son remplazados por un esclerocio (Fuentes et al., 1964.). En México, C. gigantea es
una especie que se especializa en parasitar a los miembros de género Zea. Este hongo desarrolla dos
estados reproductivos al estado conidiogénico se le conoce como Sphacelia sp. que produce filamentos
0 micelio que invade el ovario de la planta y se forma una masa fungosa de color blanco llamada
esfacelium. Una vez establecida la infeccion inicia, la produccion de macro y microcondios, que pueden
sobrevivir durante varios meses (Pazoutova, et al., 2003). A esto le sigue la formacion de esclerocios,
estructuras que permiten que el hongo sobreviva durante el intervalo entre la cosecha y el proximo
periodo de floracion. A partir de ésta estructura se formaran estipites que en su interior contienen ascas
y ascosporas filiformes (Pazoutova, et al., 2004).

Los esclerocios de C. gigantea, producen una variedad de alcaloides incluyendo festuclavina,
D-dihidrolisergol- (1), chanoclavina, y piroclavina (Agurell y Ramstad, 1965). Las especies del género
Claviceps en general producen alcaloides que inducen problemas de toxicidad en animales (Naude et
al., 2005).

Las pérdidas econdmicas en el cultivo de maiz ocasionadas por este hongo son severas, tanto
por la disminucién total de la calidad del grano, como por la contaminacion de ergot alcaloides
(Warham et al. 1999). Por tal motivo, se plante6 como objetivo de la presente investigacion determinar:
la ubicacion geogréafica actual de C. gigantea en Valles Altos de México, las diferencias morfologicas
entre aislados colectados y la concentracién de alcaloides presentes en esclerocios de esas zonas

geogréficas.
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1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Monitoreo
Con base en reportes de distribucion de C. gigantea donde se restringe la presencia del patdégeno
a localidades en el Estado de México, (Fuc¢ikovsky y Moreno, 1971), se decidi6 buscar la presencia del
hongo en lugares con condiciones climaticas similares a las reportadas. Se realizaron monitoreos (Cuadro
1.1) en municipios del estado de México, Puebla, Hidalgo y Veracruz, en temporadas de cosecha de 2011
—2016.

Cuadro 1. 1. Rutas de monitoreo para la busqueda de material sospechoso de C. gigantea en cuatro
estados de la Republica Mexicana.

Estado Municipio

México Tlajomulco, Villa Victoria, Calimaya, Almoloya, Tenango, Amanalco,
Tenancingo, Toluca.

Puebla San Nicolas de los Ranchos, Calpan, Santiago Xalinxintla, Amozoc,
Acajete, Tepulco, Acatzingo, Chalchicomula de Sesma, Aljojuca,

Soltepec, El Seco, Mazapiltepec y Zacatlan.

Hidalgo San Pedro Tlachichilco, Acaxochitlan, Tulancingo, Real de Monte.

Veracruz Soledad Atzompa

1.4.2 Toma de muestra

En varias parcelas de maiz muestreadas, se encontraron mazorcas con signos de esclerocios. Las
muestras sospechosas se colocaron en bolsas de papel. Estas se llevaron al laboratorio de Patégenos del
Suelo del Colegio de Postgraduados para ser procesadas.

En el Laboratorio, se realizo un sub-muestreo seccionando esclerocios en trocitos de 1 cm?, los
cuales se desinfestaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 1.3 % por 5 min. posteriormente se
enjugaron 2 min. en 95% EtOH, se lavaron dos veces con agua destilada esteril y finalmente se

colocaron en camara humeda para promover el crecimiento micelial (Pazoutova, 2001) y en medio de
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cultivo semi-selectivo. Para su crecimiento, se probaron diferentes medios de cultivo (Cuadro 1.2).

Cuadro 1. 2. Medios de cultivo utilizados para promover el crecimiento de aislados asociados a
Sphacelia sp. (Warham, 1999; Pazoutova 2001; Pazoutova et al. 2004; Muthusubramanian et

al.,2006).

Medio de cultivo

Componentes g/L

AG

CS2

EG
Suplementado con

cloranfenicol

EGA

Em GA

Agar

Agua destilada
Sucrosa

Acido citrico
(NH4)2- SO4
CaClL»
KH2PO4
MgSO4 .7H20
KCL
FeSO4.7H20
Zn SO4.7H20
Agua destilada

Extracto de levadura
Glucosa

Agua destilada

Extracto de levadura
Glucosa

Agar

Agua destilada

Extracto de Endospermo de maiz

Glucosa
Agar
Agua destilada

15 ¢
1000 mL
100 ¢
16.8¢9

10 ¢

11 ¢
0.25¢
0.25¢
0.12g
0.02¢g
0.015g
1000 mL

10 ¢
10 ¢
1000 mL

10 ¢
10 ¢
15 g
1000 mL

200 ¢
10 ¢
15 ¢
1000 mL
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EMA

HA

PDA (pH 5.2)

T2 Agar
(pH 5.2 100 pg/mL de

ampicilina)

Tl
(pH 5.2, 100 pg/mL de

ampicilina)

Extracto de malta
Agar
Agua destilada

Harina de maiz
Agar
Agua destilada

Papa
Dextrosa
Agar

Acido lactico

Agua destilada

Sucrosa

L- asparagina
Extracto de levadura
KH2PO4

MgSOs . 7H20
FeSOs . 7H0

Zn SO4. 7TH20
Ca(NOs)2. 4 H0
Agar

Agua destilada

L- asparagina
Sucrosa

L-cisteina  HCL
Extracto de levadura
Ca(NO0s)2. 4 H20

20 ¢
20 ¢
1000 mL

20 ¢
8.75¢
1000 mL

2009

12 ¢

15 g
1mL

1000 mL

100 g

10 ¢

d g
0.25¢g
0.25¢
0.02g
0.015¢
0.12g

209

1000 mL

10 ¢
100 ¢
01 g
01 g

19
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KH2PO4 0.25¢g

MgSOs . 7H20 0.03¢g
Zn SO4. 7H20 0.02¢g
Agua destilada 1000 mL

1.4.3 Elaboracion de cultivos monosporicos de aislados asociados a Sphacelia sp.

Con el crecimiento obtenido en las camaras himedas y medios de cultivo PDA, T1y T2, se
hizo una suspension de conidios para realizar cultivos monosporicos. Utilizando medio T2-agar
(Cuadro 2) para purificar las colonias. Durante el procedimiento se observaron diferentes tipos de
conidios, y se seleccionaron los que correspondieron a la descripcion morfoldgica de Sphacelia sp.
(Barnet y Hunter, 2006; Pazoutova et al. 2004 Muthusubramanian et al. 2006) se evalud, velocidad

de crecimiento, abundancia de micelio y velocidad para producir conidios.

1.4.4. Caracterizacion molecular

Este procedimiento fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la academia de
ciencias de la Republica Checa. Los cultivos monospéricos puros con de 20 dias después de la
siembra en medio de cultivo T2 —agar, se utilizaron para la extraccion del ADN total de cultivos
monosparicos con el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN®). Se amplificaron las regiones de los
genes Btubulina; T1 (5’AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT 3°)/ T22 (5 TCT GGA TGT TGT
TGT GAA TCC 3’°) (O'Donnell and Cigelnik, 1997), RPB2 fRPB2- 5f (5GAY GAY MGW GAT
CAY TTY GG 3°)/ fRPB2-7cR(5’CCC ATR GCT TGY TTR CCC AT 3°), ITS; ITS1F (5°CTT GGT
CAT TTA GAG GAA GTAA 3’) (Gardens y Bruns, 1993)/ NL4 (5’GGA TTC TCA CCC TCT ATG
AC 3°) (O’Donell, 1993). Los acidos nucleicos se enviaron a MACROGEN (Corea), para su
secuenciacion. Con la informacidn obtenida, se analizaron las secuencias para buscar coincidencias
entre las muestras colectadas en las diferentes zonas geograficas en los 4 estados de la Republica

Mexicana.
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1.4.5 Prueba de patogenicidad

1.4.5.1 Manejo y Mantenimiento de aislamientos

Las colonias asociadas a Sphacelia sp. se sembraron en medio de cultivo agua- agar y se
mantuvieron a 24 ° C en oscuridad durante cuatro meses. Previo a la inoculacion en plantas de maiz,
se realizaron preparaciones temporales que se observo al microscopio a 40X para observar la

formacion de estructuras de reproduccion.

1.4.5.2 Preparacion de inoculo

El in6culo se prepar6 a partir de una muestra proveniente del municipio de Toluca. El micelio
de una caja Petri con medio de cultivo T2- agar se raspo con ayuda de una espatula y se preparé una
suspension de conidios en agua destilada estéril con sacarosa 10% a una concentracion de 1x10° y
1x10 conidios mL -1 (Cuadro 3).

Seleccidn de plantas de maiz

La suspension de conidios preparada se trasladé a la parcela experimental en Toluca Estado
de México, (19° 43°00°N, 99°52°00""W). Para ser inoculadas en plantas de maiz del hibrido
BG1384W de Biogen® en etapa de floracion temprana (Figura 1.1) via inyeccién 2 mL o aspersion
con 2 mL de la suspension previamente preparada. La distribucion de los tratamientos se realizo
completamente al azar dentro de tres repeticiones integradas por cuatro surcos con 16 plantas por
surco (Cuadro 1.3).

Una vez inyectada o asperjada la suspension, se retiré la hoja del jilote inoculado con el
proposito de marcar aquellos jilotes expuestos a la suspension de conidios.
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Cuadro 1. 3. Tratamientos de inoculacién en plantas de maiz con suspension conidial de colonias

asociadas a Sphacelia sp.

Indculo Método Concentracion Tratamiento
conidios mL -1
Inyeccion 1x10° T1
Conidios de 1x107 T2
Sphacelia sp.

Aspersion 1x10° T3

1x107 T4

Testigo Inyeccion Agua destilada T5
Aspersion estéril

1.4.5.3 Evaluacion de tratamientos

Figura 1. 1. Inoculacion de plantas de maiz a los 92 dias de siembra, con suspension conidial de
crecimientos fangicos asociados a Sphacelia sp.

La evaluacion de infeccion de las plantas inoculadas se realizé al momento de la cosecha de

forma visual buscando la presencia o ausencia de esclerocios. Con la informacion recabada se realizd
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un andlisis estadistico en parcelas divididas, con el programa estadistico SAS (1999). El experimento

se realizo en dos ciclos de cultivo diferentes 2016 y 2017.

1.4.5.4 Reaislamiento y analisis morfoldgico

El material analizado visualmente en campo se llevo al laboratorio para corroborar su
identidad con la elaboracion de cultivos monospéricos y asi cumplir con el procedimiento establecido
en los postulados de Koch.

1.4.6 Extraccion de alcaloides de muestras de esclerocios colectadas de diferentes zonas geogréaficas

1.4.6.1 Extraccién de alcaloides para analisis cualitativo

El procedimiento para la extraccion de alcaloides fue el propuesto por Colin Crews (2001) y
Wallwey y Li (2011). Para el que se utilizaron las muestras de esclerocios triturados y micelio las
cuales de cubrieron con acetato de etilo y se agitaron durante 4 h a 25°C. La fase organica se separo
por filtracion, y para eliminar el exceso de humedad se agregé sulfato de sodio. Porteriormente se
evaporard hasta sequedad con ayuda del rotavapor. Para el anélisis de alcaloides en el extracto se
disolvio el residuo de la extraccion en 10 ml de acetato de etilo. Se extracto dos veces con 1 volumen
de 0.01 M de acido clorhidrico. Se colocd la muestra en un embudo de separacién y se agregd 1
volumen de 0.01 M de &cido clorhidrico para recuperar la fase inferior (Este paso se realizé dos veces
para recuperar la mayor cantidad del compuesto). Se ajusto la fase acuosa un pH=9 con hidréxido de

amonio y se evaporo a sequedad.

1.4.6.1.1 Cromatografia en capa fina
La muestra se colocd de manera puntual en una cromatoplaca, para la fase movil la solucion de
alcohol metilico: cloroformo: hidroxido de amonio; en una proporcion de 80:20:0.2 respectivamente.
Como revelador se utilizo el reactivo de Van Urk (para- dimetylaminobenzaldehido 80 mg, HCL al
25% 4mly FeSO45ul.
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1.4.6.2 Extraccién de alcaloides analisis cuantitativo

Este procedimiento fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la academia de
ciencias de la Republica Checa. Se procesaron 44 muestras con una repeticion provenientes de
diferentes puntos de colecta y dos muestras comerciales de productos elaborados a base de maiz.

Los reactivos utilizados para procesar las muestras fueron; metanol y acido trifluoroacético
(TFA) (Francia). Diclorometano y solucién de hidréxido de amonio (25% g.r.) Lach-Ner (Neratovice,
Czech Republic). Se utilizaron cinco estandares, incluyendo DH-elymoclavine, chanoclavine,

pyroclavine, festuclavine, and DH-ergosine Alfarma s.r.o. (Cernosice, Czech Republic).

1.4.6.2.1 Obtencion de la fraccion alcaloidea

Los esclerocios de C. gigantea se molieron hasta obtener un polvo fino. Durante 3 horas 0.2
g se extracto con 1 ml de diclorometano que contenia 25 pl de hidroxido de amonio concentrado.
Antes del analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién, el extracto bruto se centrifug6 a

11000 gravedades y se inyectaron 50 ul al cromatégrafo.

1.4.6.2.2Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon HPLC

El sistema HPLC Alianza (Waters, Milford, MA), consiste en un modulo de separaciones
e2695 y detectro PDA 2998 (rango 220 to 600 nm). Los datos fueron procesados con el programa
Empower 3. El agua fue filtrada a través del filtro 0.220m (Millipore, UK) y des gasificada por 10
minutos en un bafio ultrasonico antes de su uso.

Se utilizé una columna C18 (250mmx4.6mm, Phenomenex) con una columna de guardia
utilizada para los andlisis. La fase mavil consistio en agua (A) y metanol (B), ambos con 1 % de TFA.
El gradiente de elusion inicio a 30 % B (0 minutos), incrementandose linealmente hasta 100 % B con
30 min. Cada analisis fue seguido por una columna de lavado (100 % B, 15 min.) y un paso de
equilibracion durante 9 min, resultando un analisis total de cincuenta y cuatro minutos. La tase de

flujo se mantuvo en 1.0 ml min™2.

1.4.6.2.3 Calibracion

Las soluciones estandar de festuclavina se prepararon en metanol a una concentracion final
de 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500, and 1000 pg.ml™* (10ul inyectados por triplicado). Los graficos de
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calibracion se construyeron trazando las areas de los picos integrados de los compuestos individuales
frente a la concentracion.

Las graficas de calibracidn se construyeron trazando las areas de los picos integrados de los
compuestos individuales frente a la concentracién. Se calculd la ecuacion de regresion lineal (y =
8766,1x + 67788) y se determino el coeficiente r2 = 0.9998.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1 Monitoreo

Las zonas monitoreadas en el Estado de México presentaron al fitopatdgeno en todas las
localidades visitadas y en el caso de Puebla en 2 localidades de 18 visitadas y en Hidalgo 2 de las 5
localidades visitadas (Cuadro 1. 4). Fuentes et al. (1963) reportaron por primera vez C. gigantea en
el Valle de Toluca, Estado de México y en la regién Tarasca de Michoacan, posteriormente se reporto
en 20 municipios del Estado de México (Fucikovsky y Moreno. 1971). Actualmente siete municipios
colindantes a los ya reportados en el Estado de México presentan la enfermedad (Figura 1. 2),
mientras que las localidades en el estado de Puebla e Hidalgo son nuevos reportes de la presencia del
patdgeno en maices comerciales y nativos.

Ademas, fue notable la diferencia de incidencia del hongo ya que, los porcentajes mas alto se
encontraron en municipios del Estado de México con hasta el 32 % de incidencia de C. gigantea/ ha.
(Cuadro 1. 4.) adiferencia de las zonas muestreadas en Puebla e Hidalgo que presentaron incidencias
por debajo del 15 %/ ha.

Cuadro 1. 4. Distribucién actual e incidencia de C. gigantea en cuatro estados de la Republica
Mexicana en materiales nativos y comerciales.

Estado Municipio Coordenadas Fecha de Incidencia
colecta (%)/ ha.
México  El Rosedal. 19°24'27.3" 99°43'06.3" 2012 21
Atlajomulco 19°24'40.7" 99°43'06.5" 2013 19
19°24'15.2" 99°43'10.2" 2014 25.8
Villa Victoria 19°25'48.4" 100°00'21.2" 2011 5
19°25'48.4" 100°00'21.2" 2012 10.5
19°25'58.8" 100°00'17.2" 2013 9
19°26'04.8" 100°00'24.8" 2014 28
Calimaya 19°19°58" 99°%61"14" 2013 38
19°19°58" 99°%61"14" 2014 27
19°19°58" 99°61"14" 2015 22
19°19°58" 99°61"14" 2016 12
Amanalco 19°15'03.0" 100°01'36.8" 2012 7.1
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Puebla

Hidalgo

Almoloya

Tenango

El Cerrillo,
Tenancingo

Guadalupe Victoria

Joquicingo

Ayotla

Ayehualulco

Acaxochitlan
San Pedro
Tlachichilco
Cerro Colorado,
Atotonilco el

Grande

19°15'03.0"
19°25'08.8"
19°25'08.8"N
19°06'55.1"
19°06'55.1"
19°24'54.3"

19°18'06.6"

19°03'20"

19°55' 58.68"
19°55' 58.68"
19°55' 58.68"
19°56'57.23"

20°08'34.2"
20°09' 40"

20° 24' 29.88"

100°01'36.8"

99°45'22.2"
99°45'22.2"
99°33'54.8 "
99°33'54.8 "
99°41'43.9"

99°40'22.2"

99°32'48"

98°0'33.55"
98°0'33.55"
98°0'33.55"
97°57'47.23"

98°11'14.3"
98°15'47.001"

-98° 42' 20.16"

2013
2012
2013
2014
2015
2015

2012

2014

2013
2014
2015
2014

2015

4.2
5.6
4.9
35
37
3.8

10.2

7.3

10
12
10
12

15
14

9.7
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Hidalgo

Estado de México

Puebla

wyotla

#Ayehualuleo

Tlajomulco &

Almolo
VillaVictoria 3
To&lca
Amanalco
Calimaya
Tenango &
Estado de México Tmcingg e

Puebla

Figura 1. 2. Recoleccidn de esclerocios de C. gigantea (tomadas en campos sembrados con maiz, en

México). Puntos de colecta marcado en rojo.
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1.5.2 Caracterizacion Morfologica

1.5.2.1 Micobiota de esclerocios de C. gigantea

Se obtuvo un total de 120 aislados de hongos a parir de tejido esclerético sembrado en medio
de cultivo PDA y T2-agar. Ademas de las colonias identificadas como Sphacelia sp. (Ascomycota:
Hypocreales) se detectaron otros hongos dos de ellos con alta actividad micoparasita como es el caso
de Clonostachys rosea (Ascomycota: Hypocreales) y Trichoderma harzianum (Ascomycota:
Hypocreales) que pueden degradar a los esclerocios hasta 80 % debido a su accion parasitica sobre
estos (Ondrej et al. 2010). Otro hongo detectado fue Geosmithia sp. (Ascomycota: Hypocreales), este
hongo filamentoso es cominmente asociado a coledpteros barrenadores y algunas especies son
fitopatogenas (Kolatik et al., 2011).

La frecuencia de aislamiento fue distinta dependiendo del lugar de procedencia de las
muestras (Figura 1.3), la frecuencia mas alta de hongos micoparasitos se obtuvo de muestras

provenientes del estado de Puebla.

140 muestras analizadas

Frecuencia (%)

I

Estado de Mexico Puebla

B Clonostachys rosea B Trichoderma harzianum B Geosmithia sp.

Figura 1. 3. Hongos aislados de esclerocios de C. gigantea provenientes de diferentes zonas
geograficas, colectados de 2012- 2015 en maices comerciales y nativos.
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1.5.2.2 Morfometria y caracteristicas culturales de Sphacelia sp.

Las caracteristicas morfoldgicas que presentaron las colonias obtenidas de tejido esclerético
fueron: conididforos hialinos simples crecen en palisada compacta (Figura 1. 4. A) (Barnet y Hunter,
2006). Se encontraron microconidios ovoides, hialinos, sin septos, sus dimensiones fueron de 4 — 6 x
2.5-3 um (Figura 1. 4. B). Asi como macroconidios (Figura 1. 4. C) elipticos, con forma de uso, no
septados, hialinos y sus dimensiones fueron de 8-27 x 4-5.5 um, caracteristicas que coinciden con las
mencionadas por Fuentes et al. (1964) y Pazoutova (2001).

La colonia en medio de cultivo T2- agar y medio liquido T2, tuvo un crecimiento estromatico
compacto no esporulado, de color crema a beige (Figura 1. 5. A-B). En medio solido se observan
esporodoquios agrupados (Figura 1. 5. D), con ligeras pigmentaciones café en el agar. El micelio
mostré una velocidad de crecimiento tipica para el género de 1-1.5 cm de didmetro a 20 dds, 25°C +
2. Muthusubramanian et al. (2006). En el medio de cultivo se produce un liquido similar a una
mielecilla (Figura 1.5. C), (Barnet y Hunter, 2006). La velocidad de crecimiento se vio afectada con
las sub cultivacién (2 afios) disminuyendo el tamafio de la colonia 0.5- .08 cm 20 dds, las

caracteristicas concuerdan con las reportadas por Pazoutova et al. (2004).

36



Figura 1. 4. Morfometria de Sphacelia sp. A. Crecimiento en palizada de conidioforos simples.

B. Microconidios. C. Macroconidios. Observaciones realizadas a 40 X.
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Figura 1. 5. Caracteristicas culturales de Sphacelia sp. (C. gigantea, teleomorfo). A. crecimiento
micelial en medio de cultivo papa-dextrosa 20 dias después de la siembra (dds). B crecimiento
micelial en medio de T2- agar (Pazoutova et al., 2004), 20 dds. C. micro-colonias de Spahcelia sp.
con produccion de mielecilla en medio de cultivo T2- agar 2 dds. D. Colonia fungosa de Spahcelia
sp. formacion de esporodoquios en medio de cultivo T2- agar 20 dds. acercamiento a 10 X.
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1.5.3 Caracterizacion molecular

El ADN proveniente de los cultivos monosporicos obtenidos de las muestras procedentes de
Estado de México, Puebla e Hidalgo. Amplificaron fragmentos de las regiones Internal Transcribed
Spacer (ITS) 1, 5.8S rRNA, NL4 y parte de la subunidad grande del ribosoma (LSU), con los que el
andlisis BLASTnN de la region secuenciada mostré un 99 % de similitud con el aislamiento CCC:336
de C. gigantea de maiz de México con numero de accesion LT216554, (Pazoutova, 2001.). Asi como
98 % de similitud con gen B tubulina exones 3 y 4 de la secuencia con numero de accesion
AY960841.1 (Tooley et al., 2006).

Con base en la combinacion de caracteristicas morfoldgicas y analisis de secuencias de las

regiones amplificadas, todas las muestras colectadas fueron asociadas a C. gigantea.

1.5 4 Postulados de Koch

Es necesario desarrollar métodos de inoculacion artificiales para generar epidemias
controladas y de este modo identificar fuentes de resistencia (Bandyopadhyay et al., 1998). Con este
fin se realizo la inoculacién del hibrido comercial de maiz, donde los signos de C. gigantea fueron
visibles desde el dia 40 después de la inoculacién. Sin embargo, se cosecho al dia 60 cuando los
esclerocios estaban completamente formados (Figural. 6y 1. 7).

El metodo de inoculacion por inyeccion fue eficiente para producir infeccién en mazorcas de
maiz (Cuadro 1. 5). Con respecto al método de inoculacion por aspersion, se obtuvo una cantidad
minima de mazorcas infectadas por lo que estadisticamente tuvo un comportamiento similar al del
testigo inoculado con agua destilada estéril (Cuadro 1. 5).

La alta concentracion de macroconidios en el in6culo de mayor severidad ya que estos son los
que causan la dispersién de la enfermedad de manera natural (Pazoutova et al., 2004).). Sin embargo,
para seleccionar posibles fuentes de resistencia, es necesario que la infeccion artificial generada
permita evaluar el material sin causar una infeccion total (Musabyimana, et al., 1995).

El método de inoculacion por inyeccién produjo infeccidn en todas las plantas inoculadas, por
lo que, aun se debe continuar con la busqueda de la concentracién de inoculo adecuado para evaluar

materiales resistentes.
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Cuadro 1. 5. Porcentaje de plantas infectadas con C. gigantea generadas con inoculacién artificial del
estado asexual (Sphacelia sp.) en los ciclos de cultivo 2016 y 2017, en Toluca Estado de México.

Tratamiento Media
Evaluacion Evaluacion
2016% 20177

T1: Inyeccion 76.630 ° 78.629 B
1x10%/mL

T2: Aspercion 90.3732 96.40 A
1x107/mL

T3: Inyeccion 3.420C 6.510 C
1x10%/mL

T4: Aspercion 7.5100C 4420 C
1x107/mL

T5: Testigo 0.000 C 0.000 C

inoculado con

agua destilada

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
&DMS (5%): 9.4936  'DMS (5%): 9.65
&CV: 8.1449 cv: 8.16
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Figura 1. 6. Mazorcas cosechadas,60 dias después de la inoculacion en un hibrido comercial, Toluca,

Estado de México ciclo de cultivo 2017. A. Mazorcas del testigo inoculado con agua destilada estéril.

B. Mazorcas con signos de C. gigantea del tratamiento de aspersion.
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Figura 1. 7.Mazorcas cosechadas con signos de C. gigantea ,60 dias después de la inoculacién en un
hibrido comercial, Toluca, Estado de México ciclo de cultivo 2017. A. Mazorcas inoculadas con
inyeccion a 1x10° conidios/ ml. B. Mazorcas inoculadas con inyeccion a 1x107 conidios/ ml.
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1.5.5 Analisis cualitativo de ergot alcaloides

Los extractos analizados obtenidos de los esclerocios triturados mostraron seis bandas que
presumiblemente representan un compuesto de tipo alcaloide con Rfs de 0.05, 0.125, 0.33, 0.38, 0.68
y 0.81 (Figura 1. 8 A-B), relacionado con la polaridad del compuesto (Agurell, 1963). Las bandas
fueron evidentes después del revelado con el reactivo de van Urk’s y luz ultravioleta (Figura 1. 8 A-
B).

Los esclerocios de C. gigantea producen una mezcla de alcaloides donde los componentes se
encuentran en diferentes proporciones como, festuclavina 65 %, D-dihydrolysergol- (I) 15 %,
chanoclavina 7 %, pyroclavina 3 % (Agurell, 1965). Las bandas observadas se asociaron a estos

compuestos (Naudé et al., 2005).

Figura 1. 8. Cromatoplacas de silica gel. A expuesta a luz UV. B. asperjada con el reactivo de Van
Urk.
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1.5.6 Analisis cuantitativo Andlisis cuantitativo

La concentracion de alcaloides se analizé en el polvo de esclerocios por cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC). Los compuestos que se detectaron estuvieron relacionados con los
derivados de ergolina (Figura 1. 9), que incluyen una serie de metabolitos como dh- elymoclavina,
chanoclavina, pyroclavina y el alcaloide considerado como derivado peptidico como dh- ergosina
(Figura 9) Tambien se encontro otro alcaloide desconocido en relacién con los estandares utilizados.
Ademas, se encontraron compuestos ergosteroles en altas concentraciones. Pero no se detecto la

presencia del &cido lisérgico.

Los esclerocios de C. gigantea producen una mezcla de alcaloides donde los componentes se
encuentran en diferentes proporciones como, festuclavina 65 %, D-dihydrolysergol- (1) 15 %,
chanoclavina 7 %, pyroclavina 3 % (Agurell 1965). No obstante, en las muestras utilizadas de C.
gigantea se encontraron proporciones diferentes, como Chanoclavina | que fue la mas abundante,
siendo este compuesto, el primer intermediario que se acumula en productores de alcaloides tipo
ergot, y en algunos casos en concentraciones relativamente altas. En el caso de C. gigantea y C.
africana, este compuesto se oxida en Chanoclavina | aldehido, seguido de una reduccién y como
producto final festuclavina (dihidroergot) (Robinson y Panaccione 2015).

Piroclavina es un estereoisomero de festuclavina que se considera un producto menor (Agurell
1965). Sin embargo, en las dietas elaboradas, este alcaloide estuvo en mayor proporcion. La
formacion de este compuesto pudo estar influenciada por el proceso de peletizacion, aunque las
micotoxinas pertenecen a diferentes grupos de compuestos regularmente son termoestables y no
volatiles (White et al. 2003). Existen estudios que demuestran que los alcaloides producidos por
especies del genero Claviceps no solo sobreviven el proceso de formacion de pastas para alimento,

sino también el proceso de horneado (Shelby, 2006).

Aun cuando los principales alcaloides en el género Claviceps son festuclavina vy
dihidrolisergomidas (Pazoutova 2001), dos miembros de la familia Clavicipatecea (C. africana y C.
gigantea) producen el alcaloide dihidroergot via la rama de festuclavina, que sigue una via lineal sin
generar mucha diversidad. C gigantea termina su ruta en dihidrolisergol, la primera oxidacion

producto de festuclavina. Mientras que C. africana completa la oxidacion de festuclavina a partir de
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acido dihidrolisergico e incorpora acido dihidrolisegico exclusivamente dentro de dihidroergopeptina
y dihidroergosina (Robinson y Panaccione 2015).
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Figura 1. 9. Cromatograma de HPLC de extracto crudo de esclerocios (UV 228 nm). Alcaloides
obtenidos con diclorometano y amonio colectados en Calimaya, Estado de México.

La concentracion total de alcaloides fue diferente fue diferente con respecto al afio de colecta
y lugar de procedencia (Figura 1. 10 y 1. 11). Se han reportado diferentes rutas biosintéticas de
alcaloides ergot que se encuentran en la naturaleza, pudiendo asociarse al resultado de mutaciones

naturales, o a una completa falta de genes relevantes, lo que define que se sintetice 0 no un compuesto
(Tudzynski et al., 2001).

Los alcaloides son compuestos quimicos que tienen propiedades farmacoldgicas a
concentraciones bajas (Ibarra- Estrada et al., 2011). Aun cuando los alcaloides ergot son metabolitos
fungosos que tienen una larga historia en las micotoxinas, aunque sus efectos en el sistema nerviosos
central son deletéreos también tienen una larga aplicacion biotecnoldgica, con multiples aplicaciones
en terapia humana (Tudzynski et al., 2001) para el caso especifico de los producidos por C. gigantea
no existe informacion de su uso en farmacologia o en otro tipo de industria. Por lo tanto, se consumen
de manera accidental en productos elaborados a base de maiz contaminado o son ingeridos por el
ganado alimentado con este tipo de maiz.
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La muestra de producto comercial hecho a base de maiz amarillo y azul, presento un alto

contenido de alcaloides (Figura 1. 12), lo que evidencia la falta de regulacion para la comercializacion

de maiz contaminado.

Contenido de alcaloides en pg/g

532014 542034 4_2014 14 2014

Muestra/ afio de colecta

Figura 1. 10. Contenido total de alcaloides en esclerocios de C. gigantea provenientes de Tenango,
Estado de Meéxico y Acaxochitlan, Hidalgo, México.

Contenido de alcaloides en pg/g
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Figura 1. 11. Contenido total de alcaloides en esclerocios de C. gigantea provenientes de
Ayehualulco, Puebla, México (muestra 5, 15 y 10) y Acaxochitlan, Hidalgo, México (muestra 20, 2

y 12).
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Figura 1. 12. Contenido total de alcaloides en 100 g de muestra de producto comercial elaborado a
base de tortilla de maiz azul y amarillo.

1.6 CONCLUSIONES

El hongo C. gigantea se encontr6 en zonas donde no estaba reportado como Hidalgo y Puebla.

El fitopatdgeno C. gigantea produce ergoalcaloides del tipo dihidroergopeptina y dihidroergosina.

La cantidad de alcaloides encontrados en esclerocios de C. gigantea es diferente en tiempo y espacio.
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CAPITULO II. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Claviceps gigantea EN CONEJOS NUEVA

ZELANDA

2.1 RESUMEN
El hongo Claviceps gigantea infecta inflorescencias femeninas de maiz y sintetiza una mezcla de
alcaloides, principalmente dihydrolysergamides. Existen antecedentes limitados del dafio de estos
compuestos en mamiferos, a pesar de haber en siembras comerciales de maiz incidencia del 90 % de
esclerocios del hongo. Se decidid llevar a cabo una investigacion para determinar la actividad
bioldgica de compuestos presentes en esclerocios de C. gigantea en gazapos machos de 38 dias. Por
esto, se extrajeron metabolitos secundarios y aminoécidos de esclerocios C. gigantea, para
analizarlos utilizando cromatografia en capa fina. Eslerocios colectados en campo, se molieron y se
analizaron bromatoldgicamente. Se elaboraron dietas experimentales con cuatro tratamientos,
agregando polvo de los esclerocios en sustitucion de harina de alfalfa de manera progresiva [C.
gigantea: harina de alfalfa (0:100, 5:95, 15:85 y 25:75)], en las que se analiz6 el contenido total de
alcaloides por cromatografia de liquidos de alta resolucién. Se utilizaron gazapos machos, que se
distribuyeron completamente al azar con cuatro repeticiones. Se registré el peso inicial de cada uno
de ellos y se les ofrecio la dieta experimental. En esta investigacion, se evalud peso vivo, consumo
alimenticio y conversién alimenticia de cada conejo. Se tomaron muestras de sangre para elaborar
hemogramas y finalmente, se les practicé la eutanasia. EI consumo de C. gigantea tiene un efecto
negativo, en relacion con el peso corporal y disminucion del consumo de alimento. Las necropsias

revelaron anomalias proporcionales al consumo de alimento contaminado con esclerocios.

Palabras clave: ergot alcaloides-maiz, nutrientes-ergot, clavinas-efecto, conejos- diente de caballo.
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2.2 ABSTRACT
The Ascomycete fungus Claviceps gigantea infects female maize inflorescence and synthetizes
several alkaloids, mostly dihydrolysergamides. There is limited information on the damage these
toxics cause in mammals, despite reports from infested areas with 90% presence of the fungal
sclerotia. With this background, it was decided to determine the biological activity of chemical
compounds present in sclerotia of C. gigantea in 38 days old male rabbits. To this end, secondary
metabolites and amino acids were extracted from C. gigantea sclerotia to be analysed by thin layer
chromatography. The sclerotia were collected in fields with high incidence of the disease, ground to
powder and analysed bromatologically. Experimental diets were prepared with 4 treatments, where
sclerotial powder was added substituting alfalfa flour in increasing proportions [C. gigantea: alfalfa
flour (0:100, 5:95, 15:85, and 25:75%)]. Total alkaloid content was analysed by high resolution liquid
chromatography. Male juvenile rabbits were utilized and distributed in completely randomized
design with four replications. Initial weight was recorded in each animal and experimental diet was
offered. In this study, body weights, feed consumption, and feed conversion were evaluated in
individual animals. Blood samples were taken for haemograms, and finally euthanasia was practiced.
The consumption of C. gigantea has a negative effect on body weight. The necropsies showed

anomalies proportional to the consumption of feed contaminated with the fungus.

Key words: ergot-maize, ergot-nutrients, clavines, ergot- juvenile rabbits.
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2.3 INTRODUCCION

Los hongos fitopatdgenos del genero Claviceps parasitan plantas de la familia Poacea,
Ciperacea y Juncacea, remplazando el ovario de flores femeninas con un esclerocio. El problema
principal no es una pérdida severa en la cantidad de semilla, sino la mala calidad de grano debido al
contenido de alcaloides en los esclerocios (Kren y Ladiskav 2006). Especies del género Claviceps
producen compuestos alcaloideos como acido d- lisérgico, ergopeptinas y clavinas, que pueden
inducir problemas de salud en animales (Naudé et al. 2005).

Especificamente C. gigantea metaboliza una mezcla de alcaloides de tipo clavinas que causa
problemas en el sistema nervioso central muscular, hemorragias en el endocardio y pulmones de
mamiferos (Yui y Takeo 1958). En la agricultura, los alcaloides del cornezuelo tienen efecto
antiherbivoro y pueden manifestar efecto toxico en animales (Panaccione et al. 2006).

En pollos en crecimiento, existe una disminucién de su peso al incorporar esclerocios en su
dieta (Marquez y Avila, 1973), ulceras estomacales y lesiones hemorragicas en el higado, coloracion
amarilla intensa en piel y palidez en patas y pico, asi como malformacion en alas (Fuéikovsky et al.
1967).

En ratones blancos, al ser alimentados con esclerocios de C. gigantea rechazaron el consumo
del alimento y posteriormente su progenie nacié muerta (Fucikovsky y Moreno 1968). En conejos
blancos alimentados con esclerocios, al ser sacrificados, se observd hemorragias internas
(Fucikovsky y Moreno 1968). Sin embargo, los alcaloides del tipo dihidroergolina, presentes en
esclerocios de C. gigantea no han sido estudiados con respecto al efecto toxico en humanos
(Pazoutova 2002).

En Toluca, Estado de México, se presentd una incidencia del 90% en maiz hibrido causado
por C. gigantea (Moreno-Manzano et al. 2016). EI maiz que se produce en esa zona, es
comercializado para consumo humano y animal, sin ningun tipo de regulacion con respecto al limite
maximo de esclerocios permitido en la cosecha, lo cual representa un riesgo para la salud. Debido a
la alta incidencia, el objetivo principal de este estudio fue examinar el efecto de incrementar
porciones de ergot, con una concentracion definida de alcaloides en conejos en iniciacién, sobre su

salud y usarlo como un modelo de referencia para comportamiento en mamiferos.
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2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Sitio de recoleccion de muestras
Durante los ciclos de produccion primavera-otofio 2012-2014, se realizaron colectas de
esclerocios dirigidas en parcelas con cultivo comercial de maiz en el Estado de México. En el sitio
de muestreo, se tomaron las coordenadas del lugar con ayuda de un GPS (Garmin, EE. UU).

2.4.2 Deteccion de alcaloides en esclerocios de C. gigantea

Se determind la presencia de metabolitos secundarios en esclerocios de C. gigantea, antes y
despues de ser incorporados en las dietas experimentales. Se utilizaron muestras de esclerocios
triturados y pulverizados con un molino de martillo y pasados por una tamiz de 2 mm. (Milley Will,
EE. UU).

El extracto de la fraccion alcaloidea, se obtuvo cubriendo esclerocios triturados con acetato
de etilo durante 4 h en agitacion. Se separ0 la fase organica por filtracion, se secé sobre sulfato de
sodio y se evaporé a sequedad con ayuda de un rotavapor. Para analizar los alcaloides presentes en
el extracto el residuo obtenido se disolvio en 10 mL de acetato de etilo, se extrajo dos veces con un
volumen de 0.01 M de acido clorhidrico y se ajust6 la fase acuosa a pH 9 con hidréxido de amonio,
se extrajo dos veces la fase acuosa con diclorometano y se evapord a sequedad. De esa forma, se
purificd y detectaron los alcaloides del tipo clavina (Wallwey y Shu-Ming 2012).

El extracto alcaloideo se utiliz6 para su deteccion por cromatografia en capa fina (CCF). La
muestra se coloc6 de forma puntual, con ayuda de un tubo capilar, sobre una placa de silice 60, F2ss
(Sigma-Aldrich), donde se aplicaron aproximadamente 15-20 pL del extracto. Para la fase movil se
utiliz6 una mezcla de solventes polares [metanol: cloroformo: hidroxido de amonio (J.T. Baker,
EE:UU)] en una proporcion de 80: 20 : 0.02.

La cromatoplaca completa se asperj6 con 3 ml con el reactivo de van Urk’s (0.2 g 4-
dimetillaminobenzaldehido) (Sigma Aldrich, EE.UU), se disolvidé en 100 ml de acido clorhidrico
(Sigma, Mexico) 25 % y 5uL de FeSO4 (Fermont) 10 %. Posteriormente, la placa se visualiz6 con
luz negra a una longitud de onda de 365 nm, con una lampara con luz ultavioleta UVP (UVLMS-
38). Una vez corroborada la presencia y abundancia de los alcaloides se procedi a elaborar las dietas

experimentales (Sauvant et al., 2004; Adamo y Costanza 2013).
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2.4.3 Elaboracién de dietas experimentales para conejo

Los esclerocios triturados se trabajaron en el Laboratorio de Nutricion Animal del postgrado
en Ganaderia, del Colegio de Postgraduados, donde se determiné proteina, extracto etéreo, cenizas,
fibra detergente cruda, fibra detergente &cida, fibra detergente neutra y lignina, de acuerdo con los
protocolos de A.O.A.C. (1995) de muestras por triplicado.

Adicionalmente, se envié una muestra de esclerocios molidos a Evonik Industries AG Analitical
Lab, EE. UU (certificado por la 1ISO 9001), para obtener un aminograma y calcular las dietas

experimentales (Adamo y Costanza 2013) (Cuadro 2. 1).

En la dieta calculada para alimentar a los conejos, el analisis bromatoldgico de los esclerocios
molidos reveld valores similares a los de alfalfa en materia seca y mayor contenido de fibra,
diferencias que se balancearon al elaborar las dietas experimentales. El polvo de esclerocios de C.
gigantea usado proporciona la cantidad de fibra necesaria para cumplir los requerimientos
alimenticios de estos animales. La alfalfa representdé 25.31 % del total de los componentes,
seleccionado para ser sustituido en diferentes porcentajes por esclerocios molidos [C. gigantea:
harina de alfalfa (0:100, 5:95, 15:85 y 25:75)]. De acuerdo con esta proporcion, se formulé una dieta

testigo que no contenia esclerocios molidos, en su composicion nutricional (Sauvant et al., 2004).
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Cuadro 2. 1. Composicién de las dietas experimentales para conejo de engorda con diferentes
cantidades de polvo de C. gigantea.

Tratamientos

Ingrediente % 0%/100" 58/951 15%/851  25%/751
Esclerocios 0.00 5.31 15.31 25. 31
Maiz amarillo 6.00 6.00 6.00 6.00
Cascarilla de soya 10.53 10.53 10.53 10.53
Alfalfa
deshidratada(17PC) 25.317 20.00 10.00 0.00
Salvado de trigo 38.27 38.27 38.27 38.27
Melaza 5.00 5.00 5.00 5.00
Canola (36PC) 5.86 5.86 5.86 5.86
Pasta de soya (48PC) 6.00 6.00 6.00 6.00
Aceite crudo 0.50 0.50 0.50 0.50
FM Conejo engorda 2.00 2.000 2.000 2.000
CaCOs (38%) 0.44 0.44 0.44 0.44
Fosfato (18/21)

100 100 100 100
Anadlisis calculado
EM (kcalkg) 2800 2800 2800 2800
Proteina cruda (%) 16.5 16.54 16.62 16.71
Fibra bruta(%) 14 14 14 14
Calcio (%) 0.9 0.9 0.9 0.9
Fasforo disponible(%) 0.66 0.66 0.66 0.66
Lisina (%) 0.87 0.89 0.95 0.99
Metionina+cisteina(%) 0.64 0.64 0.63 0.63
Triptofano (%) 0.27 0.27 0.27 0.27
Treonina (%) 0.67 0.69 0.74 0.79

18 %= fosforo y 21 %= calcio, 38 %= calcio. $ Porcentaje de C. gigantea: "Porcentaje del ingrediente en el alimento.
Composicién nutricional de esclerocios molidos de C. gigantea. Porcentajes dados en base seca. Materia seca; 94.02
%, extracto etéreo; 15.48 %, fibra cruda; 38.77 %, lignina 17.37 %. Composicion nutricional de alfalfa en base seca,

materia seca; 93 %, extracto etéreo; 3 %, fibra cruda; 24 %, lignina 7.8 %. Fuente: Cuca et al. (2009).
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2.4.4 Produccion de pellets

Los ingredientes de la dieta se mezclaron y fue necesario incorporar un aglutinante en cada
tratamiento, (4 g kg* de alimento y 3 L de agua por cada 40 kg de alimento). Posteriormente, con
una mezcladora industrial (Eureka® EE. UU), se obtuvo una mezcla homogénea. Cada dieta
experimental se introdujo a una maquina peletizadora (California Pellet Mill ® EE. UU), a 75 rpm
que elabora las pildoras con presion mecanica. Las pildoras recuperadas se secaron a temperatura

ambiente para finalmente ser almacenados.

2.4.5 Andlisis de alcaloides en dieta experimental con esclerocios de C. gigantea

Para la cuantificacion de alcaloides se utilizaron 200 mg de polvo fino de esclerocios de las
muestras empleadas en la elaboracion de las dietas. La extraccién se realizd con 1 mL de
diclorometano (Neratovice, Czech Republic) y 25 uL de hidroxido de amonio. Para el andlisis con
cromatografia de liquidos de alta definicion (por sus siglas en ingles HPLC: High performance liquid
chromatography), el extracto crudo se centrifug6 a 10000 g y se inyectd 50 ul en el cromatografo
(Flieger et al. 1993). Para la cuantificacion de los alcaloides, se utilizaron cinco estandares DH-
elymoclavina, chanoclavina, pyroclavina, festuclavina, y DH-ergosina obtenidos de Alfarma s.r.o.
(Cernosice, Czech Republic), con los que se realizaron curvas de calibracion de cada compuesto. Las

lecturas se hicieron en una absorbancia de 288 nm.

2.4.6 Disefo experimental y procedimientos

Declaracion ética. El experimento se desarroll6 bajo las especificaciones de la Norma Oficial
Mexicana, NOM-062-Z00-1999 por la que se establecen las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Se utilizé un total de 40 gazapos machos
Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus) de 38 dias postdestete, con un peso inicial homogéneo. Estos
se distribuyeron completamente al azar en cuatro tratamientos, con 10 conejos por tratamiento y un
conejo como unidad experimental. Los conejos se mantuvieron en jaulas individuales de acero
galvanizado provistas de bebederos automaticos.

El alimento se ofrecio a libre acceso para un periodo inicial de adaptacion alimentandolos
durante seis dias con la dieta antes elaborada mezclada con alimento comercial. Posteriormente, se
alimentaron con las dietas experimentales [Dieta experimental: Dieta comercial (25:75, 50:50, 75:25
y 0:100)]. EI consumo de alimento se obtuvo diariamente resultado de la diferencia del peso de

alimento ofrecido y del rechazado.
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Se registro el peso inicial de cada conejo y se realizé el pesaje cada 7 dias. Durante el
experimento se calculd el peso vivo semanal durante un periodo de 28 dias. La conversion alimenticia
se obtuvo del consumo de alimento y la ganancia de peso.

Los gazapos se medicaron con Enrofloxacina al 10 % para manejo de enfermedades
respiratorias (Maver) y Trisulfa (Oeffler) para prevenciéon de coccidiosis. Los medicamentos se

suministraron en el agua.

2.4.7 Parametros clinicos considerados por el consumo de C. gigantea

Para el analisis de quimica clinica, se colectaron muestras de sangre tomadas del corazon de
cada conejo en tubos vacutainer con EDTA-K>. Con la finalidad de analizar los componentes de la
sangre se evaluaron: hematocrito, hemoglobina, eritrocitos, reticulocitos, plagquetas, leucocitos,
neutréfilos, metamielocitos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y basofilos. Posteriormente, a los
conejos se les practico la eutanasia. Las muestras se enviaron el mismo dia en refrigeracion al

Laboratorio de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

2.4.8 Salud animal y comportamiento
El comportamiento de los conejos se monitoreo de manera visual tres veces al dia,
registrandose actividades como movimiento, frecuencia de problemas estomacales y respiratorios,

consumo de agua y cecotrofia.

2.4.9 Andlisis estadistico
La informacion colectada, se analizd con un disefio experimental completamente al azar,

haciendo un analisis de varianza con el procedimiento MIXED, mediante el programa estadistico
SAS versidn 9.1 (SAS Institute Inc, 2003). EI modelo estadistico para cada variable fue:

Yij= p + Ti+Ej

Donde;

Yij= valor de la variable respuesta correspondiente al i- ésimo tratamiento, en la j-ésima repeticion;
u= media general;

Ti= efecto del i esimo tratamiento donde i=1,2,3,4;

Eij = error experimental del i- ésimo tratamiento y la j-ésima repeticion.
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2.5 RESULTADOS
2.5.1 Sitio de recoleccion de muestras
La mayor incidencia de C. gigantea se detectd en los Municipios de Calimaya (19°19"58”N,
99°61°1470), Villa Victoria (19°25'48.4", 100°00'21.2", Tenancingo (19°24'54.3", 99°41'43.9") y
Tlajomulco (19°24'27.3", 99°43'06.3"), localizados en el Estado de México, México.

2.5.2 Deteccion por cromatografia en capa fina

Los extractos analizados obtenidos de los esclerocios triturados mostraron seis bandas que
presumiblemente representan un compuesto de tipo alcaloide con Rfs de 0.05, 0.125, 0.33, 0.38,
0.68 y 0.81, relacionado con la polaridad del compuesto. Las bandas fueron evidentes después del

revelado con el reactivo de van Urk’s y luz ultravioleta.

2.5.3 Cuantificacion de alcaloides por HPLC en dietas experimentales para conejo

La concentracion de alcaloides se analizo en el polvo de esclerocios utilizando cromatografia
liquida de alta resolucion

(HPLC). Los compuestos que se detectaron estuvieron relacionados con los derivados de
ergolina (Cuadro 2.2), que incluyen una serie de metabolitos como dh-elymoclavina, chanoclavina,
pyroclavina y el alcaloide considerado como derivado peptidico como dh- ergosina (Figura 2.1).
También se encontré otro alcaloide desconocido en relacion con los estandares utilizados. Ademas,
se encontraron compuestos ergosteroles en altas concentraciones. Sin embargo, no se detectd la

presencia del &cido lisérgico.
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Figura 2. 1. Esclerocios y Cromatograma de Claviceps gigantea colectados en Calimaya Estado de
México. A. Signos tipicos del anamorfo de C. gigantea. B- C. Cromatograma de HPLC de extracto
crudo de esclerocios (UV 228 nm) C. Alcaloides obtenidos con diclorometano y amonio.

Cuadro 2. 2. Concentracion de alcaloides en la dieta experimental. Porcentaje total de alcaloides por

tratamiento con porciones incrementadas de ergot.

Grupo Ergot®
Testigo Esclerocio: Alfalfa
0%100" 58957 158857 258751
Alcaloides
DH-Elymoclavina - 1.6325  4.8975 8.1625 0.0326
5
Chanoclavina - 3.0580 9.1725 15.287 0.0611
5 5
Desconocido - 1.3280 3.9840 6.6400 0.0265
6
Pyroclavina - 149.889 44.9670 74.945 0.0299
0 0 7
DH-Ergosina - 0.5000  0.1500 0.2500 0.0010
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Total de alcaloides - 155.957 63171 105.28 0.4211
5 5 4

§ Contenido de alcaloides de C. gigantea (mg g1).

T Concentracién de alfalfa en la dieta experimental.

Durante las cuatro semanas posteriores al periodo de adaptacion al consumo de alimento, la
cantidad de alcaloides ingerida por los conejos fue variable y se cuantific6 semanalmente con base al
consumo de alimento (Figura 2.2), a partir de la segunda semana, debido a que la primera fue el
periodo de adaptacion. El incremento o disminucidn en la concentracidn de los compuestos alcaloides

a través del tiempo estuvo directamente relacionado con la cantidad de dieta experimental ingerida.
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Figura 2. 2. Concentracion de alcaloides ingeridos por conejos en un periodo de 4 semanas. a. DH-
Elymoclavine b. Chanoclavine c. Pyroclavine d. Unknown alkaloid e. DH- Ergosine. Barra de error

indica error estandar de la media.
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2.5.4 Manejo de conejos

En el tratamiento testigo hubo un incremento en el peso (Figura 2. 3 A), que evidencio que el
crecimiento no se afectd por la dieta experimental proporcionada, el consumo de alimento e indican
que la conversion alimenticia en los conejos (Figura 2. 3 A, B y C) fue estable y creciente con el

tiempo. Estos animales tuvieron un desarrollo normal y su crecimiento fue superior al resto.

Alimento ingerido por conejos durante 1 a 4 semanas

A Peso corporal de conejos | a 4 semanas

o
"_.11
S
o)
5
S

Peso (g)

Consumo (g)

Semanas

Semanas

N Testigo #® 5 % esclerocios 15 % esclerocios 25 % esclerocios

Conversion alimenticia 1- 4 semanas

Cosumo de alimento/ganancia de peso

Semanas

Figura 2. 3. Variables evaluadas por cuatro semanas en conejos de 1 a 4 semanas a alimentados con
dietas experimentales que contienen dosis incrementadas de esclerocios de C. gigantea, colectado en
el estado de México. A: ganancia de peso B: consumo alimenticio, C: conversion alimenticia.
Diferencias significativas con DMS (p> 0.05).

Los conejos alimentados con 5 y 15 % de contenido de esclerocios, no presentaron efecto
negativo (p<0.05) en ganancia de peso, comparado con los demés tratamientos. Los animales que
ingirieron dieta de 5 % de esclerocios consumieron méas alimento, en comparacion con los conejos
del tratamiento con 15 % de esclerocios, pero la ganancia de peso fue similar. Durante la segunda y
tercera semana la conversion alimenticia, fue variable para el tratamiento de 15 % de esclerocios,
indicando que estos conejos toleraron un mayor consumo de esclerocios.

Con relacion al consumo de alimento, los conejos del tratamiento testigo comparados con los

gue consumieron el tratamiento de 25 % de esclerocios, mostraron diferencia significativa (p<0.05).
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En peso corporal, se registrd una ganancia promedio < 50 g (Figura 3) en todos los conejos del

tratamiento con 25 % de esclerocios, en lo que también se observé un rechazo al alimento.

2.5.5. Parametros clinicos

Hemogramas. Los componentes de la sangre evaluados no indicaron diferencias significativas
(p<0.05) entre ningunos de los cuatro tratamientos. Sin embargo, se observo la presencia de
fibrindgeno (proteina elaborada por el higado para detener sangrado) en los conejos de los
tratamientos con 5 %, 15% y 25% de esclerocios.

Necrdpsia. Los conejos que consumieron dietas experimentales con algun porcentaje de
esclerocios presentaron degeneracion hidrépica, hepatocelular y nefritis intertical en rifion.
Los animales del tratamiento con 15% de esclerocios, manifestaron intestino grueso con enteritis
necrotica, necrosis hepatocelular y degeneracion tubular multifocal, acompafiada de necrosis ligera
multifocal en rifidon. En conejos que consumieron el tratamiento con 25% de esclerocios, el 20 % de
ellos presentaron la cavidad toracica con coagulos que ocuparon 25 % del espacio toracico. Los
conejos que consumieron los tratamientos con 5 %, 15% y 25% de esclerocios, los hallazgos
macroscopicos y microscopicos encontrados fueron similares, pero con mayor grado de severidad, a

medida que hubo un incremento en la concentracidn de esclerocios en las dietas.

2.5.6 Salud animal y comportamiento

Durante el desarrollo del experimento, el comportamiento de los conejos del tratamiento
testigo se utilizé como referencia para evaluar el comportamiento de los conejos con los tratamientos
con esclerocios. Los conejos del tratamiento testigo se mostraron, alertas, activos con blsqueda de
alimento y desarrollo del mecanismo de cecotrofia por las mafianas.

Los conejos del tratamiento 5 % y 15% de esclerocios, en su mayoria manifestaron
enfermedades de vias respiratorias a pesar de recibir medicacidn preventiva para este fin, asi como
diarreas frecuentes que causo la muerte a 10 % de los conejos y a 10 % mas que murieron por
enfermedades en vias respiratorias. La eutanasia realizada al final de la semana 5 de seguimiento, el
20 % de los conejos mostré neumonia. En cuanto a la cecotrofia, de los conejos del tratamiento con
5 % fue matutina en contraste con los conejos que consumieron 15% y 25% de esclerocios, donde
fue poco frecuente este comportamiento.

Los conejos del tratamiento con 15% de esclerocios, se observaron decaidos, dormidos en

horario no habitual y con anorexia, después de consumir alimento se acercaban de inmediato al
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bebedero de agua. ElI consumo de agua fue mas frecuente en comparacién con los conejos del
tratamiento testigo. Algo similar ocurrio con los conejos del tratamiento con 25% de esclerocios, que

después de conservar las pildoras bebian agua en abundancia.

2.6 DISCUSION

2.6.1 Sitio de recoleccion de muestras

Las especies del genero Claviceps producen ascosporas, como resultado de un evolucionado
mecanismo para sobrevivir en diversos héabitats (White, 2003). Sin embargo, C. gigantea es un
fitopatdgeno con un nicho ecoldgico restringido a zonas geograficas con condiciones ambientales
especificas, con bajas temperaturas y alta humedad relativa (Ulltrup, 1973), que concuerdan con las
condiciones que prevalecen en los sitios de muestreo donde se encontro alta incidencia del patégeno,
ya que tienen clima templado subhimedo con lluvias en verano. La temperatura promedio es 12° C
-14 ° C, con heladas de noviembre a enero y precipitacion anual de 800 a 900 mm. (Loera et al.
2016).

2.6.2 Cuantificacion de alcaloides por HPLC en dietas experimentales para conejo

Los esclerocios de C. gigantea producen una mezcla de alcaloides donde los componentes se
encuentran en diferentes proporciones como, festuclavina 65 %, D-dihydrolysergol- (I) 15 %,
chanoclavina 7 %, pyroclavina 3 % (Agurell, 1965). No obstante, en las muestras utilizadas de C.
gigantea se encontraron proporciones diferentes, como Chanoclavina I que fue la mas abundante,
que es, el primer intermediario que se acumula en productores de alcaloides tipo ergot y, en algunos
casos, en concentraciones relativamente altas. En el caso de C. gigantea y C. africana, este
compuesto se oxida en Chanoclavina I aldehido, seguido de una reduccién y como producto final
festuclavina (dihidroergot) (Robinson y Panaccione 2015). Piroclavina es un estereoisomero de
festuclavina que se considera un producto menor (Agurell, 1965). Sin embargo, en las dietas
elaboradas, este alcaloide estuvo en mayor proporcion. La formacion de este compuesto pudo estar
influenciada por el proceso de peletizacion, aunque las micotoxinas pertenecen a diferentes grupos
de compuestos regularmente son termoestables y no volatiles (White et al., 2003). Existen estudios
que demuestran que los alcaloides producidos por especies del genero Claviceps no solo sobreviven

el proceso de formacion de pastas para alimento, sino también el proceso de horneado (Shelby, 2006).
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En la dieta experimental también se encontraron trazas del alcaloide DH- ergosina, compuesto
que unicamente se habia encontrado en aislamientos de Claviceps purpurea (Mai y Li, 2013).

Aun cuando Los principales alcaloides producidos en el género Claviceps son festuclavina y
dihidrolisergomidas (Pazoutova, 2002), dos miembros de la familia Clavicipatecea (C. africana y C.
gigantea) producen el alcaloide dihidroergot via la rama de festuclavina, que sigue una via lineal sin
generar mucha diversidad. C gigantea termina su ruta en dihidrolisergol, la primera oxidacion
producto de festuclavina, mientras C. africana completa la oxidacion de festuclavina a partir de acido
dihidrolisergico e incorpora &cido dihidrolisegico exclusivamente dentro de dihidroergopeptina y
dihidroergosina (Robinson y Panaccione, 2015).

2.6.3 Manejo de conejos

Las micotoxinas se caracterizan por su efecto toxico que puede ser agudo en caso de ingerir
una dosis alta, pero que a dosis bajas y prolongadas ocasiona una toxicidad crénica. Los esclerocios
contienen metabolitos toxicos que también pueden llegar a causar esa condicion cronica, hasta ahora,
se conocen mas de 40 alcaloides diferentes en el género Claviceps (White et al., 2003). La
enfermedad provocada por el consumo de alcaloides es conocida como ergotismo (Kren y Ladiskav,
2006).

Los alcaloides del tipo clavinas como los producidos por C. gigantea, reducen el apetito de
conejos al consumirlos (Canty et al., 2014), lo que ocurre en consumo de altas cantidades, ya que en
esta investigacion la dieta con 5 % de esclerocios, que represent6 una dosis baja, el consumo de los
esclerocios fue tolerado. Ademaés de que los conejos alimentados tuvieron ganancia de peso, mientras
que los conejos con la dosis mas alta (25 % de esclerocios) hubo rechazo del alimento, lo que conlleva
a una conversién alimenticia anormal. De manera similar, conejos alimentados con pasto infectado
con C. purpurea, también especie productora de alcaloides, rechazaron el alimento, a diferencia de

los que fueron alimentados con dieta sin alcaloides (Panaccione et al., 2006).
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2.6.4 Parametros clinicos considerados por el consumé de C. gigantea

Para tener un diagndstico mas certero con respeto a una afeccion patologica, es importante
considerar parametros sanguineos (Verde y Gémez, 1997). Sin embargo, los datos obtenidos del
andlisis quimico de la sangre no indicaron diferencias marcadas, por lo que se deben buscar
alternativas para detectar niveles de toxicidad en conejos.
Las observaciones macroscopicas de los érganos dafiados fueron mas eficientes, ya que fue posible
observa dafios en higado y rifion ocasionados por el consumo de C. gigantea. Una situacion similar
ocurrié en conejos que tras una dieta con alcaloides producidos por Claviceps purpurea los
individuos mostraron una degeneracién hepatocelular (Korn et al., 2014).

2.6.5 Salud animal y comportamiento

En el periodo de adaptacion a la dieta experimental hubo 7.5 % de decesos de conejos que se
consideran dentro del rango aceptable de mortandad en una engorda cotidiana (Palma y Hurtado
2010).
Los conejos que estuvieron bajo tratamiento con dosis creciente de alcaloides no desarrollaron de
manera normal el mecanismo de cecotrofia. La cecotrofia es una particularidad del sistema digestivo
de los conejos. Los cecotrofos contienen de 23 a 33 % de materia seca y 15 % de proteina,
aminoéacidos esenciales, reciclaje de vitaminas B y K, asi como minerales (Orengo y Gidenne 2007).

Los conejos que consumieron la dieta experimental con los tratamientos 5% y 15% de

esclerocios, presentaron problemas respiratorios. Un alto contenido de alcaloides tipo ergot inducen
una supresion del sistema inmune, en diferentes experimentos se ha encontrado que al incorporar
esclerocios en las dietas se desarrollan problemas intestinales, principalmente diarrea (Schumann et
al., 2007).

La conducta de ingerir abundante agua en los tratamientos 15% y 25% de esclerocios, es una
respuesta a ingesta de alimento contaminado, que se presentdé como sintoma de intoxicacion
(Panaccione et al., 2006).

Perusia y Rodriguez (2001) mencionan que especies del género Claviceps, producen un sindrome de
trastornos en locomocién y miclonias en bovinos, ovinos y equinos, ademas de que los animales
presentan una sensibilidad al ruido, leves periodos diarreicos, salivacion y lagrimeo. En bovinos se
presenta falta de coordinacion y envaramiento, seguido de periodos de depresion. En los conejos que
consumieron alimento con esclerocios también se observaron periodos diarreicos, y en el caso de los

conejos alimentados con la dieta de 15% de esclerocios, también se observo falta de coordinacion.
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2.7 CONCLUSIONES

En conejos recién destetados el consumo de alimento con esclerocios de C. gigantea provoca
disminucion de la ganancia de peso. ElI consumo de esclerocios molidos produce degeneracion
hepatocelular y tubular multifocal.

Dosis altas de esclerocios en las dietas alimenticias provoca intoxicacion en el conejo y necrosis

multifocal en rifion.
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CONCLUSIONES GENERALES
El hongo C. gigantea incremento su incidencia al encontrase en zonas donde no estaba
reportado.

La morfometria de los hongos aislados de todos los sitios de coleta corresponde con
Sphacelia. sp. (Teleomorfo C. gigantea).

El hongo C. gigantea produce alcaloides del tipo dihidroergosina.
Los alcaloides analizados en los esclerocios difirieron en tiempo y espacio.

El consumo de esclerocios molidos produce dafios en algunos 6rganos de conejos.
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