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TOXICIDAD DE Acremonium zeae (GAMS & SUMMER) Y SU EFECTO EN
POLLOS DE ENGORDA EN INICIACION

RESUMEN GENERAL

El maiz tiene gran importancia econémica a nivel mundial ya sea como
alimento humano, como alimento para el ganado o como fuente de un gran nimero
de productos industriales. Al igual que muchos otros cultivos, éste es afectado por
enfermedades de origen fungosas, dentro de las cuales estan destacan las
pudriciones de mazorca asociadas a varias especies de hongos patogénicos como
Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Nigrospora, Stenocarpella y Cephalosporium.
Algunos de los hongos antes mencionados producen importantes micotoxinas como
las aflatoxinas, los tricotecenos, la ocratoxina A, las fumonisinas y la zearalenona,
las cuales constituyen un riesgo para la salud humana y animal, ya que al consumir
alimentos contaminados se corre el riego de presentar un cuadro de micotoxicosis.
Por lo anterior en la presente investigacion se plantearon dos objetivos principales: 1)
Identificar el agente patogénico causante de la pudricion de granos de maiz
colectados en la region de Los Tuxtlas, al sur del estado de Veracruz con sintomas
de estriado en el pericarpio y Il) Investigar la posibilidad de que el agente patogénico
identificado produzca micotoxinas que afecten de manera negativa la ganancia de
peso y consumo de alimento de pollos de engorda en iniciacion. La identificacion del
hongo responsable de la pudricion de granos de maiz se realiz6 mediante claves
taxondmicas y la técnica molecular PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
llegando a identificarlo como Acremonium zeae. Una vez identificado se realizo el
experimento con pollos recién nacidos los cuales fueron alimentados con cinco
dietas a las cuales se adicionaron diferentes porcentajes de avena contaminada con
A. zeae, los tratamientos fueron T1, 0 % avena contaminada: 100 % de maiz,
(testigo); T2, 25 % avena contaminada: 75 % de maiz; T3, 50 % avena contaminada:
50 % de maiz; T4, 75 % avena contaminada: 25 % de maiz; y, T5, 100 % avena
contaminada: 0% de maiz. Se registr6 el incremento de peso y consumo de alimento
cada siete dias durante tres semanas y mediante un analisis estadistico de los datos
obtenidos se demostré que la presencia de Acremonium zeae en la dieta afecta la

ganancia de peso y consumo de alimento.



INTRODUCCION GENERAL

Importancia del maiz

El maiz (Zea mays L.), es uno de los cereales alimenticios mas antiguos que
se conocen. Este cereal pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), y es la
Unica especie cultivada de este género. Otras especies del género Zea, son
comunmente llamadas teosintle y las especies del género Tripsacum conocidas
como arrocillo o maicillo son formas silvestres parientes de Zea mays (FAO, 2010).
Hoy dia, el maiz es el segundo cultivo del mundo por su produccion, después del
trigo. Es el primer cereal en rendimiento de grano por hectarea y es el segundo,
después del trigo, en produccion total. El petroleo es el primer producto natural que
mayor numero de usos tiene seguido por el maiz; que a su vez constituye el
recurso renovable mas importante del mundo. La produccion de este cereal a nivel
mundial alcanzé un crecimiento de 75%, entre 1980 y 2006 con produccion de 400 a
1100 millones de toneladas (Mton) en una superficie sembrada de 150 millones de
hectareas (Mha). A lo anterior, contribuyen cinco factores principales: 1) el aumento
significativo en la poblacion humana, 2) la produccion de pollo; 3) la investigacion de
nuevos usos por parte de la industria; 4) la presion que ejerce China en cuanto al
consumo de granos y 5) el sensible crecimiento de la produccion de etanol y
biodiesel en Estados Unidos de América, originando que la demanda del grano
supere sus niveles de produccion. A diferencia de otros cereales, el maiz se puede
cultivar en casi todos los climas, altitudes y tipos de suelo, lo que ha permitido su
difusion en todo el mundo. Existen dos tipos de mercado: a) como ingrediente, para
alimento animal, ya que solamente seis paises utilizan el 80% de la produccion

mundial y Unicamente cinco encabezan el 95% de las exportaciones b) Residual,



porque unicamente 10 % de la produccion mundial ingresa al mercado internacional

(Salazar y Godinez, 2010).

México es el primer productor y consumidor de maiz blanco en el mundo y el cuarto
productor de maiz amarillo. La produccion de maiz representa casi el 12% del PIB
del sector agropecuario del pais, sin considerar el valor agregado que se genera a
lo largo de la cadena productiva de dicho grano. Para dimensionar la importancia del
maiz en la economia mexicana se anota que existen mas de 3 millones de
productores de maiz que junto con sus familias representan 55 % de la poblacion
rural del pais y alrededor del 13 % de la poblacién total. Asimismo, estos
representan al 60 % de los productores agricolas del pais (Salazar y Godinez,

2010).

Para México, el maiz es el cultivo mas importante desde el punto de vista
alimenticio, industrial y social y ocupa el cuarto lugar como productor de grano a
nivel mundial después de Estados Unidos, China y Brasil (FAO, 2010). Al cierre del
ciclo 2008-2009, se estim6 una superficie sembrada en nuestro pais de 8 069 000
hectareas con una tasa de crecimiento media anual de 2.6 %. La media de
produccién nacional se estima en 3.3 tha™, sin olvidar que la mayor parte de la
produccion de maiz se da en el ciclo de primavera-verano. La mayor superficie
sembrada en este ciclo fue de 82% contra 18% de riego, con 43% del volumen de
produccion éste ultimo. En México, 92% de la produccion de maiz es de
endospermo blanco, lo que permite cubrir la demanda de consumo humano
nacional, en tanto que 7% corresponde a amarillo y 1% a otros tipos de color de

endospermo. (SIAP, 2010). En 2008, la produccion de maiz fue de 24.8 Mton, siendo



Sinaloa, Jalisco y México los principales estados productores; sin embargo, en el
ciclo otofo-invierno la produccion se concentré en Sinaloa, con 75% del total. De
esta forma, el consumo nacional aparente de maiz en 2008 fue de 34 Mton por lo

que la produccion nacional logro cubrir 73% de la demanda nacional (SIAP, 2010).

Usos del maiz

El maiz es de gran importancia econémica a nivel mundial ya sea como
alimento humano, como alimento para el ganado o como fuente de un gran nimero
de productos industriales. La mayor proporcion de la produccion mundial de maiz se
usa en alimentacion animal. En algunos paises, el maiz se emplea como alimento
para consumo humano en cantidades significativas. Ademas, este grano es una
importante fuente de materia prima para producir almidén y derivados, como
edulcorantes, aceite y alcohol, entre otros. Estos ultimos, ya estan siendo utilizados
en cierta medida como materia prima en la industria quimica y, en algunos casos,
como sustituto de productos derivados del petroleo. A diferencia de este, el maiz
presenta varias ventajas ya que es un recurso renovable, los productos finales
obtenidos son biodegradables y su degradacion no altera el balance de CO,

atmosfeérico (Robutti J.L., 2007).

Aproximadamente la mitad del maiz producido en los tropicos se consume
directamente como alimento por los humanos, cerca del 40% se utliza como
alimento para animales y el resto esta destinado a otros usos (FAO, 2010). Del maiz
nada se desperdicia, todo se aprovecha: las hojas verdes o secas, los tallos, la

espiga, el olote, el grano, incluso el agua residual del nixtamal se utiliza para la



elaboracion de algunos antibidticos y farmacos. Esta planta es quizas la Unica con
mayor diversidad de usos, aplicaciones, formas y condiciones de produccion. El
elote se come asado o cocido, rebanado en guisados, ya sea entero o molido, los
granos de maiz se emplean para pinoles, galletas y para la elaboracion de tortillas
previamente nixtamalizados. De acuerdo con el sistema agroindustria de México, el
proceso de fabricacion de tortillas incluye tres tipos de industria cuya materia prima
es el maiz: a) fabricacién de tortilla, b) molienda de nixtamal y c) industria para la
fabricacion de harina de maiz nixtamalizado. En México el consumo diario de tortillas
es de 300 g per capita (Salazar y Godinez, 2010). Otro uso que se da al maiz es
como forraje para animales, ya que es un excelente alimento especialmente para las
vacas lecheras. El maiz amarillo es el mas adecuado para alimentar al ganado, al
cual se le da grano quebrado, seco o cocido al vapor (Salazar y Godinez, 2010). La
produccion de alimentos balanceados es, desde el punto de vista cuantitativo, la
mas importante, siguiéndole la industria de la molienda humeda y la de la molienda

seca (Robutti J.L., 2007).

En la industria, el maiz amarillo se ha convertido en un ingrediente fundamental de
productos industriales como almidones y derivados quimicos, fibras y plasticos a
partir de sustancias naturales, lo cual representa un enorme paso para la industria
guimica que esta dando la alternativa de sustituir productos derivados del petroleo y
el gas, papel hecho a base de maiz que se elabora con almidon, dextrina, dextrosa y
almibar de maiz, jabones, geles, lociones y cosméticos, ademas de colorantes y
cerca de 85 antibioticos que lo utilizan en sus formulas. La calidad requerida no se

orienta hacia ningun tipo en particular. La exigencia de esta industria se refiere



principalmente a la homogeneidad de las partidas en cuanto a textura y a la no

contaminacion por micotoxinas (Robutti J.L., 2007).

Principales enfermedades del cultivo del maiz

El maiz en los ambientes tropicales es atacado por un gran namero de
patdgenos que causan importantes dafios econdmicos a su produccion. Algunas
enfermedades son universales y ocurren en casi todos los ambientes en que se
cultiva el maiz; incluyendo los tizones, las royas y manchas de las hojas y tallo y las
pudriciones de mazorca. Algunas enfermedades son de importancia regional pero
gue pueden causar importantes pérdidas econdmicas, incluyendo, los mildius en
Asia que se han difundido a algunos paises de Africa y de América, el virus estriado
del maiz (Corn Streak Virus) en Africa subsahariana y el mosaico de la cafia de
azucar en maiz en México, Centro y Suramérica. La maleza parasita conocida
como Striga también causa serias pérdidas en la produccion de maiz en Africa
subsahariana (FAO, 2010). Los virus que causan importantes enfermedades en el
maiz son Mosaico enanismo del maiz (Maize dwarf mosaic potyvirus, MDMV),
Moteado clorético del maiz (Maize chlorotic mottle machlomovirus, MCMV), Rayado
fino del maiz (Maize rayado fino marafivirus, MRFV) y mosaico de la cafia en maiz.
Entre los nematodos que se encuentran dafiando este cultivo se encuentran
Meloidogyne incognita, M. chitwoodi, M. arenaria, M. javanica y otras especies
incluyendo Pratylenchus hexincisus, P. penetrans, P. zeae, P. minor considerados
los mas importantes porque se encuentran asociados a raices (Gijon, 2009). Las
enfermedades bacterianas también se encuentran presentes y se consideran de

importancia, dentro de las que se encuentran la pudricion bacteriana de tallo



causada por Erwinia chrysanthemi, la marchitez de Stewart por Pantoea stewartii y
el rayado bacteriano foliar por Pseudomonas rubrilineans. Dentro de las principales
enfermedades por hongos que afectan el cultivo del maiz estan, tizones, mildius,
pudriciones, manchas foliares, marchitez, carbones y royas (CIMMYT, 2004), siendo
de gran importancia las pudriciones de tallo por Fusarium y Botryodiplodia, asi como
las pudriciones de mazorca causadas por varias especies de los géneros
Aspergillus, Fusarium, Stenocarpella, Nigrospora y Cephalosporium. Las
enfermedades fungosas en maiz representan pérdidas econdémicas importantes para
la produccion agricola, ademas de propiciar el deterioro en el valor nutritivo de los
granos por la degradacién de proteinas, grasas, carbohidratos y vitaminas (Carvajal

y De Leon, 2010).

Hongos productores de toxinas

El maiz es el cereal de mayor importancia para nuestro pais sobre todo
porque forma parte de la dieta alimenticia en animales y humanos. Se estima que los
mexicanos consumimos 500 g de maiz per capita, en cualquiera de sus
presentaciones. Asimismo, gran porcentaje del maiz producido en México se destina
para la alimentacion de aves de corral, cerdos, bovinos y equinos, en rastrojos y
desechos de un maiz ya procesado (Carvajal y De Leodn, 2010). Dentro de las
enfermedades causadas por hongos, los cuales desarrollan en materiales vegetales
produciendo el deterioro de los mismos, se llegan a formar metabolitos secundarios
gue actuan como antibidticos favoreciendo la prevalencia del hongo frente a otros
microorganismos, muchos de los cuales son toxicos para plantas y/o animales

(Duarte y Villamil, 2006). Estos metabolitos que enferman o matan a los animales



gue los consumen se conocen como micotoxinas, y la afeccion micotoxicosis. Una
micotoxicosis primaria se produce al consumir vegetales contaminados; v,
micotoxicosis secundaria al comer carne o0 leche de animales que ingirieron
alimentos con micotoxinas (UNSA, 2010). Se estima que el 25 % de la produccion
mundial de cereales se encuentra contaminada (Duarte y Villamil, 2006).

Existen especies de hongos que son productoras de micotoxinas de las cuales,
muchas de ellas, producen graves enfermedades en humanos y animales. Estas
especies producen diferentes grados de toxicidad en los productos agricolas.
Actualmente la regulacion mexicana solo establece limites para las aflatoxinas en
cereales y oleaginosas, y subproductos de estos (Diario Oficial de la Federacion,
2002). Sin embargo, no se establecen limites para el resto de micotoxinas. Los datos
epidemioldgicos, aunque son limitados, han demostrado que un importante nimero
de muestras contienen micotoxinas por encima de los limites establecidos (Santos y

Norma, 2006).

Sonora

Chihuahua
/ Nuevo Leon

—— Tamaulipus

h‘C\ZILG‘

Figura. 2 Estados de la Republica Mexicana donde se han realizado estudios con

micotoxinas (Santos y Norma, 2006).



En el pais se han realizado varias estrategias para reducir la contaminacion con
micotoxinas, como el mayor control de plagas, el uso de productos naturales y la
modificacion en los procedimientos de extraccion y nixtamalizacion. A pesar de las
importantes investigaciones que se han llevado a cabo, todavia no se genera
suficiente informacién para determinar la incidencia de las micotoxinas en los

productos mexicanos (Santos y Norma, 2006).

Entre los principales hongos micotoxigénicos se encuentran los géneros Aspergillus,
Stenocarpella, Penicillium y Fusarium. Dentro de las familias mas importantes de
micotoxinas se tienen a: las aflatoxinas, diplodiol, los tricotecenos, la ocratoxina A,

las fumonisinas y la zearalenona (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales hongos toxicogénicos y micotoxinas mas frecuentes.

Género Micotoxinas

Aspergillus Aflatoxina, Ochratoxina, Sterigmatocytsina, Fumitremorgens,
Fumitoxinas, Fumigaclavina, Acido cyclopiazonoico, Gliotoxina.

Fusarium Deoxynivalenol, Zearalenona, Toxina T-2, Fumonisina,
Moniliformina, Nivalenol, Diacetoxyscirpenol, Butenolido,
Neosolaniol, Acido fusarico, Fusarochromanona, Fusarina C,
Fusaproliferina.

Penicillium Ochratoxina, Toxina PR, Patulina, Acido penicillico, Citrinina,
Penetrem, Acido  cyclopiazonico, Roquefortina,
Isofumigaclavina A 'y B, Acido micofendlico.

Claviceps Ergoalcaloides en semillas/ cereales de granos pequefios,
sorgo, pastos, maiz.

Epichloe y Ergoalcaloides en pasto Festuca
Neotyphodium
Stachybotrys Stachybotryotoxina, tricotecenos

Whitlow y Hagler, 2005.



Los diferentes mecanismos de accion toxica de estas micotoxinas representan un
riesgo para la salud humana y animal constituyéndose en un problema de salud

publica (CAST, 2003).

Desde el siglo VII A. C. se conocen los efectos de la colonizacion por hongos en los
cultivos y se han relacionado brotes de enfermedades en humanos y animales con el
consumo de los alimentos contaminados con micotoxinas (Periaca et al., 1999). Los
efectos toxicos de las micotoxinas en la salud humana y animal son de curso
cronico e incluyen carcinogenicidad, inmunosupresion y disrupciones endocrinas,
siendo la via oral la principal via de exposicion a través del consumo de alimentos
contaminados, presentdndose también casos de micotoxicosis por inhalacion

(Duarte y Villamil, 2006).

Los primeros casos de micotoxicosis conocidos se registraron en la Edad Media
debidos al centeno contaminado con Claviceps purpurea. En Argentina, Quevedo
describid la accion de metabolitos toxicos de una especie de Aspergillus del maiz en
varias especies animales. Pero en 1960, la intoxicacidbn masiva de pavos ocurrida en
Inglaterra llevo al estudio de las aflatoxinas, llamadas asi pues son producidas por
especies del grupo Aspergillus flavus. (UNSA, 2010). La presencia de las
micotoxinas en las plantas puede deberse a: 1) la infeccion de la planta en campo
por hongos patdgenos o a la colonizacion de las hojas, 2) al crecimiento de hongos
saprofitos o patdogenos post-cosecha en frutos y granos almacenado y, 3) al
desarrollo de hongos saprofitos durante el almacenamiento de materiales ya

procesados.
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La produccion de micotoxinas indica que el hongo ha alcanzado cierto grado de
diferenciacion bioquimica, fisiologica y a veces morfolégica. Se conocen alrededor
de 300 micotoxinas las que a menudo llegan a ser especificas. Cuanto mas
compleja es la ruta biosintética de estos metabolitos secundarios mas restringido es

el nimero de especies de hongos productores de micotoxinas (UNSA, 2010).

Ademas de los hongo anteriormente mencionados, existen otras enfermedades que
se encuentran atacando el cultivo del maiz pero que son consideradas de
importancia secundaria como son: Acremonium zeae (Cephalosporium
acremonium), Macrophomina phaseolina, Nigrospora oryzae y Rhizoctonia spp. Por
ello en este proyecto se considerd el diagnosticar al hongo Acremonium zeae,
causante de la pudricion en mazorca de maiz, y la posible produccion de
micotoxinas y su efecto en aves, del que hasta el momento no se tiene ningun
reporte. Para lograr los objetivos, esta investigacion se dividi6 en dos fases: |I.
Identificacion del agente causal de la pudricion de mazorca en el estado de Veracruz
y Il. Evaluacién de peso y consumo de alimento de pollos de engorda alimentados

con avena contaminada con Acremonium zeae.
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CAPITULO |I.
PUDRICION DE MAZORCA POR Acremonium zeae EN MAIZ EN EL ESTADO DE
VERACRUZ

Alma Sanchez-Bautistal, Carlos De Ledn-Garcia de Alba!, Juan Manuel Cuca-
Garcia®” Ana Maria Hernandez-Anguiano?, Santos Gerardo Leyva-Mir®.

'postgrado de Fitosanidad, especialidad de Fitopatologia, “Postgrado de Recursos
Genéticos y Productividad, especialidad de Ganaderia, Colegio de Postgraduados,

3parasitologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.

1.1. RESUMEN

Las pudriciones de mazorca se consideran un serio problema fitosanitario en
el cultivo de maiz, asocidndose principalmente a varias especies de hongos
patbgenos de los géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Nigrospora,
Stenocarpella y Cephalosporium, algunos de los cuales producen micotoxinas de
importancia y causan micotoxicosis en animales. Para determinar cual de estos
agentes patogénicos es el causante de la pudricién en granos de maiz colectados en
el estado de Veracruz, semillas de maiz con sintomas de estriado en el pericarpio se
colocaron en camara humeda para favorecer el crecimiento del patdégeno y una vez
gue se desarrollaron signos se realizaron preparaciones temporales para observar
en microscopio estereoscépico conidios agrupados en cabezuela en conidioéforos a
90° de la hifa en un micelio blanco, con lo que se determind que el posible agente
causal era Cephalosporium (sin. Acremonium). Posteriormente, se realizaron
aislamientos mediante cultivos monospéricos obteniendo colonias de coloracion
blanca a salmon. Finalmente, utilizando técnicas moleculares y haciendo la
corroboracion con el banco de genes (NCBI), el hongo se identific6 como

Acremonium zeae (Cephalosporium maydis).

Palabras clave: pudricion de mazorca, semilla con estriado, Acremonium zeae.
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1.2. ABSTRACT

Ear rots are considered a serious problem in the maize crop, the disease
being mainly associated mostly with several species in the genera Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Nigrospora, Stenocarpella and Cephalosporium. Some of
them produce mycotoxins known to cause significant animal mycotoxicosis. In order
to determine which one of these pathogens is the cause of the rot in maize kernels
collected in the state of Veracruz, infected maize kernels were placed in a moist
chamber to promote growth of the pathogen. Once the signs of the fungus were
produced, the mycelium was observed under a stereoscopic microscope, obtaining
hyaline mycelium and conidia clustered in heads at the tip of conidiophores growing
at 90° of the hyphe, which helped to determine that the possible causal agent of the
rot was Cephalosporium sp. (synonym Acremonium). This was confirmed using a
morphological characterization of the fungal mycelium by culturing monosporic
isolates which resulted in the development, in a period of 10 days, of colonies with
white to salmon color, These were used to confirm the molecular identification in the
gene bank (NCBI), proving the correct identification of the fungus as Acremonium

Zeae.

Key words: maize ear rot, infected maize, Acremonium zeae.
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1.3. INTRODUCCION

En los estados de Chiapas y Veracruz, México, la pérdida anual de grano de
maiz por pudricién de mazorca varia de 390 a 1 030 kg ha™. Los factores adversos
gue inciden en la baja productividad (1.9 t ha-1) son: sequias en varios estadios de
desarrollo, suelos pobres en nutrientes, erosionados, con pendiente pronunciada,
presencia de malezas, plagas y enfermedades que en conjunto reducen la

produccion de maiz en un millén de toneladas (Betanzos, 2001).

La pudricion de la mazorca es comun en tierras bajas y célidas del tropico y el
subtrépico, es causada por hongos que provocan pérdidas de cosecha (INIFAP,
2002; Betanzos, 2001; Garrido et al., 2001), afecta la comercializacion del grano (5%
de dafio, maximo aceptable) y constituye un problema de salud publica por las
micotoxinas que producen los hongos cuando la incidencia de los patdégenos y el
dafio es alto (Betanzos et al., 2009). El control de los agentes causales de la
pudricion de la mazorca se efectla mediante practicas agrondémicas y el uso de
variedades resistentes; para que éstas tecnologias sean eficaces, deben alterar o

interrumpir el ciclo biolégico del patégeno.

En granos infectados con sintomas de estrias blancas (rayas o lineas claras) que
aparecen en el pericarpio, los agentes patogénicos principalmente asociados son
hongos de los géneros, Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Nigrospora,
Stenocarpella, Hormodendrum y Cephalosporium. Especificamente, el hongo del
género Acremonium (sin. Cephalosporium) afecta las mazorcas y los tallos en maiz,

y se transmite por semilla, con infeccion que por lo general ocurre a través de

16



lesiones en la corteza y tejidos del tallo. La infeccion ocurre cuando la mazorca esta
bien desarrollada y los granos estan en estado pastoso a duros. En los tallos, los
haces vasculares toman un color café oscuro que se extiende a través de varios
entrenudos; las plantas presentan solo rudimentos de mazorcas con granos mal
desarrollados. Los sintomas se manifiestan inicialmente como un marchitamiento
descendente de la planta y al hacer un corte en el tallo se puede observar el

taponamiento de los tejidos vasculares (FAO, 2010).

Las colonias de Acremonium en extracto de malta se observan similares a las de
levadura después de 10 dias, viscosas, que alcanzan de 8-15 mm de diametro,
apareciendo el micelio, de color amarillo cromo a amarillo palido, sumergido en el
medio. La esporulacion es esparcida y los conidioforos indistinguibles de la forma
vegetativa del micelio (Peberdy, 1987). La hifa también puede ser diferenciada en

artrosporas (Lancini y Lorenzetti, 1993).

Microscopicamente, se pueden observar grupos de conidios hialinos agrupados en
la parte terminal de un filamento constituido por un conidi6foro creciendo en angulo
de 90° de la hifa generadora del conidiéforo (Barnett y Hunter, 1998). En su
monografia de hongos similares a Cephalosporium, Gams (1971) transfiri6 18
especies de Cephalosporium a Acremonium y describi6 nuevas especies de

Acremonium.
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1.4. MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Colecta de mazorcas infectadas con Acremonium zeae

La colecta de granos de maiz con sintomas de estrias blancas se realizo en la
region de Los Tuxtlas, al Sur del estado de Veracruz. Debido a su topografia
accidentada, las altitudes de varias localidades donde se colectaron las muestras de
maiz fueron variables, de 450 a 600 msnm. En esta region, el clima es calido-
hamedo con precipitacion anual de 4 500 mm. En estos sitios, en el ciclo otofio-
invierno de 2009 se colectaron mazorcas de maiz con granos que mostraban estrias
blancas sintomatologia relacionada a la pudricion de maiz por Acremonium zeae

(sin. Cephalosporium acremonium).

1.4.2. Aislamiento del hongo

Granos de maiz con sintomas de pudriciébn por A. zeae se desinfestaron por
inmersion en hipoclorito de sodio al 3% por 2 min. y se enjuagaron por 2 min. en dos
ocasiones en agua destilada estéril para eliminar el exceso de hipoclorito de sodio,
finalmente se colocaron en toallas de papel estériles para eliminar el exceso de
humedad. En condiciones asépticas, 400 de estos granos se distribuyeron en 20
cajas Petri con papel secante humedo en el fondo a manera de cAmara hiumeda. Las
cajas se colocaron a temperatura ambiente por 72 h para favorecer el crecimiento
micelial del hongo. Del micelio obtenido, se prepararon suspensiones conidiales de
las cuales se tomaron 100 pL (25 conidios/ pL) para depositarse en cajas Petri con

agua-agar. De los cultivos monosporicos desarrollados se tomaron fragmentos del

18



medio con micelio y se transfirieron a cajas Petri con papa-dextrosa-agar (PDA),
para incrementar el crecimiento del hongo. Posteriormente se aumenté el hongo en

avena entera estéril como sustrato (Tuite, 1969).

1.4.3. Identificacion taxonémicay molecular del hongo

1.4.3.1 Identificacion taxondmica

La identificacion se realizd a nivel de género con las claves de Barnett y Hunter
(1998). En aislamientos de 10 dias de edad se realizaron preparaciones temporales
de micelio con conidioforos y conidios y se registro la forma, color, posicién de

conidiéforo y tamafio de conidios.

1.4.3.2. Identificacion molecular

De los aislamientos monospéricos en PDA se obtuvo micelio para la extraccion
de ADN de acuerdo al protocolo de CTAB 3% con modificaciones (Sambrook et al.,
1989). El micelio se deposito en un tubo Eppendorf frio etiquetado, al que se agrego
600 pL de CTAB a 60°C. y se incubd a 60°C por 1 h. Se adicionaron 600 pL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugo a 10 000 rpm por 8 min. La fase
acuosa se recuperé en un tubo Eppendorf al que se adicionaron 600 pL de
isopropanol frio, se incubo a -20°C por 1 h. Después de ese periodo se centrifugo a
8 500 rpm por 8 min, se elimind el sobrenadante y la pastilla (hebras de ADN) se
lavé dos veces con etanol al 70%. La suspension se centrifugo nuevamente a 10

000 rpm por 8 min, eliminando el sobrenadante. Finalmente se recupero el ADN en
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100 pL de agua destilada estéril, se evalud la calidad por electroforesis en gel de
agarosa (Agarose Ultra Pure, Invitrogen®) al 1% y se cuantifico en un

espectrofotémetro Perkin Elmer®(Lambda BIO 10%).

Para la amplificacion de las regiones internas ITS4 y ITS5 se usaron los iniciadores
universales ITS4 (5°- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3") e ITS5 (5"- GGA AGT
AAA GTC GTA ACA AGG - 3') (Gomes et al., 2002). La mezcla de la reaccion fue:
Buffer 1x (2.5 uL), MgCl, 35 mM (2.0 pL), dNTP's 2.5 mM (1 uL), ITS4 a 10 pmol (2
ML), ITSS a 10 pmol (2 pL), Taq polimerasa 1U (0.2 yL), DNA 80 ng (2 uL), agua libre
de nucleasas (completar para 25 pL por reaccién). La reaccién se efectud en un
termociclador Perkin Elmer Geneamp (Modelo PCR System 2400) con el siguiente
programas: predesnaturalizacion de 95°C por 2 min; 30 ciclos de desnaturalizacion
de 95°C por 1 min; alineamiento a 55°C por 30 seg; preextensiéon de 72°C por 2
min., y una extensioén final de 72°C por 10 min. El producto de PCR se analiz por
electroforesis en gel de agarosa al 1% vy tifio con bromuro de etidio. Posteriormente
las muestras se enviaron a secuenciar sin purificar al Instituto de Biotecnologia de la
UNAM. La comparacion de secuencias se realizd en GenBank alineando con

Acremonium zeae con el nimero de acceso HQ402899.

1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1. Identificacion del hongo causante de la pudricion en mazorca

De los granos de maiz con sintomas de pudricion, colectados en regiones

productoras de maiz del estado de Veracruz, se obtuvieron colonias con un
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crecimiento moderado y micelio algodonoso blanco el cual se torno de color salmon
tenue después de cuatro dias de crecimiento en PDA (Fig. 1 A). Las colonias no
desarrollaron crecimiento micelial aéreo pero si abundante micelio hialino
acompafado de conidios unicelulares agrupados en cabezuela sobre un conidioforo
caracteristico de las especies de Acremonium (sin. Cephalosporium) (Barnett y

Hunter, 1998) (Fig.1 B).

A

Figura 1. A) Conidiéforo con conidios agrupado en cabezuela, formando un angulo
de 90° entre el micelio y el conidiéforo, B) Cepa de Acremonium zeae 15 dias
después de su siembra en medio papa-dextrosa-agar y mantenida a temperatura

ambiente.

1.5.2. Identificacién molecular

La secuencia del producto de PCR de los aislamientos monospoéricos se
aline6 con la secuencias de Acremonium zeae del Banco de Genes del NCBI. El
indice de similaridad de nucledtidos entre la secuencia de los cultivos monosparicos,

con numero de acceso HQ402899 de este estudio, respecto al de la especie
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alineada en el Banco de genes fue de 99%. Confirmando que el agente causal de la
pudricion de granos de maiz en las regiones productoras de maiz muestreadas del

estado de Veracruz es Acremonium zeae.
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CAPITULOII.
EFECTO TOXICO DE Acremonium zeae EN AVES DE ENGORDA

Alma Sanchez-Bautistal, Carlos De Ledn-Garcia de Alba!, Juan Manuel Cuca-

Garcia®” Ana Maria Hernandez-Anguiano?, Santos Gerardo Leyva-Mir®.

'postgrado de Fitosanidad, especialidad de Fitopatologia, “Postgrado de Recursos
Genéticos y Productividad, especialidad Ganaderia, Colegio de Postgraduados,

3parasitologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.

2.1. RESUMEN

Las micotoxinas son compuestos quimicos toxicos producidos por hongos. En
este estudio se investiga la posibilidad de que Acremonium zeae produzca
micotoxinas que afecten de manera negativa la ganancia de peso y consumo de
alimento de pollos de engorda en iniciacion. Para probar esta hipotesis, se realizé un
experimento con pollos recién nacidos bajo un disefio experimental completamente
al azar con cinco dietas (tratamientos) con cinco repeticiones, cada repeticion consté
de cinco pollos. Los animales fueron alimentados durante tres semanas con cada
una de las dietas, incluyendo un testigo, en las que se adicionaron diferentes
porcentajes de avena contaminada con A. zeae mezclada con maiz para cubrir los
requerimientos nutricionales de los pollos en iniciacion. Los tratamientos fueron: T1,
0 % avena contaminada: 100 % de maiz, (testigo); T2, 25 % avena contaminada: 75
% de maiz; T3, 50 % avena contaminada: 50 % de maiz; T4, 75 % avena
contaminada: 25 % de maiz; y, T5, 100 % avena contaminada: 0% de maiz.
Durante tres semanas cada siete dias se registr6 el incremento en peso de los pollos
y el consumo de alimento. El analisis estadistico de los resultados mostré que la
presencia de A. zeae en las dietas tiene un efecto negativo en la ganancia de peso y

consumo de alimento a partir de los 14 dias, siendo éste mas severo a los 21 dias.

Palabras clave: Acremonium zeae, micotoxinas, pollos, ganancia de peso, consumo

de alimento, avena contaminada.
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2.2. ABSTRACT

The mycotoxins are toxic compounds produced by fungi. In this study, the
possibility that Acremonium zeae, produce mycotoxins which negatively affect weight
gains and consumption of food in chicken at the initiation stage, is analyzed. To
prove this hypothesis, an experiment was established with newly born chicken,
following a completely randomized design with five diets (treatments) each with five
replications, including five chicken per replication. Chicks were fed during three
weeks with each of the diets (treatments), including a control, using different
percentages of contaminated whole oats with A. zeae mixed with maize to cover
nutritional requirements of chickens at the initiation stage. The treatments were: T1=
0 % contaminated oat: 100 % of maize (control); T2= 25 % contaminated oat: 75 %
of maize; T3= 50 % contaminated oat: 50 % of maize; T4= 75 % contaminated oat:
25 % of maize; and, T5= 100 % contaminated oat: 0 % of maize. During three
weeks, at seven day intervals the chicken weights and feed consumption, were
recorded. Statistical analysis of the results showed that there is a negative effect
both, in weight gains when A. zeae is present in the diets and feed consumption after

14 days, the later being more severe after 21 days.

Key words: Acremonium zeae, mycotoxin, chickens, consumption of food,

contaminated oats.
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2.3. INTRODUCCION

Las micotoxinas constituyen un problema en el ambito mundial por su amplia
distribucion en los alimentos para humanos y animales. Las condiciones de
colonizacion de los sustratos por hongos micotoxigénicos, asi como su posterior
contaminacion con micotoxinas, juegan un papel fundamental en las estrategias de

vigilancia y control.

Entre los principales hongos micotoxigénicos se encuentran los géneros Aspergillus
spp., Stenocarpella spp., Penicillium spp. y Fusarium spp. Dentro de las micotoxinas
mas importantes se encuentran las aflatoxinas, los tricotecenos, la ocratoxina A, las
fumonisinas y la zearalenona (CAST, 2003). Los diferentes mecanismos de accion
toxica de estas micotoxinas constituyen un riesgo para la salud humana y animal
constituyéndose en una problematica de salud publica (Duarte y Villamil, 2006). La
principal via de adquisicion de una micotoxicosis es través del consumo de
alimentos contaminados, aungque se presentan casos de micotoxicosis por inhalacion

(Jakab et al., 1994; Groopman et al., 1996; Krysinska-Traczyk et al., 2001).

Existe muchos otros hongos que se encuentran atacando plantas utilizadas como
parte de la dieta alimenticia de humanos y animales, como es el caso de
Acremonium zeae (Cephalosporium) que afecta principalmente los tallos y granos de
maiz, los cuales son utilizados para la alimentacion de animales, ya que en las areas
rurales de nuestro pais aprovechan toda la planta. Los tallos son procesados como
rastrojo para alimentar al ganado al igual que los granos de maiz que no presentan

dafios exteriores pero que en su interior tienen una cantidad considerable de tejido
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de este hongo. Las especies de Acremonium son hongos filamentosos y
cosmopolitas que se encuentran frecuentemente en restos de plantas y en el suelo.
El género Acremonium esta constituido por un grupo heterogéneo de hongos

imperfectos sujeto a considerable disputa taxonomica.

2.3.1. Cefalosporina, derivado del género Acremonium spp.

La cefalosporina, es un antibiotico que pertenece a la misma familia en la que
se encuentra la penicilina. En 1948, el cientifico italiano Giuseppe Brotzu, aisl6 al
hongo Cephalosporium acremonium, primera fuente de cefalosporinas, de una
muestra de agua de mar recogida cerca del desaglie de aguas negras en la costa
mediterranea de Cerdefia (Cuadra, 2004). En los liquidos en los que se cultivaba el
hongo se descubrié la cefalosporina P, cefalosporina N y cefalosporina C (Gutiérrez,

1994).

La cefalosporina C (CPC) es la precursora de todas las cefalosporinas comerciales,
antibioticos B-lactamicos modernos de muy alto costo pero aun asi ampliamente
usados (Demain y Elander, 1999), ya que permite combatir infecciones de
microorganismos Gram +, infecciones mixtas o infecciones por microorganismos
anaerobicos. Actualmente, implican aproximadamente el 41% de las ventas del
mercado mundial de antibidticos (Cuadra, 2004). El género Penicillium es importante
ya que de este se obtienen antibioticos del grupo de los betalactamicos empleados
en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias sensibles. Penicillium
sintetiza de forma natural penicilinas, incluyendo el primer tipo aislado, la penicilina
G. Asi, también como se obtiene la penicilina, un antibidtico tan importante en la

medicina humana y veterinaria, de este mismo género se generan metabolitos
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secundarios mejor conocidos como micotoxinas, especificamente la ocratoxina A, la
cual se encuentra distribuida mundialmente contaminando cereales, café, vino, jugo
de uva y cerveza. (Ratola et al., 2004; Serra et al., 2004) La inhibicion de la sintesis
de proteina se ha definido como el mecanismo de toxicidad primario para la
ocratoxina, se da por la inhibicion competitiva de fenilalanina-tARNPhe sintetasa,
que detiene la elongacién del péptido (Assaf et al., 2004). Acremonium, se considera
la principal especie generadora de cefalosporinas, las cuales son modificadas
quimicamente para producir una serie de antibiéticos de importancia (Bunnell et al.,
1986). Las cefalosporinas inhiben la sintesis del peptidoglucano de la pared de las
bacterias de la misma forma como lo hacen las penicilinas. Las cefalosporinas son
empleadas en muchas infecciones como farmaco de segunda eleccion (Petri, 2003).
No se descarta que al igual que, Penicillium, de Acremonium zeae se generen

metabolitos secundarios que puedan ser toxicos para humanos y animales.

2.3.2. Compuestos toxicos derivados de Acremonium spp.

La asociacién gramineas-endofiticos se ha estudiado desde hace mas de una
década debido a su importancia en la ganaderia mundial, no solo desde la
perspectiva de la produccion animal, sino también algunos aspectos toxicolégicos

generados a partir de esta asociacion (Galdames, 1996).

El termino endofitico (Griego; endos: dentro + fiton: planta) ha sido definido como
aguel organismo que estd contenido o creciendo enteramente dentro de la planta
hospedera, ya sea parasitica o simbidticamente (Walker, 1957), como es el caso de

Acremonium, que es un organismo endofitico asociado con problemas de
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intoxicacién animal pues se considera importante productor de toxinas en forrajes,

ya que llega a producir alcaloides (Towers y Siegel, 1993).

Bacon et al. (1977) sugieren una estrecha asociacién de un hongo endofitico
presente en Festuca con problemas de intoxicacion en bovinos y, posteriormente,
Fletcher y Harvey (1981), sefialan una asociacion similar entre un endofitico, no

identificado, presente en Ballica perene con desordenes nerviosos en ovejas.

El endofitico de la Festuca fue inicialmente clasificado como Sphacelia typhina
Sacc., la forma anamorfica o asexual de Ephicloé typhina (Pers.) Tul.
Posteriormente, Morgan-Jones y Gams, renombran a Sphacelia como Acremonium y
lo llama finalmente Acremonium coenophialum (Morgan-Jones y Gams, 1982).
Siguiendo este mismo esquema, Latch et al. (1984), clasifican al endofitico del

ballico como Acremonium lolii.

De acuerdo a la forma en que infectan la semilla, los hongos endofiticos del género
Acremonium han sido clasificados como de transmision directa, Bacon y De Battista,

1991).

A partir de una semilla portadora del hongo, la infeccion de la plantula ocurre a los
pocos dias de transcurrida la germinacion. En la medida que la planta crece, el
hongo infecta y puede dafar tallos y granos, lo que determina que la Unica forma de
diseminacién del hongo sea por semilla (Siegel et al., 1985). Una vez cosechada la
semilla, las condiciones ambientales durante el almacenaje tiene efectos directos

sobre la viabilidad del hongo (Latch y Christensen, 1982; Siegel et al., 1984).

29



Micelio en
la semilla
]

Nicenc™
activo
infectando
» plantulas

endofitico
. . activo en
s T b s plantas

Figura 1. Ciclo de vida de hongos endofiticos del género Acremonium
Fuente: Adaptada de Bacon y De Battista (1991).

Varios compuestos producidos por endofiticos del género Acremonium son
principalmente alcaloides del tipo ergopeptinas, los cuales se encuentran en
concentraciones variables y han sido determinados en las asociaciones de
endofiticos con la Ballica y Festuca, asi como en cultivos puros de algunos de los
hongos, a los que se considera principales responsables de los problemas de

toxicidad animal (Scott et al., 1999).

El término alcaloide fue acufiado por el farmacéutico W. Meissner en 1819 y se
aplica a metabolitos secundarios alcalinos que contienen nitrégeno (Gros et al.,
1985). La presencia de alcaloides en Poaceae se debe a simbiontes fungicos
asociados parasitos (Claviceps y Balansia) y a endoéfitos fungicos mutualistas
(Neotyphodium) (Chapman, 1996). Neotyphodium llega a producir alcaloides del tipo
de lolitrem B, ergovalina y peramina, entre otros (Spiering et al., 2005).

El hongo deuteromiceto Neotyphodium coenophialum (sin. Acremonium

coenophialum) (Glenn et al., 1996; Morgan-Jones y Gams, 1982) infecta
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sisttmicamente plantas de Festuca arundinacea. El micelio invade el espacio
intercelular en las plantas sin que éstas presenten ningun sintoma externo.

N. coenophialum es una especie asexual cercana al género ascomiceto Epichloé
(Tsai et al., 1994). Este ultimo pertenece a la familia Clavicipitaceae, cuyas especies
parasitas de plantas son conocidas por producir varios tipos de alcaloides toxicos.
Las plantas de F. arundinacea infectadas por N. coenophialum contienen alcaloides

toxicos (Lyons et al., 1986).

Existen reportes de la region central de Argentina donde, dentro de las gramineas
nativas conocidas como téxicas para el ganado, se ha aislado el enddfito fangico
Neotyphodium tembladerae Cabral & White (Cabral et al.,, 1999) y se han
determinado los alcaloides sintetizados por el simbionte, los que corresponderian a
analogos de indol-diterpenos tremorgénicos (Miles et al.,, 1998; Benavente et al.,
2008). En un estudio realizado por Bacon et al. (1977), se demostré que una serie
de trastornos del ganado vacuno, hasta entonces asociados al consumo de pastos
de F. arundinacea, se presentaban cuando las plantas estaban infectadas por el
hongo N. coenophialum. Los sintomas de la toxicosis son diversos y van desde
elevacion de la temperatura corporal, inapetencia, aspereza y pérdida del brillo del
pelo, a un numero elevado de abortos y gangrenas en extremidades, orejas y cola
(Bacon et al., 1986). Un sintoma mas sutil, pero importante para la produccion
ganadera, es la reduccion de la ganancia media diaria de peso en aproximadamente

50% (Paterson et al., 1995).

Otra especie forrajera atacada por endofiticos del género Acremonium es el ballico

perene (Lolium perene) ampliamente distribuido en el mundo. Este endofitico fue
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identificado por Latch et al. (1984) como Acremonium lolii. Fletcher y Harvey (1981),
sefalan una asociacion entre este endofitico y los desérdenes nerviosos en ovejas.

A partir de cultivos puros de A. lolii, han sido aislados alcaloides como la peramina,
por lo cual este puede ser sintetizado en ausencia de la planta. Asimismo, se han
encontrado compuestos neurotoxicos que corresponden a toxinas tremogénicas

conocidas comunmente como lolitremos (Galdames y Rojas, 1996).

El lolitrem B es considerado el principal responsable del sindrome del temblor en
ovejas (ryegrass staggers), ocasionando en los animales una reduccién de su
funcion neuromuscular, que provoca temblores que puede variar desde leves
atrofias musculares hasta ataxia e incoordinacién que puede llevar a la muerte

(Fletcher y Harvey, 1981).

Dentro de los efectos identificados por la presencia de A. lolii destaca que existe
una correlacién significativa entre la disminucion de ganancia de peso y los niveles
de alcaloide del endofitico (Fletcher, 1993). En el ganado bovino el efecto del
endofitico sobre la ganancia de peso ha sido mas leve y esta influenciado por la

época del afio (Cosgove et al., 1996).

Especificamente, Acremonium zeae es considerado enddfito del maiz (Wicklow y
Poling, 2009), por lo cual no se descarta que esta especie pueda producir
micotoxinas que puedan afectar la salud humana y animal. Esta investigacion tuvo
como proposito el diagnosticar si Acremonium zeae puede llegar a producir algun

compuesto toxico cuyos efectos se vean reflejados en pollos alimentados con
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granos de avena inoculados con dicho hongo, suministrado en diferentes dietas

(tratamientos) durante un periodo de tres semanas.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Incremento del hongo

Para incrementar el hongo A. zeae, se utilizaron granos de avena con glumas
como sustrato previamente esterilizados (Tuite, 1969). La avena entera se lavo tres
veces en agua corriente para retirar impurezas, se sumergié en agua porlé h y
después de un lavado final con agua, se coloc6 en doble bolsa de polipapel 500 g de

avena para esterilizarse por 2 h a 15 psi.

Después de dejarse enfriar la bolsa a temperatura ambiente, se colocé un fragmento
de un centimetro de diametro de medio de cultivo con crecimiento micelial de A.
zeae sobre el sustrato de avena en condiciones estériles. Diariamente durante cinco
semanas el contenido de la bolsa se agitd vigorosamente para mejorar la

distribucion y desarrollo micelial del hongo en el sustrato.

2.4.2. Andlisis de toxinas

Debido a que no existen reportes de la produccion de micotoxinas por el

hongo Acremonium zeae, la cepa I|-070-A se analizé en el Laboratorio de

Toxicologia de la Univ. Nal. Autonoma de México donde se realiz0 un analisis de
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sensibilidad a 5 ppb para aflatoxina B1, ocratoxina, zearalenona y toxina T2, con el

objeto de determinar si existia alguna toxina previamente reportada.

2.4.3. Elaboracion de las dietas

Una vez que la avena inoculada mostré buen desarrollo micelial del hongo, se
elaboraron cinco dietas con las que se alimenté a los pollos de los diferentes
tratamientos. Las dietas se probaron siguiendo un disefio experimental
completamente al azar. Cada tratamiento se preparé con mezclas de grano entero
de avena molida sana o contaminada con A. zeae afadiendo otros componentes
como maiz sano, pasta de soya, carbonato de calcio, fosfato, vitaminas y minerales.
Los tratamientos fueron: T1, 0 % avena contaminada: 100 % de maiz, (testigo); T2,
25 % avena contaminada: 75 % de maiz; T3, 50 % avena contaminada: 50 % de
maiz; T4, 75 % avena contaminada: 25 % de maiz; y, T5, 100 % avena

contaminada: 0% de maiz (Cuadro 1).

Para la elaboracién de las dietas, se realizaron analisis previos en el Laboratorio de
Nutricibn Animal del Departamento de Zootecnia, en la Universidad Auténoma
Chapingo, para determinar la cantidad de proteina en maiz (7.76%), avena (10.36%)
y pasta de soya (48%). Se elaboraron las dietas considerando los requerimientos de
aminoacidos, energia y minerales para cubrir las necesidades de los pollos en
iniciacién (Cuca et al., 2009). Una vez elaboradas las dietas, se prepard suficiente

alimento a ser consumido por los pollos en un lapso de tres semanas.
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Cuadro 1. Composicion de las dietas experimentales durante la etapa de cero a
tres semanas elaboradas con diferentes porcentajes de avena contaminada con

Acremonium zeae.

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5

Ingredientes (%) 0/100 25/75 50/50 75/25 100/0
Maiz 54.00 40.5 26.77 13.00 0.00
Avena contaminada 0.00 13.00 26.77 40.05 54.00
Pasta de soya 39.00 38.40 38.00 37.00 36.00
Arena 1.60 1.50 1.60 1.30 0.60
Aceite crudo 1.70 2.90 3.70 5.10 5.80
DL-Metionina 0.16 0.15 0.15 0.15 0.16
CaCO03 (38%) 1.60 1.60 1.50 1.60 1.60
Fosfato dicalcico (18/21)* 1.35 1.30 1.30 1.20 1.20
Prem. Vitaminica** 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
Prem. Mineral*** 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
Sal 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Anélisis calculado

EM (Kcal/kg) 2934.77 2922.82  2934.69  2927.66 2929.33
Proteina cruda (%) 22.27 22.42 22.25 22.25 22.22
Calcio (%) 0.96 0.94 0.97 0.97 0.97
Fosforo disponible (%) 0.44 0.45 0.44 0.45 0.44
Lisina (%) 1.38 1.38 1.38 1.38 1.36
Metionina+Cistina (%) 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91
Tript6fano (%) 0.36 0.35 0.34 0.36 0.33
Treonina (%) 0.94 0.96 0.97 0.92 0.99

*18%= fosforo y 21% = calcio

** Aporta por kilogramo de alimento: vitamina A, 9000 Ul; vitamina D3, 2500 Ul; vitamina E, 20 Ul;
vitamina K, 3.0 mg; vitamina B;, 8.0 mg; vitamina B, 0.015 mg; acido pantoténico, 10 mg; niacina, 40
mg; acido folico, 0.5 mg; colina, 300 mg; bidtina, 0.055 mg; tiamina, 2.0 mg.

**Aporta por kilogramo de alimento: hierro, 65.0 mg; zinc, 100 mg; manganeso, 100mg; cobre, 9.0
mg; selenio, 0.3 mg; yodo, 0.9 mg.

EM= energia metabolizable
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2.4.4. Establecimiento del ensayo

Se adquirieron 125 pollitos recién nacidos en la empresa Reproductora Unién
Tepexpan, del Edo. de México. Los animales se pesaron individualmente y se
distribuyeron aleatoriamente en grupos de cinco a cada uno de los tratamientos (T).
Durante el ensayo, los pollos se mantuvieron en jaulas eléctricas en bateria con
temperatura controlada, asimismo se midio la temperatura y humedad relativa del

ambiente con ayuda de un data logger (HOBO®).

La ganancia de peso y consumo de alimento se registré cada siete dias durante el
experimento. Se cuantificé la cantidad de alimento suministrada semanalmente para
calcular posteriormente el consumo de alimento/pollo/semana y obtener la
conversion alimenticia. Al término del experimento los 125 animales se pesaron
individualmente y los datos colectados se analizaron estadisticamente con el

programa SAS® (Statistical Analysis System).

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Aumento del hongo

El crecimiento de Acremonium zeae en el sustrato de avena entera tuvo un

excelente crecimiento logrando asi colonizar los 500 g contenidos en cada bolsa en

un periodo de 4 a 5 semanas. En las bolsas con avena inoculada se observé un

crecimiento de micelio de una coloracion blanquecina.
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2.5.2. Andlisis de toxinas

Al realizar la prueba se sensibilidad a 5 ppb para aflatoxina B1, ocratoxina,
zearalenona y toxina T2, el resultado fue negativo para todos los casos. Lo que
descarta la presencia de alguna toxina previamente reportada para otros géneros de

hongos.

2.5.3. Condiciones de temperaturay humedad del espacio experimental

Se registré una temperatura media de 22.8°C (con una maxima de 34.5°C y
una minima de 14.4°C) y humedad relativa promedio de 59.83% (con una maxima
de 81.2% y una minima de 25%) con un data logger (HOBO®) en intervalos de una
hora en el area donde se establecio6 el experimento.

2.5.4. Evaluacion del efecto de Acremonium zeae en el peso de pollos de
engorda

Con los valores registrados del peso individual en los pollos durante las tres
semanas, se obtuvo la diferencia minima significativa (DMS, a= 0.05), con la que se
observé que, durante la primera semana, no hubo diferencia significativa entre
pesos de los pollos de todos los tratamientos. Sin embargo, en la segunda semana
se observaron los efectos de las diferentes cantidades de avena contaminada con A.
zeae los cuales se reflejaron en el peso de los pollos. En esta evaluacion, el
tratamiento T2 (25:75) fue el Unico que no mostrd diferencia con respecto al testigo
T1 (0:100) mientras que el resto de los tratamientos se registré disminucién en el
peso, siendo los pollos alimentados con el tratamiento T5 los que registraron la

mayor disminucion de peso respecto al testigo. Para la tercera semana, se observo
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el mismo efecto negativo en los pesos a partir del tratamiento T3, confirmando que
la disminucién de peso en los pollos comienza a mostrarse después de 14 dias con

el tratamiento con 50% de avena contaminada con A. zeae (Cuadro 2).

Cuadro 2. Evaluacion de peso en pollos de cero a tres semanas alimentados con

diferentes porcentajes de avena inoculada con Acremonium zeae.

Tratamientos 7 dias 14 dias 21 dias
T1 1452 a 398.6 a 750.6 a
T2 148.4 a 392.2a 691.0a
T3 1374 a 321.32b 586.2 b
T4 1428 a 309.80 b 560.8 b
T5 126.8 a 269.4 c 416.4 c

Medias con la misma letra no son diferentes estadisticamente (DMS, a= 0.05)
T1 (0% avena contaminada: 100% maiz), T2 (25% avena contaminada: 75% maiz), T3 (50% avena
contaminada: 50% maiz), T4 (75% avena contaminada: 25% maiz) y T5 (100% avena contaminada:

0% maiz).

Los pollos que consumieron la dieta que no contenia ninguna porcion de avena
contaminada (testigo=T1) y con una dieta 25:50 (T2) no registraron disminucion en
su peso ni en el consumo de alimento. Los pollos sometidos a esta dieta presentaron

un desarrollo normal.

2.5.5. Evaluacion del efecto de Acremonium zeae en el consumo de alimento

de pollos de engorda.

El andlisis estadistico de los datos de consumo de alimento durante la primera
semana no mostré diferencia significativa entre los tratamientos con y sin hongo. En
el Cuadro 3 se observa que a partir de la segunda semana las diferencias de

consumo de alimento contaminado son significativas, mostrando reduccién del
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consumo en T3, T4y T5. Después de la tercera semana, la reduccion en el consumo
de alimento con los tratamientos T3, T4 y T5 fue de 60% respecto al testigo T1 y al
tratamiento T2. En este periodo se observa que los pollos del tratamiento T5 (100:0),
registraron el menor consumo de alimento. En contraste con el tratamiento T2 no se
encontré diferencia significativa en el consumo de alimento respecto al tratamiento

testigo T1.

Cuadro 3. Consumo de alimento de pollos de cero a tres semanas alimentados con

cinco diferentes porcentajes de avena inoculada con Acremonium zeae.

Tratamientos 7 dias 14 dias 21 dias
T1 765 a 1686 a 3589 a
T2 771 a 1761 a 3481 a
T3 829 a 1451 b 1345 b
T4 770 a 1338 b 1230 bc
T5 829 a 1254 b 1083 c

Medias con la misma letra no son diferentes estadisticamente (DMS, a= 0.05)
T1 (0% avena contaminada: 100% maiz), T2 (25% avena contaminada: 75% maiz), T3 (50% avena
contaminada: 50% maiz), T4 (75% avena contaminada: 25% maiz) y T5 (100% avena contaminada:

0% maiz).

El coeficiente de correlacion muestra que las variables peso y consumo de alimento
tienen una correlacion positiva, en la que, a altos valores de peso le corresponden
altos valores de consumo de alimento. Con una probabilidad de error <0.0001, se
confirma que el coeficiente de correlacion de Pearson (r = 0.8173) es
estadisticamente diferente a cero.

Los resultados anteriores confirman que la presencia de especies del hongo

Acremonium en el alimento puede resultar en cuadros de intoxicacion animal como lo
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reportaron previamente Towers y Siegel (1993) y Galdames (1995). Hasta ahora no
se ha demostrado que Acremonium zeae produzca algin metabolito que pueda
actuar como micotoxina; sin embargo, ésta hipétesis no se descarta ya que en los
pardmetros analizados en la presente investigacion, peso y consumo de alimento,
mostraron efectos negativos en el crecimiento de pollos por la presencia de este

hongo en una dieta balanceada para pollos de engorda de iniciacion.

2.6. CONCLUSION

La presencia de Acremonium zeae en la dieta afecta el incremento de peso y

consumo de alimento en pollos de engorda, efecto que se hace mas evidente a partir

de la segunda semana de alimentacion con una composicion de dieta elaborada con

un minimo de 50% de avena contaminada con el hongo.
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