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RESUMEN

La presencia de hongos fitopatdgenos en cultivos de jitomate representa un
problema econémico importante en México. Los hongos Fusarium oxysporum
(F. oxysporum) vy Fusarium verticillioides (F. verticillioides) pueden estar
presentes en estos cultivos durante todas sus etapas de crecimiento. Otros
hongos como Aspergillus flavus (A. flavus) y Aspergillus parasiticus (A.
parasiticus) también pueden contaminar estos cultivos aunque en menor
medida. Debido a que la infeccion de un cultivo se puede originar desde el
proceso de siembra, la integridad de las semillas es un factor central para los
productores. El uso de la SES de pH neutro es una estrategia eficaz para
reducir la contaminacion fungica en diversos alimentos. El objetivo fue evaluar
la efectividad de la SES de pH neutro para reducir la presencia de esporas de
Fusarium y Aspergillus en semillas de jitomate infectadas artificialmente asi
como evaluar los efectos de la SES sobre metabolitos importantes de los
hongos tales como FB1y AFB1. Para los experimentos se emplearon semillas
de jitomate El Cid F1 (Harris Moran Seed Company) saladette. Las cepas de
hongos utilizadas fueron donadas por la FESC, de la UNAM. La SES de pH
neutro (7 £ 0.05) a 10, 40 y 60 mg/L de cloro libre se obtuvo de Esteripharma
S.A. de C.V. El cloro comercial al 6.5 % (= 62,000 mg/L de cloro libre) y agua
ultrapura de 18.2 MQ-cm (megaoms) filtrada en equipo Simplicity® (Merk
Millipore Co.) se usaron como controles. Se inocularon las semillas con los
hongos en una suspension de esporas que contenia 2-2.5x10% esporas/mL.

Los grupos de tratamientos fueron: 1) Cloro, 2) Agua, 3) SES a 10 mg/L de

Xi



cloro libre, 4) SES a 40 mg/L de cloro libre, y 5) SES a 60 mg/L de cloro libre.
Cada grupo estaba conformado de 50 semillas por placa y 4 réplicas por cada
tratamiento. Se evaluaron 4 tiempos distintos de inmersién en la SES (5, 10, 15
y 20 min). La inocuidad de la SES se evalué mediante andlisis de propiedades
nutrimentales (analisis proximales de semillas expuestas a SES 60 mg/L de
cloro libre) y pruebas de germinacion. Los resultados de efectividad y pruebas
de germinacién fueron analizados con métodos no paramétricos Kruskal-Wallis
y Mann-Whitney y los andlisis proximales con la prueba T-test. Los efectos de la
SES sobre las micotoxinas fueron evaluados mediante UPLC, MS vy
fluorometria. La efectividad en la reduccion de la produccién de esporas fue
mejor con la SES 60. La germinacion y los parametros nutricionales no se
vieron afectados por el uso de la SES. Se documentaron cambios estructurales
en la AFB1 con la SES mediante UPLC y mediante MS se obtuvo evidencia de
la conversion de la AFB1 a otro compuesto que se esta investigando; respecto a
la FB1 se obtuvo una reduccion de hasta 26% empleando la SES a 60 mg/L de
cloro libre y esta degradacion fue dependiente de la concentracién. Con esto se
concluye que el uso de la SES de pH neutro puede ser una estrategia efectiva
para reducir la contaminacion fungica en semillas de jitomate siendo un
tratamiento inocuo que ademas es capaz de alterar la estructura de micotoxinas

importantes producidas por estos hongos.
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1. INTRODUCCION

La inminente presencia de hongos fitopatogenos y sus metabolitos
téxicos en los cultivos es un gran riesgo para la salud humana y animal. Los
cultivos se pueden contaminar con hongos en cualquier estado de crecimiento,
desde las semillas hasta la planta en pie. Si estos hongos contaminan las
semillas, la probabilidad de contaminacién de las plantas adultas y sus frutos
incrementa drasticamente (Shinha y Bhatnagar, 1998). Para el control de estos
hongos en las semillas usualmente se emplean fungicidas, sin embargo muchos
de ellos pueden dejar residuos téxicos que representan un riesgo para quien los
aplica o llega a consumir frutos contaminados (Song et al., 2004; Cereser et al.,
2001; Maita et al., 1991). Por tal motivo, hay una constante blsqueda de
nuevos productos inocuos para reducir la presencia de estos hongos (Buck et
al., 2002). La contaminacion con hongos genera pérdidas en oportunidades de
ventas de frutos nacionales y hacia el extranjero por incumplimiento de los
limites permisibles de microorganismos y/o toxinas presentes en los alimentos,
o por el tiempo tan corto de vida de anaquel que tienen los alimentos
contaminados (Productores de Hortalizas, 2006). Por esta razén, es necesario
encontrar estrategias para reducir la presencia de hongos fitopatégenos en los
cultivos y brindar al consumidor alimentos inocuos que no comprometan su

salud.

El jitomate (Solanum lycopersicum), un fruto importante en México es

comunmente infectado por F. oxysporum, la diseminacion de este patégeno
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puede ocurrir a través de semillas infectadas, esporas transportadas por el
viento, manejos de suelo en preparacion de cultivo, plantas enfermas o
herramientas contaminadas. La temperatura 6ptima de desarrollo es de 28 °C.
El hongo puede permanecer en el suelo durante afos y penetrar a través de las
raices hasta el sistema vascular (Productores de Hortalizas, 2006). F.
verticillioides es un patégeno principalmente en el maiz pero también afecta

otras especies de cultivos (Jurgenson et al., 2002).

Los hongos A. flavus y A. parasiticus son fitopatogenos que llegan a
infectar al jitomate y bajo ciertas condiciones producen micotoxinas tales como
las aflatoxinas (AF) (Nishikawa etal., 2006; Horn, 2009; Hedayati et al., 2007;
IARC, 2012). La aflatoxina B+ (AFB1), es uno de los hepatocarcinbgenos mas
potentes y se ha clasificado como carcin6geno humano del grupo 1 por la
Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer (IARC, 2002). Por su
relevancia, controlar la contaminacion por aflatoxinas en alimentos es un asunto
de interés global (Xiong et al., 2012). Las fumonisinas otro grupo de micotoxinas
son producidas principalmente por F. verticillioides (Leslie y Summerell, 2006).
La fumonisina B1 (FBi1) es el metabolito mayormente producido por F.
verticillioides y es importante debido a su clasificacion como carcindgeno del
grupo 2B de la IARC (Marasas, 2001). Dentro de los efectos téxicos de la FB1
se asocian comunmente la leucoencefalomalacia en equinos, el edema
pulmonar en cerdos, y el cancer hepatico en ratas y en humanos, la exposicion

a FB1 se ha asociado con un incremento en el riesgo de cancer de eséfago



(Lamprecht et al., 1994) y de problemas del desarrollo del tubo neural (Marasas

et al., 2004).

Esta comprobado que el uso de las SES con pH neutro en la industria
alimenticia ha sido un éxito para la inactivacion de hongos, eliminando esporas
e hifas, y ofreciendo las ventajas de ser un producto amigable con el ambiente
(Buck et al., 2002) por lo que el uso de ésta para controlar la contaminacién en

semillas tiene alto potencial.



1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de la solucién electrolizada de superoxidaciéon (SES) con pH
neutro para reducir la presencia de hongos fitopatégenos en semillas de jitomate y

para la conversion in vitro de micotoxinas importantes de estos hongos.



1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la SES a 10, 40 y 60 mg/L de cloro libre a diferentes
tiempos (5, 10, 15 y 20 min) en la descontaminacion de semillas de jitomate

infectadas con A. flavus, A. parasiticus, F. verticillioidesy F. oxysporum.

2. Evaluar los efectos de la SES sobre los metabolitos fungicos AFB1 y FB1,

carcindégenos del grupo 1y 2B, respectivamente.

3. Evaluar los efectos de la SES sobre las semillas mediante analisis nutrimentales

y pruebas de germinacién de semillas.



1.3 HIPOTESIS

El uso de soluciones electrolizadas de superoxidacion con pH neutro reduce
la presencia de hongos en semillas de jitomate y produce una conversién de

metabolitos fungicos importantes.



1.4 JUSTIFICACION

El jitomate es uno de los productos mas importante para México ya que
ocupa el primer lugar mundial en exportacion de este fruto. También es el cuarto
producto con el mayor costo de produccién llegando a generar gastos de hasta los
15,735,506,330 pesos durante el 2014. Por estas razones, la produccion de
jitomate desde que se cultiva hasta su cosecha debe ser vigilada para minimizar
las pérdidas de este fruto. La SES representa una estrategia potencial para reducir
la contaminacién por hongos en semillas y para degradar metabolitos importantes
de esos hongos, contribuyendo de esta manera a la produccién de frutos de
jitomate mas inocuos. Ademdas, en nuestro pais, actualmente no existen
publicaciones que avalen el uso de la SES en el tratamiento para
descontaminacién de semillas y existe solo una publicacién que documenta el

efecto de la SES sobre la conversiéon de aflatoxina.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Produccion de jitomate en México y pérdidas econémicas causadas por

hongos

En México la produccién de jitomate en el afo 2014 representé 15,
735,506,330 pesos, obteniendo el cuarto lugar de la produccién agricola en
modalidad riego + temporal y en cuanto a semillas de tomate el precio medio rural
(PMR) ($/Ton) fue de 5,600 pesos, representando 784,000 pesos durante el

mismo afo (SIAP, 2014).

Para satisfacer esta necesidad de produccién se requiere cumplir una
amplia demanda de semillas las cuales en su almacenaje o en la manipulacién
para cultivo presentan el riesgo de contaminacién fungica. La infeccién con
hongos representa un posible riesgo de salud publica ya sea al consumir el fruto

contaminado o sus subproductos (Al-Askar et al., 2014).

El jitomate es altamente susceptible a la contaminacién fungica que puede
ocurrir a raiz del dafo a su epicarpio suave y delgado o migrando a través del
tejido vascular de la planta desde la raiz. La infeccion de este fruto con hongos
causa decomiso de productos para consumo humano o hace que estos se
destinen a otras fuentes de alimento como en el caso de la alimentacién animal.
Estas pérdidas por hongos impactan en la economia, disminuyendo las ventas de

este fruto, ya que ademas de esta contaminacién hay implicaciones de
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micotoxinas producidas por algunas especies de estos hongos las cuales generan

un problema de salud mundial (Mariutti et al., 2009).

2.2 Hongos que afectan al jitomate

El hongo F. oxysporum es uno de los agentes infecciosos mas comunes
que afectan al jitomate (McGovern, 2015). La transmision de este hongo se realiza
comunmente a través de las semillas y se disemina a través del sistema vascular,
afectando de manera importante los cultivos de jitomate disminuyendo su
rendimiento hasta en un 60% y dafnando la calidad del producto (Elwakil, 1998;
Ascencio-Alvarez, 2008). Se tiene documentado que las especies de Alternaria
son otros hongos que afectan a las plantas y frutos de jitomate asi como también
se tienen reportes de infeccidn por hongos del género Aspergillus, Penicillium 'y

otras especies de Fusarium en jitomate (Van de Perre et al., 2014).

En general, existen reportes que documentan la infeccién fungica en
semillas de jitomate por los hongos Alternariaalternata, Colletotrichum
gloeosporioides, Bipolaris maydis, Curvularia lunata, F. verticillioides, F. solani,
F. equiseti, Cladosporium spp., Aspergillus clavatus, A.flavus, Aspergillus niger,
Penicillium digitatum, Pythium sp., Verticillium sp., Rhizoctonia sp., Rhizopus
arrhizus, R. stolonifer y Sclerotinia sp. (Nishikawa etal., 2006) resaltando la

susceptibilidad de este fruto a infecciones fungicas.



2.2.1 Fusarium oxysporum

F. oxysporum es la especie de Fusarium mas comun, misma que se ha
reportado como agente causal de infecciones en mas de 100 especies de plantas
convirtiendolo asi en la especie de Fusarium con mayor importancia econémica
debido a las pérdidas en produccion (Leslie y Summerell, 2006). Es un hongo
saprofito facultativo y se ha recuperado de suelos tropicales, desérticos, cultivados
y no cultivados, en algas marinas y disperso por insectos (Leslie y Summerell,
2006). Produce colonias de rapido crecimiento con una tasa de 1 cm diario en
PDA a 25 °C (Figura 1) (De Granada et al., 2001). El hongo produce 3 clases de
esporas: microconidias, macroconidias y clamidosporas (Figura 2). Las
microconidias son unicelulares sin septas, de forma oval, eliptica o en forma de
rindn, miden de 15-12 um de largo por 2.5-3.5um de ancho. Las macroconidias
cuentan con varias células y usualmente 3 septas, de forma recta o ligeramente
curva y de pared delgada, miden 27-46 um de largo por 3.0-4.5 um de ancho. Las
clamidosporas se forman a partir de la condensacion del contenido de las hifas y
conidias, sus paredes gruesas permiten su resistencia en el suelo y miden de 5-15

um de didmetro (Nelson, 1981).
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Figura 1. Crecimiento de F. oxysporum en medio PDA.

25 ym .
ST L~ o
/—-—"L‘{"‘L—""’“ \\‘ \-/ : e
A C P
/l
e 0 Al
— ¢ 7) S - - o =2 et
-,—'J"'"L_/ /.\ &L
L AL N SR ‘\\ ™
B D

Figura 2. Clases de esporas de F. oxysporum. A-B: Macroconidias; C-D:
Microconidias. Adaptado de Leslie, J. F., y Summerell, B. A. (2006).

F. oxysporum puede ser transportado por el viento o material de cultivo
infectado asi como de las semillas de jitomate contaminadas (Productores de
Hortalizas, 2006). El signo de infeccibn mas comun de este patégeno es el
marchitamiento de la planta (Figura 3). Ademas, tiene potencial de ser patégeno
en mamiferos ya que una cepa de F. oxysporum originalmente aislada como
patdbgeno en jitomates pudo causar infeccion diseminada en ratones

inmunosuprimidos (Leslie y Summerell, 2006).
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Figura 3. Marchitamiento por Fusarium en planta de jitomate. Como signo
principal de infeccién se observan hojas amarillentas y marchitamiento de ramas y
la planta en general. Tomado de Damicone y Brandenberger (foto de: R.G.
Gardner, North Carolina State University).

2.2.2 Fusarium verticillioides

Este hongo afecta pastos y diversas especies de plantas, principalmente al
maiz y se puede encontrar en todo el mundo (Leslie y Summerell, 2006). Es
asociado con infeccidén evidente y asintomatica de la planta de maiz en todas sus
etapas de desarrollo, infectando las raices, tallos y granos (Bacon et al., 1992;

Munkvold et al., 1997).

Las microconidias son ovales con base plana sin septas (dimensiones 7—-10
um de largo X 2.5-3.2 um de ancho), regularmente se encuentran en cadena las
cuales pueden ser largas. Este hongo no produce clamidosporas aunque algunas
células agrandadas de las hifas suelen confundirse con estas. Las macroconidias

(dimensiones 31-58 um de largo X 2.7-3.6 um de ancho) son largas y delgadas
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con pared delgada casi recta o rectas, presentan de 3 a 5 septas, la célula apical
es un poco curva y termina en punta y la basal en forma de pie (Figura 4) (Leslie y

Summerell, 2006 y Li et al., 2006).

Figura 4. Clases de esporas de F. verticillioides. A-B: Macroconidias; C-D:
Microconidias. Adaptado de Leslie, J.F., y Summerell, B.A. (2006).

En medio PDA el cultivo inicial tiene micelios blancos pero puede
desarrollar pigmentos violeta con el tiempo (Figura 5) teniendo una variacion de
no coloracion o grisdcea naranja hasta un violeta 0 magenta oscuro pudiendo ser

casi negra (Leslie y Summerell, 2006).
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Figura 5. Semillas de jitomate contaminadas con F. verticillioides en medio PDA.

F. verticillioides es la principal fuente de fumonisinas (Leslie y Summerell,
2006), un grupo de micotoxinas asociadas a severas micotoxicosis con efectos en
la salud, incluyendo leucoencefalomalacia en equinos, edema pulmonar en cerdos

y cancer experimental de higado y rindn en ratas (Howard et al., 2001).

2.2.3 Aspergillus flavus

Este hongo solo produce un tipo de esporas las cuales son esféricas o
subesféricas, lisas o finamente rugosas con un diametro de 3 a 6 um (Figura 6A),
estas esporas se presentan en cadenas las cuales se disponen comunmente en
orientacién radial, las colonias de este hongo son entre amarillo verdosas o solo
verdes (Figura 6B) (Pasqualotto, 2010).
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Figura 6. A:Caracteristicas microscépicas de A. flavus B: Caracteristicas
macroscopicas de A. flavus.

A. flavus es un hongo saprofito que afecta cultivos en precosecha y
poscosecha y es un patégeno oportunista en animales y humanos provocando
aspergilosis con una mayor incidencia en la poblacién inmunocomprometida
(Amaike y Keller, 2011). Este hongo infecta diversas semillas y puede reducir los
niveles de germinacion en algunas (Harmon y Pfleger, 1974). Ademas de haberse
reportado en semillas, también ha sido aislado en especias comercializadas en

mercados locales de Quatar (Hammami et al., 2014).

La aflatoxina es una micotoxina importante producida por A. flavus, A.
parasiticus 'y A. nomius, se asocia con hepatotoxicidad, carcinogénesis,
teratogénesis e inmunosupresion. La aflatoxina B1 es particularmente importante
ya que es uno de los carcinbgenos naturales mas potentes caracterizado
(Hedayati et al., 2007; Olsen et al., 2008; IARC, 2012).
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2.2.4 Aspergillus parasiticus

Las especies de Aspergillus son las mas dominantes entre los hongos que
producen deterioro en los alimentos ya que ocurren ampliamente en estos,
particularmente en granos que contienen almidén como maiz, sorgo, arroz, trigo,

cebada y mijo (Aziz et al., 2012).

A. parasiticus es un hongo que se presenta en suelos en cosecha vy
poscosecha de diversas especies, se diferencia de A. flavus por sus esporas
verde oscuro (Figura 7) y produce aflatoxinas B1, B2, Gi1 y Gz (Horn, 2009). Su
temperatura Optima de crecimiento es 35 °C y se sabe que produce altas
concentraciones de aflatoxinas, este hongo se distribuye ampliamente en Estados

Unidos, Latinoamérica, Sudafrica, India y Australia (Schmidt-Heydt et al., 2010).

Figura 7. Caracteristicas macroscopicas de A. parasiticus. Tomado de Fungi de
Gran Bretana e Irlanda (2015).
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2.3 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos téxicos secundarios producidos por
muchos hongos filamentosos las cuales pueden contaminar cultivos y alimentos
asi como semillas y granos almacenados. Hay una dificultad para definir y
clasificar estos compuestos, por lo tanto se clasifican farmacolégicamente de
acuerdo al metabolito activo secundario producido por cada especie de hongo
(Bennett y Klich, 2003). Presentan una gran diversidad en su estructura quimica,
origen biosintético, efecto bioldgico y el gran numero de especies de hongos que
las producen. La mayoria de las micotoxinas son inmunosupresoras y algunas
carcindgenas, hepatotoxicas, nefrotoxicas y neurotdxicas (Marroquin-Cardona et
al., 2014). Las vias de exposicion principales son oral, respiratoria y cutdnea
cuando se tiene contacto directo con el hongo o por manejo de material

contaminado.

Entre las principales micotoxinas asociadas a la contaminacién de granos
estan las aflatoxinas, ocratoxina A, fumonisinas, deoxynivalenol (DON) vy
zearalenona (ZEN). Las micotoxinas presentes en la mayoria de los granos no se
destruyen durante el procesamiento de alimentos, aunque el proceso de extrusién
en la elaboracién de croquetas a temperaturas mayores a los 150 °C produce una
buena reduccion en los niveles de ZEN, reduccién moderada en aflatoxinas y de

una variable a baja reduccién de DON; para obtener un resultado mas satisfactorio
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en la reduccion de FB1 se requiere una temperatura de extrusibn mayor o igual a

los 160 °C, brindando un 75-85% en su reduccion (Bullerman y Bianchini, 2007).

De manera general no hay tratamientos para las micotoxicosis solo terapia
de soporte como ajustes en la dieta, por lo tanto se deben de tomar medidas para

prevenir la exposicion a estos metabolitos secundarios.

2.3.1 Fumonisinas

Las fumonisinas son micotoxinas producidas principalmente por los hongos
F. verticiliodes y F. proliferatum. Son compuestos polares solubles en agua y
soluciones acuosas de metanol (MeOH) y acetonitrilo (ACN); la FB+1 (Figura 8) es
la mas abundante de esta familia y se ha asociado al desarrollo de
leucoencefalomalacia en equinos, edema pulmonar en cerdos ademas de haber
sido implicadas en el desarrollo de cancer de eséfago en humanos (Waskiewicz,

Beszterda y Golinski, 2012).

Figura 8. Estructura quimica de la FB1.
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Se tiene reportado que la FB1 es un metabolito fitotéxico en cultivos de
jitomate especificamente en las plantulas y sus hojas (Lamprecht et al., 1994).
Debido a su clasificacién como carcin6geno (IARC, 2002) y a sus efectos como
promotor de cancer, la ocurrencia de hongos productores de FB1 en productos y

subproductos de jitomate es un riesgo a la salud.

2.3.2 Aflatoxinas

Los principales hongos productores de aflatoxinas son A. flavus y A.
parasiticus. Hay cuatro formas importantes de estas toxinas de acuerdo al color de
luz que emiten al ser excitadas mediante luz UV: B1, B2, G1 y Gz. Siendo B: azul y
G: verde. La aflatoxina B1 es la mas tdxica, carcin6gena y mutagena (Wong vy
Hsieh, 1976) y la mezcla de aflatoxinas esta clasificada como carcindégeno
humano del grupo 1 por la Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer
(IARC, 2012). Adicionalmente, la aflatoxina M1, un derivado metabélico de la
aflatoxina B1 que se elimina en la leche, también es considerada carcindgeno.

(Figura 9).
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Figura 9. Estructura quimica de las principales aflatoxinas asociadas a problemas
de salud. Tomado de Marroquin-Cardona, 2011.

La toxicidad de la aflatoxina se basa en la conversién por las enzimas
citocromo P450 en un compuesto reactivo, el epéxido 8,9 el cual se une a la
guanina del ADN en la posicion N7 provocando transversiones GC-TA por lo que
existe una correlacion entre la exposicion a aflatoxina y el nUmero de aductos de

DNA in vivo (Bennett y Kilch, 2003).
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La aflatoxina B1 se ha encontrado en muestras de jitomate en el mercado

asi como en otros vegetales y condimentos (Hacibekiroglu y Kolak, 2013).

2.4 Estrategias para reducir la contaminacion fungica en semillas

Existen diferentes estrategias para reducir la presencia de hongos en
semillas, dentro de estas se incluyen el uso de ozono, irradiacion gama y el uso de
fungicidas (Gomez-Lopez, 2012; Aziz et al., 1997, 2005, 2007; Gharib y Aziz,

1995; Refai et al., 2003; Song et al., 2004).

El ozono es efectivo contra un amplio rango de microorganismos patégenos
actuando mayormente por dos vias, ya sea de manera directa por el ozono
molecular o de manera indirecta mediante los radicales libres que se forman como
resultado de la descomposicién del ozono (Gdémez-Lépez, 2012). El ozono se
genera en agua Yy los tratamientos para descontaminar frutos y semillas se realizan
por inmersion. La efectividad del ozono depende de muchos factores entre ellos
depende del fruto, semilla o vegetal tratado, el microorganismo a atacar, el nivel
de inoculacion inicial, las condiciones de incubacion y el tiempo de exposicidén
inicial (Gomez-Lopez, 2012). Es un tratamiento que no interfiere con los
parametros nutricionales de los frutos al emplearse en los niveles adecuados. La
vida media del ozono en agua es de 20 a 30 minutos a temperatura ambiente

(Graham, 1997).
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La irradiacibn gamma a dosis adecuadas es otro tratamiento efectivo y
seguro de acuerdo a estudios en los que se documenta que puede usarse como
un método para el control de hongos en alimentos, particularmente de Fusarium
en semillas, asi como para el control de fumonisina (Aziz et al., 1997, 2005, 2007;
Gharib y Aziz, 1995; Refai et al., 2003). Sin embargo, la irradiacion gamma en
altas dosis en semillas pueden producir distintas alteraciones a nivel celular al ser
cultivadas (Franco et al., 2015) y reducir los niveles de germinacién de las semillas

tratadas (Ramakrishna et al., 1991).

2.4.1 Fungicidas

Algunos de los fungicidas empleados comunmente en el control de F.
oxysporum en jitomate incluyen procloraz, carbendazim, tiram, tolclofos-metil,
himexazol, azoxistrobin y carboxin (Song et al., 2004). El procloraz es un imidazol
no sistémico, inhibidor de la biosintesis de ergosterol. Su nombre quimico de
acuerdo a la IUPAC es N-propil-N-[2-(2,4,6-triclorofenoxi)etillimidazol-1-
carboxamida (FAO, 2009). El procloraz induce los niveles de citocromo P-450
hepatico e intestinal y la actividad de monooxigenasa en la codorniz japonesa
(Coturnix coturmix), perdiz pardilla (Perdix perdix), gallinas (Gallus gallus) y
faisanes (Phasianus colchicus) (Riviere et al., 1985). Se ha demostrado que
bloquea los receptores de andrégenos y afecta la esteroidogénesis fetal en ratas
Wistar, reduciendo los niveles de testosterona en plasma e incrementando la

progesterona causando la feminizacion en los machos (Vinggaard et al., 2005).
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El carbendazim, (metil 1H-benzimidazol-2-yl carbamato) (IUPAC) es un
fungicida sistémico de amplio espectro el cual controla diversos patégenos y se ha
demostrado que afecta tejidos de higado y rindn en ratas asi como también
produce cambios en los parametros hematolégicos y bioquimicos de estas
(Selmanoglu et al., 2001), en peces cebra induce estrés oxidativo, apoptosis,
inmunotoxicidad y es un disruptor endocrino en el desarrollo larvario (Jiang et al.,

2015).

Tiram (disulfuro de tetrametil carbamilo) es ampliamente utilizado en la
agricultura como un fungicida para tratar semillas. Sin embargo, estudios revelan
que reduce los niveles de glutation intracelular produciendo estrés oxidativo que
lleva a la muerte celular en fibroblastos humanos demostrando asi su citotoxicidad
(Cereser et al.,, 2001). Ademas su toxicidad crénica se ha demostrado en ratas
Wistar las cuales presentaron retraso en el crecimiento y baja ingesta de alimento
y las hembras presentaron una anemia evidente y en perros beagle la toxicidad de
este compuesto se manifest6 como nauseas, vomito, salivacién, desarrollo de

convulsiones clénicas asi como falla hepatica (Maita et al., 1991).

Tolclofos-metil (0-2,6-dicloro-p-tolil 0,0-dimetil fosforotioato) (IUPAC) es un
fungicida organofosforado que actia por inhibicibn de la biosintesis de los
fosfolipidos, impidiendo la germinacién de las esporas y el crecimiento de los
micelios (FAO 1994). En un estudio este fungicida present6 actividad estrégena en

una linea celular de rata (Manabe et al., 2006).
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Himexazol (5-metilisoxazol-3-ol) (IUPAC) es un fungicida sistémico el cual
también es empleado para controlar enfermedades provocadas por Fusarium en
suelos, al entrar en la planta es rapidamente transformado en glucésidos, el O-
glucdsido tiene funcion toxica como resultado de la interferencia con la sintesis de
ARN y ADN. (Roberts y Hutson, 1999). Es suficientemente volatil por lo tanto
puede ser emitido en la atmdsfera a menos que sea cubierto o incorporado en los

suelos (Atkinson y Arey, 2003).

Azoxistrobin  (Metil (E)-2-{2 [6-(2-cianofenoxi)pirimidin-4-iloxi] fenil}-3-
metoxiacrilato) (IUPAC) pertenece a la clase de las estrobilurinas, la cual es una
de las mas importantes que actia como fungicida en la agricultura a nivel mundial
encargandose de inhibir la respiracion mitocondrial de hongos patégenos (Bartlett
et al., 2002). Se ha establecido que este fungicida es téxico en agua asi como en

invertebrados marinos y peces (US EPA, 1997).

Carboxin  (5,6-dihidro-2-metil-1,4-oxati-in-3-carboxanilida) (IUPAC) se
encarga de prevenir la respiracidon de la mitocondria en hongos al inhibir la
actividad respiratoria del complejo Il o metabolismo del succinato (Ulrich y Mathre,
1972). Las mutaciones en los genes que codifican las subunidades del complejo
succinato deshidrogenasa brindan resistencia a varios organismos (lto et al.,

2004).
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2.4.2 Soluciones Electrolizadas de Superoxidacion

Una alternativa a los compuestos germicidas altamente téxicos usados
para tratar semillas de jitomate es el uso de soluciones electrolizadas de
superoxidacion (SES) que se usan frecuentemente en alimentos para su
desinfeccion. La SES es creada mediante electrélisis de cloruro de sodio (NaCl)
que es disuelto en soluciones acuosas las cuales pasan por una camara de
electrolisis que permiten la generacion de cloro libre disponible como HOCI, HCl y
NaOH (Gémez-Lépez, 2012). Cabe mencionar que en este proceso de produccion

también se puede emplear KCl y MgClz (Buck et al., 2002).

En el proceso de generacidén, de acuerdo a su pH, la SES puede ser
acida, alcalina o neutra; para generarla con pH neutro se puede mezclar SES
acida y alcalina (Deza et al., 2003; Rico et al., 2008) no usando una membrana de
separacién para dividir el producto de la celda electrolitica (Venczel et al., 1997) u
obteniendo la SES que se genera del lado del anodo de la celda (Guentzel et al.,
2008).

Al producirse la SES por electrélisis y no emplear quimicos en el agua y
solo anadir NaCl puede revertirse nuevamente a agua después de su uso (Bonde
et al., 1999) por lo tanto es segura para el medio ambiente, econémica y accesible

(Venczel et al., 1997).

Hay varios equipos en el mercado capaces de producir la SES, siendo

Japédn el principal pais fabricante de la tecnologia junto con China y Estados
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Unidos que se encuentran en segundo y tercer lugar. De manera general los
equipos generadores de la SES se dividen en dos, los que cuentan con septum o
membrana en la celda de electrdlisis que producen SES a pH 2 y 3; y los equipos
que no cuentan con la membrana y producen SES con pH neutro. En estos
ultimos equipos, el HCI formado en el lado del anodo neutraliza el NaOH del lado
del catodo (Hirano y Ueda, 1997). De acuerdo a Al-Haq y Sugiyama (2004), el
equipo mas reportado en publicaciones es ROX-20TA (Figura 10) fabricado por

Hoshizaki Electric Inc., Toyoake Aichi, Japon.

~
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Figura 10. Generador de SES ROX-20TA mas comunmente empleado (Al-Haq et
al. 2005)

A manera de esquema, el cloro es generado en el 4nodo (agua oxidada o

acida) y el hidrégeno (H2) en el catodo (agua reducida o alcalina) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema del generador de SES y los compuestos producidos.
Adaptado de Al-Haq et al., 2005.

El Cl2 reacciona con el agua para formar HOCI y HCI. Estudios sugieren
que el HOCI (cloro no disociado) penetra en las membranas celulares microbianas
ejerciendo subsecuentemente su accidén antimicrobiana mediante la oxidacion de

sistemas metabolicos (Albrich et al., 1986; Barrette et al., 1989; Hurst et al., 1991).

La concentracion de reactivos de cloro en la SES es influenciada por el
amperaje del generador de SES (Park et al., 2001). Se tiene documentado que la
cantidad de HOCI producido durante la electrolisis se relaciona positivamente con
la cantidad de NaCl anadido. Sin embargo la produccién de la SES se puede
modificar para reducir la presencia de HOCI y aun mantener su efectividad para la
inactivacién microbiana y reducir asi los niveles de agua clorada (Kim et al., 2000;

Len et al., 2000).
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La cantidad de cloro disponible, el potencial de oxidacion reduccion y el pH
en la SES no tienen un papel relevante en la reduccién del crecimiento de agentes
contaminantes como los hongos, el factor fungicida principal de este tipo de
soluciones son las concentraciones de radicales "OH que se originan en mayor
medida en SES de pH neutro. De esta manera, las ROS como el ‘OH y otros
radicales son los que estan involucrados en el proceso de desinfeccion al destruir
las estructuras celulares de las esporas (Figura 12), produciendo un aumento en

la permeabilidad que causa liberaciéon de K+ y Mg?* (Xiong et al., 2010).

Figura 12. Espora de A. flavus. A: Espora normal. B: Espora tratada con SES de
pH neutro. Las flechas muestran encogimiento y agrietamiento de paredes
celulares causando incremento de la permeabilidad iénica. Tomado de Xiong et
al., 2010.

La capacidad de desinfeccidn de la SES se ha probado en diversas semillas
(Lixin et al., 2010; Yoshida et al., 2003; Zhang et al., 2011) aunque los estudios en
los que se ha evaluado SES sobre semillas de tomate se enfocan particularmente

en su efecto contra bacterias (Bari et al., 2003; Park et al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Para los experimentos de efectividad de la SES sobre semillas se utilizaron
semillas de jitomate, variedad El Cid F1 (Harris Moran) adquiridas de Ahern
Internacional de México SA de CV (Celaya, Guanajuato, México). Las semillas
venian en empaques sellados estériles. Las semillas fueron colocadas en sacos
de nylon poroso en grupos de 50 semillas en condiciones asépticas y

almacenadas para los experimentos subsecuentes.

Las cepas de F. oxysporum, F. verticillioides, A. flavus y A. parasiticus
usadas para la inoculacion de semillas, fueron obtenidas a través de una donacién
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC), Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). La SES de pH neutro (7 £ 0.05) a 10, 40 y 60 mg/L
de cloro activo fue proporcionada por Esteripharma S.A. de C.V. Los niveles de pH
y cloro de la SES fueron medidos antes y después de su uso en los experimentos
con un potencidmetro (Thermo Scientific Orion) y un fotémetro (Hannah
Instruments HI 96771), respectivamente. EI medio para crecimiento de estas
cepas de hongos fue en PDA para Fusarium y SDA (Bioxon Becton Dickinson,
México) para Aspergillus. Para preparar las suspensiones de esporas usadas para
infectar las semillas se utilizé polisorbato 80 NF grado reactivo al 0.1%
(Comercializadora de Productos Quimicos TANY). Esta concentracion de
polisorbato es menor a la que ha sido reportada por otros autores para conteo de

esporas de Aspergillus (Xiong et al., 2010).
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Para las pruebas de conversion de los metabolitos se empledé AFB1 y FB;q
(Sigma Aldrich). EIl MeOH y ACN usados para estos analisis fueron grado HPLC
(Fisher Scientific), el agua empleada para los experimentos fue ultrapura de 18.2
MQ-cm (megaohms) filtrada en equipo Simplicity® (Merk Millipore Co). Para la
calibracién del fluorometro (VICAM SERIES-4EX) se utilizaron los estandares de
calibracién (FumoniTest VICAM) y para obtener la fluorescencia adecuada para la

lectura se empled el revelador Ay B (Fumoni Test VICAM).

Para las pruebas de germinacién se usé polietilenglicol (PEG 8000, Fisher

Scientific). Todos los demas reactivos usados fueron grado ACS.

3.2 Inoculacién de semillas y aplicacion de la SES

Para los estudios de efectividad, los hongos F. oxysporum'y F. verticillioides
se cultivaron en PDA por 14 dias a temperatura ambiente (25°C), mientras que los
hongos A. flavus y A. parasiticus se crecieron en medio SAB a una temperatura de
35°C por 14 dias. Las placas para cada hongo fueron sembradas por estria a
partir de tubos que contenian muestra del hongo en agua bidestilada estéril. Una
vez que se obtuvo en las placas una gran proliferacion del hongo, los agares
fueron lavados con polisorbato 80 [0.1%)] para colectar las esporas. Se prepararon
suspensiones de esporas conteniendo entre 2-2.5 x 10% esporas/mL de cada
hongo cuantificando con camara de Neubauer de 0.100mm de profundidad (ISO
LAB) (Figura 13). Los grupos de 50 semillas cada uno (colocados en sacos de

nylon poroso el cual fue puesto previo a su uso en luz UV para asegurar la
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inocuidad del material) se sumergieron en las soluciones de esporas respectivas
(500mL de cada solucién) durante 20 min. Las semillas inoculadas fueron
sumergidas posteriormente en la SES a 10, 40 y 60 mg/L de cloro libre durante 5,
10, 15 y 20 min. Estas condiciones experimentales no exceden los limites
permisibles de cloro en la industria alimenticia (Gémez-Lopez, 2012) e incluyen los
tiempos de tratamiento usados en investigaciones similares (Buck et al., 2002).
Los valores de pH y cloro libre de la SES 10, SES 40 y SES 60 donde fueron
inmersos los sacos se midieron antes y después de cada experimento con las
cuatro especies de hongos a los cuatro distintos tiempos de inmersiéon en la SES
con un potencidémetro y un fotémetro, respectivamente. Como controles se usaron
agua ultrapura e hipoclorito de sodio (65000 mg/L de cloro activo). Cada
tratamiento consistié de 4 réplicas. Después, las semillas se incubaron por 7 dias
en cajas de Petri de policarbonato con PDA para Fusarium (Audenaert et al.,
2012) a 25 °C y por 3 dias en SDA para Aspergillus a 35 °C ( Okun et al., 2015) ya
que este periodo genera una proliferacion adecuada del hongo para aislamiento
de esporas. Al completar la incubacion, las esporas fueron colectadas de los

agares usando polisorbato 80 [0.1%] para proceder a su cuantificacion.

3.3 Conteo de esporas

Para determinar la produccion de esporas en las pacas con semillas control
y expuestas a los tratamientos (seccion 3.2), se realizé la colecta de esporas

despues de los 7 dias para Fusarium y 3 dias para Aspergillus utilizando
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polisorbato 80 [0.1%] agitando suavemente. Las esporas se cuantificaron en la
suspensién preparada usando camaras de Neubauer (Figura 13) determinando
las esporas por mL. Las lecturas se realizaron bajo observacién en microscopio a
40x en los cuadrantes de 1 x 1 x 0.1 mm (factor 1 x 104), el resultado se expresd

en nimero de esporas por mL.

Se cuantificaron las esporas presentes en los cuadrantes usando la

Esporas totalesxFactor de Camara (10,000)

siguiente formula: No.de esporas/ mL = N imoro do cuadros s dileiin

Los conteos de esporas se realizaron en los 16 cuadros de los cuatro cuadrantes
de la camara de Neubauer empezando por el primer cuadrante de la parte

superior izquierda como se indica en la figura 14.

Figura 13. Camara de Neubauer ISOLAB.
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Figura 14. Cuadrantes de camara Neubauer. Para el conteo se tomaron en cuenta
las esporas comprendidas en los 16 cuadros de cada uno de los 4 cuadrantes
como se sefalan las flechas en el circulo numero 1.

3.4 Pruebas de germinacion

Las pruebas de germinacién se realizaron con cuatro réplicas de 50
semillas embebidas en dos capas de papel filtro en placas de Petri de 5 cm de
didmetro a las que se les anadié 1.5 mL de la solucién de germinacién seguido de
incubacion a 25 °C. Los controles y tratamientos incluyeron agua destilada y cloro
comercial; el tratamiento con PEG 8000 al 5 %, y el tratamiento con PEG 8000 al
10 % y tres tratamientos con SES a 10, 40 y 60 mg/L de cloro libre. Las soluciones
de PEG 8000 (5% y 10%) se prepararon para garantizar un potencial osmotico

durante las pruebas de germinacién. Cada 24 h se afadi6 la solucion de
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germinacién (ésta fue cada uno de los tratamientos y controles) para mantener el
potencial hidrico constante. Las cajas Petri con las semillas se colocaron en
bolsas de plastico selladas y se incubaron a 25 °C durante 4 dias en la oscuridad y
su germinaciéon se observo periédicamente. Se realizaron cuatro repeticiones de
50 semillas de cada tratamiento, incluyendo el control, con un total de 7

tratamientos de 50 semillas = 350 x 4 repeticiones = 1400 semillas evaluadas.

3.5 Efectos de la SES sobre parametros nutricionales

La inocuidad de las SES sobre las semillas se evalué también mediante
andlisis proximales para determinar los parametros nutrimentales de estas. Las
semillas de jitomate fueron colectadas de los frutos de jitomate variedad saladette.
Las semillas fueron obtenidas a partir de 16 kg de jitomate con una espéatula.
Después de colectarse, estas fueron dejadas en fermentacién en un matraz de
vidrio por 3 dias en oscuridad. Este proceso de fermentacion permitié degradar el
material gelatinoso que rodea a la semillas y poderlas separar de los tejidos
residuales del fruto. Posterior a este proceso, las semillas fueron lavadas con
abundante agua y puestas a secar a 65 °C dentro de un horno de aire forzado por
24 h. Tras el secado, las semillas fueron molidas en una licuadora de vidrio 7010S
(Waring Commercial) a velocidad alta y pasadas a través de una malla
Fisherbrand® tamiz 20 con una porosidad de 850 um (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). Los métodos para los analisis proximales se basaron en los reportados

por la AOAC (AOAC, 2000). La materia seca fue calculada al medir la diferencia
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en peso humedo menos el peso seco en el horno a 100 °C. La proteina fue
determinada con el método Kjeldahl empleando sulfato de cobre pentahidratado
como catalizador. Brevemente, 0.2 g de muestra fueron digeridos con 5 mL de
acido sulfurico y 3 g de mezcla de catalizador (3:97 sulfato de cobre
pentahidratado: sulfato de potasio) y calentada a 300 °C. Después se anadieron
20 mL de agua bidestilada al tubo. La muestra fue destilada en una unidad para
microdestilacién (Labconco, MO, USA) y titulada colorimétricamente con 0.1N HCI.
La ceniza total fue determinada con el método de incineracién en horno. Los
lipidos crudos fueron extraidos con un extractor ANKOMXT10 (ANKOM, Macedon
NY) siguiendo las instrucciones del fabricante. La fibra cruda se determiné con un
analizador automatizado de fiora ANKOM 200 (ANKOM, Macedon NY) de acuerdo

a métodos oficiales de la AOAC.

3.6 Efecto de la SES sobre las micotoxinas

Los cambios de las propiedades moleculares para AFBi fueron
documentados con cromatografia liquida de ultra desempeno UPLC (ACQUITY
UPLC H-Class © WATERS) y verificados con espectrofotdmetro de masas en
colaboracion con el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)
en el campus de la Universidad Texas A&M. Se prepararon soluciones de AFB1 a
20 ng/mL y 100 ng/mL y se evalu6 la SES de 60 mg/L de cloro libre. Los niveles
de AFB1 usados incluyen rangos de contaminacion frecuentes. Para la

cromatografia liquida se evalu6é en una relacién 1:1, la SES a 60 mg/L de cloro
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libre con el estdandar de AFB1 a 20 ng/mL y a 100 ng/mL por separado. Las
soluciones se colocaron en viales dambar y se dejaron actuar con la SES durante
20 min para proceder a su analisis con un tiempo de corrida de 15 min empleando
un detector de fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 365 nm y
de emision de 429 nm, un flujo de 0.2 mL por min y un volumen de inyeccién de 20
uL. La columna utilizada fue una AQUITY UPLC BEH C18 fase reversa (2.1 x 100
mm, 1.7 um). Se inyecté ACN grado HPLC para asegurar que no existan residuos
de otro compuesto, seguido de inyeccibn de MeOH grado HPLC, inyectando
después la SES a 60 mg/L, e inmediatamente después la mezcla de SES a 60
mg/L + AFB1 a 20 ng/mL, SES 60 mg/L + 100 ng/mL de AFB1, la AFB1 a 20 ng/mL
y la AFB1 a 100 ng/mL. La fase movil consistié de 640 mL de H20, 180 mL de

MeOH y 180 mL de ACN grado HPLC.

En las pruebas con espectrometria de masas se prepararon 4 viales: 1)
AFB1 a 20 ng/mL, 2) AFB1 a 100 ng/mL, 3) 1:1 SES 60 + AFB1 a 20 ng/mL y 4) 1:1
SES 60 + AFB1 a 100 ng/mL. Los viales 3 y 4 fueron expuestos a la SES de 60
mg/L de cloro libre durante 20 min y después se secaron en un evaporador de
nitrégeno a temperatura ambiente para posteriormente disolverse en 500 uL de
ACN al 80% + 0.1% de acido trifluoroacético (TFA). La matriz empleada fue acido
a-ciano-4hidroxicinamico para ionizacion directa. El equipo de MS fue un MALDI-
TOF (Shimadzu Axima Assurance) con un rango de repeticidn variable de 50 Hertz

con laser de nitrégeno.

Para FB1 se verificod el efecto de la SES en la reduccion de deteccion de

esta toxina mediante fluorometria usando un fluorémetro (VICAM SERIES-4EX).
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Se prepararon soluciones de FB1 (Sigma Aldrich) suspendida en MeOH a 4 mg/L y
se evalué el efecto de la SES para reducir los niveles de FB1. Se colocaron en
tubos de ensayo, las soluciones de FB1 (0.5 mL) que fueron desafiadas con la SES
a 10, 40 y 60 mg/L de cloro libre (0.5 mL) de cada una por separado durante 20
min. Cada analisis se realiz6 por triplicado. Para su lectura con el fluorémetro, las
soluciones incubadas de SES y FB1 se mezclaron con 1 mL de revelador (Fumoni
Test VICAM). Antes de la lectura, el equipo de fluorometria fue calibrado con los

reactivos VICAM correspondientes. Teniendo asi:

1) (1 tubo) 1 mL de MeOH + 1 mL de revelador como control negativo.

2) (1tubo) FB1 a4 mg/L = 0.5 mL de FB1a 8 mg/L + 0.5 mL de H20 HPLC + 1
mL de revelador como control positivo.

3) (3 tubos) FB1 + SES a 10 mg/L de cloro libre = 0.5 mL de FB1 a 8 mg/L +
0.5 mL de SES 10 + 1 mL de revelador.

4) (3 tubos) FB1 + SES a 40 mg/L de cloro libre = 0.5 mL de FB1 a 8 mg/L +
0.5 mL de SES 40 + 1 mL de revelador.

5) (8 tubos) FB1 + SES a 60 mg/L de cloro libre = 0.5 mL de FB1 a 8 mg/L +

0.5 mL de SES 60 + 1 mL de revelador.
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3.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las pruebas de efectividad e inocuidad fueron
analizados con métodos no paramétricos Kruskal-Wallis y Mann-Whitney, la
prueba T-test se utilizé para comparar el pH y la prueba Wilcoxon para analizar los
parametros de cloro activo, previos y posteriores a los experimentos de la
efectividad de la SES. T-test se empled para comparar el andlisis proximal de las

semillas.
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4. RESULTADOS

4.1 Estabilidad de la SES

Las medias de pH y cloro activo de la SES durante los experimentos de
efectividad (antes y después) se muestran en la Tabla 1. Estas medias fueron
calculadas de todas las lecturas realizadas a la SES independientemente del
hongo a tratar y el tiempo. Estos parametros mostraron diferencias significativas (p
< 0.05) antes y después en la eficacia de estos experimentos. En general hubo
una tendencia en la reduccién de los valores de pH y cloro activo posterior a su
aplicacion sugiriendo que la eficacia de la SES puede ser afectada por la

exposicién a materia organica como sucede con otros agentes a base de cloro.

Tabla 1. Niveles de cloro libre y pH en la SES antes y después de la
descontaminacion de las semillas de jitomate

Cloro libre Cloro libre pH pH
SES
(antes) (después) (antes) (después)

10 mg/L 11.2+027 94+042* 725%+0.04 7.12+0.04*
40 mg/L 406 £+0.30 40.4+0.94 7.1 +£0.02 7.0 £0.02*
60 mg/L 522+0.97 515125 7.2 £0.01 7.1 £0.43"

*Los valores de cloro activo y pH son medias y el error estandar del total de las
mediciones independientemente del tipo de hongo y el tiempo. Se documentaron
diferencias significativas (p < 0.05) entre las medias de pH empleando la prueba T-
test. El * denota diferencias significativas entre el antes y después para cada
medicién. Lo mismo ocurrié para las medias de cloro libre (p < 0.05) utilizando la
prueba Wilcoxon.
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4.2 Resultados de las pruebas de efectividad de la SES

Se observé que la concentracidn mas efectiva para reducir el crecimiento
de las cuatro cepas de hongos fue la SES a 60 mg/L de cloro libre (Tabla 2),
registrandose niveles de reduccion de esporas/mL de hasta 64% para F.
oxysporum, hasta un 76% para F. verticillioides, un 98% para A. flavus, y de un
94% para A. parasiticus (Figuras 15-18). El tratamiento con agua fue el control
positivo en el cual se basan las graficas del porcentaje de reduccion en la
produccién de esporas de las cuatro especies de hongos, dicho tratamiento
estaria en la base del eje x al 0% (0% de reduccién) por tal motivo no se incluye
en las figuras, asi mismo la reducciéon de la produccion de esporas que se expresa
de manera negativa en las graficas representa un incremento en el conteo de

esporas de estos hongos con base en el tratamiento con agua.

Se documentaron diferencias significativas (p<0.05) entre la mayoria de los
tratamientos de SES para los diferentes hongos (Tabla 2). El tiempo de exposicidon
a las SES mostro diferencia significativa para A. parasiticus (p< 0.05) mientras que

para los otros hongos no mostré efecto.
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Tabla 2. Efectividad de la SES sobre F. oxysporum, F. verticillioides, A. flavusy A. parasiticus

T'(i"flf)o CLORO 6.5% AGUA SES 10 SES 40 SES 60
F. oxysporum a b bc d e
5 0 83.5 (76.0-98.8) x10° 76.4 (69.6-88.8) x10° 52.3 (48.9-59.2) x10° 32.9 (26.9-34.5) x10°
10 0.0(0.0-10.6) x10° 66.0 (55.9-81.0) x10° 60.9 (55.9-96.6) x10° 32.0 (28.5-51.3) x10° 22.9 (20.6-30.1) x10°
15 0.0(0.0-2.1) x10° 76.4 (58.0-93.6) x10° 68.5 (63.5-79.9) x10° 54.0 (49.7-62.0) x10° 27.3 (24.7-35.7) x10°
20 0 79.1 (55.5-81.1) x10° 74.6(60.0-79.9) x10° 49.1(44.1-55.7) x10° 24.2(21.8-35.3) x10°
F. verticillioides a b bc bd e
5 0.0(0.0-21.6) x10° 159.2(139.5-166.1) x10° 140.1(120.1-153.8) x10° 89.3(87.9-99.0) x10° 37.2(24.0-49.2) x10°
10 0 54.1(48.2-62.4) x10° 81.7(78.1-93.7) x10° 75.4(72.6-82.4) x10° 43.7(26.5-48.5) x10°
15 0 86.8(70.0-115.1) x10° 93.1(91.5-95.9) x10° 80.8(77.9-81.4) x10° 42.0(25.6-44.3) x10°
20 0 117.5(101.5-123.7) x10° 80.0(76.3-93.8) x10° 67.7(56.9-72.0) x10° 40.0(34.7-45.8) x10°
A. flavus a b bc d e
5 0 36.1 (21.4-41.5) x10° 19.4 (13.9-26.8) x10° 8.43 (5.8-10.0) x10° 1.1 (0.4-9.1) x10°
10 0 40.4 (30.9-92.0) x10° 21.9 (12.2-36.1) x10° 2.8 (2.3-4.0) x10° 1.0 (0.7-1.3) x10°
15 0 16.7 (7.6-28.4) x10° 18.4 (7.4-25.9) x10° 7.1 (4.1-9.1) x10° 1.8 (1.5-7.2) x10°
20 0 22.7 (12.8 -45.9) x10° 36.0 (20.6-51.7) x10° 11.4 (7.8-16.0) x10° 3.9(1.3-4.9) x10°
A. parasiticus a b bc d de
5 0 17.4 (7.1-26.0) x10° 7.0 (4.9-10.6) x10° 1.9 (1.6-2.3) x10° 0.9 (0.7-1.2) x10°
10 0 3.2 (3.1-4.0) x10? 3.0 (2.8-3.5) x10° 2.4 (2.0-2.6) x10° 1.3 (1.0-3.0) x10°
15 0 30.5 (11.4-50.2) x10° 17.8 (6.9-40.6) x10° 3.1 (2.6-4.6) x10° 3.9 (2.2-6.8) x10°
20 0 5.6 (5.3-5.8) x10° 15.8 (5.6-47.1) x10° 26.7 (4.8-31.3) x10° 15.2 (4.6-17.8) x10°

*Los valores presentados representan la mediana de esporas/mL y sus rangos. Diferencias significativas fueron
detectadas con andlisis no paramétricos Kruskal-Wallis y Mann- Whitney (p <0.05). Letras diferentes representan
diferencias significativas entre los grupos.
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Porcentaje de reduccion para F. oxysporum
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5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos

SES10mg/L ™ SES40mg/L M SES 60 mg/L B CLORO

Figura 15. Reduccion en la produccién de esporas de F. oxysporum y error
estandar a todos los tiempos de ensayo que corresponden a 5, 10, 15 y 20 min.

Porcentaje de reduccion para F. verticillioides
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Figura 16. Reduccién en la produccion de esporas de F. verticillioides y error
estandar a todos los tiempos de ensayo que corresponden a 5, 10, 15y 20 min.
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Porcentaje de reduccion para A. flavus
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Figura 17. Reduccion en la produccion de esporas de A. flavus y error estandar a
todos los tiempos de ensayo que corresponden a 5, 10, 15y 20 min.

Porcentaje de reduccion para A. parasiticus
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Figura 18. Reduccion en la producciéon de esporas de A. parasiticus y error
estandar a todos los tiempos de ensayo que corresponden a 5, 10, 15 y 20 min.
Los valores negativos para 20 min expresan un incremento en el conteo de
esporas comparado con la solucidén control de agua. El agua no se graficoé ya que
se us6 como control y el porcentaje de reduccién de cada tratamiento fue
calculado en base a la diferencia de estos contra el control (explicacion pagina
39).
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4.3 Resultados de las pruebas de inocuidad de la SES

La SES no afectd la germinacién de las semillas de jitomate (Tabla 3). Se
detectaron diferencias significativas entre el control y los tratamientos (p < 0.05)
con pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis y Mann-Whitney. Los valores
presentados (Figuras 19-21) muestran el promedio en porcentaje de germinacién

de semillas de las 4 réplicas.

Tabla 3. Inocuidad de la SES en la germinacion

Tratamiento

CLORO AGUA PEG5% PEG10% SES 10 SES 40 SES 60

TIEMPO

a b b b b b b
48 h 0 35(2-5)  3(1-5) 10 7 (3-19) 15(1-4)  3.5(1-4)
72h 0  255(23-36) 18.5(6-29) 11 (10-16)  34.5(30-44) 33 (25-36) 31.5 (23-42)
96 h 0  37.5(32-46) 31.5(20-39) 17 (10-28)  43.5(38-44) 38.5 (33-40) 39.5 (34-45)

*Los valores presentados muestran la mediana de 4 réplicas de 50 semillas las
cuales germinaron. Letras diferentes representan diferencias significativas (p
<0.05).
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GERMINACION A LAS 48 HORAS
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Figura 19. Porcentaje de germinacion de semillas y error estandar de grupos
control y tratamientos con SES a las 48 h.

GERMINACION A LAS 72 HORAS
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Figura 20. Porcentaje de germinacion de semillas y error estandar de grupos
control y tratamientos con SES a las 72 h.
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GERMINACION A LAS 96 HORAS
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Figura 21. Porcentaje de germinacion de semillas y error estandar de grupos
control y tratamientos con SES a las 96 h.

Los resultados de los analisis proximales mostraron similitudes en los
parametros evaluados (Tabla 4). Las muestras se analizaron en duplicados y su
comparacién estadistica fue empleando la prueba T-test. No se observaron
diferencias significativas (p = 0.05) entre las semillas control y las tratadas con la

SES de 60 mg/L de cloro activo.
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Tabla 4. Analisis proximal de semillas control y tratadas con la SES

Parametros (%) ((:23:::)' (SOSrIrslz L)

Materia seca 94.04 £0.18 94.03 + 0.01
Ceniza 4.01 £ 0.01 4.07 £ 0.04
Proteina 27.75+0.23 29.53 £ 0.53
Lipidos 16.18 £ 0.49 1759 +0.19
Fibra cruda 32.10 £ 0.42 32.14 £ 0.09
Extracto libre de Nitrogeno 13.97 £0.49 11.01 £0.30

*No se encontraron diferencias significativas usando la prueba
T-test (p =2 0.05). Porcentajes promedio de 2 réplicas.

4.4 Resultados de cromatografia de AFB1 por UPLC

Referente a la conversion de AFB1 con la SES se obtuvieron resultados con
cromatografia liquida que documentaron el cambio del tiempo de retencion de la
AFB1 desafiada con la SES a 60 mg/L de cloro libre comparada con el estandar de
AFB1 (Figuras 22 y 23). El control de aflatoxina (20 y 100 ng/mL) fue disuelta en
acetonitrilo previo a la inyeccibn que revel6 un pico al minuto 2.7 en el
cromatograma. Cuando se mezclé la AFB1 + SES a 60 mg/L de cloro libre en
proporcion 1:1, se observd un cambio en los tiempos de retencidén (min 4.8 y 5.4).
Este cambio puede estar relacionado a la posible adicién de -Cl y -OH en el anillo
de furano de la molécula y al cambio de carga de la molécula que tiende a ser mas

positiva como se ha reportado por Xiong et al. (2012). Otra posible explicacion
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son las diferencias en las condiciones de inyeccion, ya que la AFB1 + SES 60 fue
inyectada directamente (disuelta en ACN:SES proporcién 1:1) y no evaporada

para re-suspenderse en acetonitrilo antes de su inyeccién en el cromatografo.

1
120000{ 20 ng/mL AFB1
1100004
100000
900.08]
800.08]
700.08]
=
)
|
)
. 1 N AFB1 + SES 60
| —— \\ AFB1
100.09_4 SES 60
st MeOH
000 "200 = 4 600 8 w00 1200 1400

Minutos

Figura 22. Cromatograma de dosis baja de AFB1 y AFB1 +SES 60 mg/L de cloro
libre. En el min 2.7 se muestra el pico de aflatoxina (20 ng/mL) disuelta en
acetonitrilo; picos al min 4.8 y 5.4 (SES 60 + AFB1) muestran un cambio en el
tiempo de retenciéon que puede estar relacionado a la posible adicion de -Cl y -OH
en la molécula (anillo de furano), cambio de carga de la molécula (positiva) como

se reporta por otros autores (Xiong et al.,, 2012), o a las diferencias en las
condiciones de inyeccion.
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Figura 23. Cromatograma de dosis alta de AFB1y AFB1 + SES a 60 mg/L de cloro
libre. En el min 4.2 se muestra el pico de aflatoxina (100 ng/mL); picos del min 7.5

y 8.6 muestran el cambio del tiempo de retencion de la aflatoxina cuando se
combina con la SES a 60 mg/L de cloro libre.

4.5 Resultados de conversion de AFB1 por MS

La espectrometria de masas mostré evidencia preliminar de la formacion de
un nuevo compuesto que pudiera ser compatible con el reportado por otros
autores como 8-hidroxi-9-cloro-aflatoxina B1 (Xiong et al., 2012). (Figuras 24 y
25). La masa de AFB1 fue detectada como = 314 m/z y la masa compatible con el

producto generado fue de = 369-370 m/z.
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Figura 24. Espectrometria de masas. A: AFB1 control a 20 ng/mL, B: AFB1 control

a 100 ng/mL.
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Figura 25. Masas de compuestos de conversion. A: AFB1 a 20 ng/mL incubada
con SES 60. B: AFB1 a 100 ng/mL incubada con SES 60.
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4.6 Resultados de la reduccion de FB1 por fluorometria

Los resultados con fluorometria mostraron una reduccion del 8.3% de la
FB1 con la SES a 10 mg/L de cloro libre, un 11.3% con la SES a 40 mg/L y de un

26.6% con la SES a 60 mg/L de cloro libre (Figura 26).

Niveles de reduccionde FB1
100.0

Porcentajede reduccién

20.0

EL I
. 11.4 267

FB1 + SES 10 mg/L FB1 + SES 40 mg/L FB1 + SES 60 mg/L

Tratamientos
Figura 26. Porcentaje promedio y error estandar de la reduccion de FBi

empleando la SES a 10, 40 y 60 mg/L de cloro libre, como controles se empled
MeOH libre de FB1y la FB1 a 4 mg/L suspendida en MeOH.
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5. DISCUSION

La SES son soluciones que se han usado efectivamente para reducir la
contaminacién por microorganismos en alimentos (Al-Haq et al., 2005) y existe
evidencia de que pueden ser eficaces para ciertos hongos como Aspergillus
(Bonde et al., 1999) y Fusarium (Audenaert et al., 2012). EI mecanismo de accion
probable involucra incremento en la permeabilidad de la espora causada por el
"OH presente en la SES. Este compuesto causa fuga de iones de K* y Mg?*
causando disrupcién de la integridad de la espora (Xiong et al., 2010) lo que da

por resultado una reduccién de la capacidad de las esporas para germinar.

Los diferentes niveles de cloro libre en la SES utilizada en este trabajo
mostraron una capacidad variable para afectar a los distintos hongos. Para F.
oxysporum el tratamiento de SES 40 a 15 min presentdé mayor produccion de
esporas que el tratamiento a 5 min, lo mismo sucedié con la SES 60 a los 15 min
que mostré mayor produccion de esporas en comparacion con los tratamientos de
esta concentracion a los 10 y 20 min de exposicién y con la SES 10 a los 4
distintos tiempos se tuvo una menor produccion de esporas a los 10 min. Para F.
verticillioides la SES 10 mostrd un repunte de esporas a los 15 min, de igual
manera sucedié con la SES 40 a los 15 min; para la SES 60 el tiempo en el que se
presenté un menor numero de esporas fue a los 5 min, incrementando a los 10
min y disminuyendo nuevamente a los 15 y 20 min. Para A. flavus se obtuvo un
incremento en la producciéon de esporas a los 20 min con la SES 10 en

comparacién con el agua y la SES 60 a los 20 min tuvo un repunte en
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comparacién con los otros tiempos pero las esporas fueron menores en
comparacion con el control agua. En el caso de A. parasiticus hubo un aumento en
los niveles de esporas para las tres concentraciones de SES a los 20 min en
comparacién con el agua, lo cual puede deberse a que el hongo produce mas
esporas bajo condiciones de estrés siendo en este caso una exposiciéon a 20 min
en SES; sin embargo, en este estudio no se verifico la viabilidad de las esporas.
Algo que podria explicar estos efectos de la SES y el cloro sobre el incremento en
la produccion de esporas de los hongos es el hecho de que las especies de
Aspergillus  son considerados xerofilos, es decir son capaces de crecer en
condiciones de humedad bajas (< 0.85 actividad de agua) y han desarrollado
mecanismos fisioldgicos que les permiten crecer en condiciones estresantes
(Vinnere Pettersson y Leong, 2011) como lo podria ser en presencia de cloro a
dosis bajas. Algunos estudios reportan que en ciertos hongos como A. niger 26 el
estrés por calor promueve la sintesis de enzimas que ayudan a neutralizar
especies reactivas de oxigeno (Abrashev et al., 2005), en el caso de A. oryzae se
tiene documentado el mecanismo de respuesta a proteinas desdobladas el cual
reduce el estrés del reticulo endoplasmico ayudandolo en medios desfavorables

(Tanaka et al., 2015).

Se desconoce si el estrés generado por la exposicién a la SES o al cloro a
dosis bajas (10-60 mg/L) ocasiona un estrés similar en los hongos y las diferencias
en la capacidad de respuesta a proteinas desdobladas en las cepas de hongos de

este trabajo de tesis pero se sabe que el mecanismo principal de accion fungicida
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de la SES es la produccion de ROS los cuales pudieran ser neutralizados

proporcionando la adaptacion de estos hongos a los tratamientos.

La efectividad de la SES depende de los niveles de *OH vy esta efectividad

es variable de acuerdo al contacto con la materia organica (Gémez-Lopez, 2012).

La publicacién de Xiong et al., 2010 demuestra que la SES de pH neutro es
efectiva para inactivar esporas de A. flavus. En sus experimentos, 100 uL de
solucién de esporas [7.3-7.5 x 10° esporas/mL] fueron expuestas a SES de pH
neutro [60 mg/L] por 60 segundos y no se detecté viabilidad de las esporas
después del tratamiento al incubarse diluciones de las esporas tratadas con SES.
En los resultados de esta tesis existié variacidbn ya que se infectd a las semillas
con soluciones de esporas que variaron entre 2 a 2.5 x 10% esporas/mL. A pesar
ser una dosis mas baja en comparacion con el estudio de Xiong y colaboradores
(Xiong et al, 2010), en el presente estudio las semillas fueron sumergidas en esta
solucion por 20 min lo que pudo permitir una mejor fijacion de las esporas en las
semillas y culminar en una mayor conteo de esporas a partir de las semillas

inoculadas e incubadas por 3 dias.

Para el caso de Fusarium, existe poca literatura disponible que haya
empleado SES con pH neutro en el tratamiento de semillas. Uno de estos estudios
demuestra que la SES con pH neutro ha sido investigada para controlar el
crecimiento de F. graminareum, F. culmorum, F. poae y F. avenaceum (Audenaert
et al., 2012). Especificamente en el estudio de Audenaert y colaboradores, la SES

a 400 mg/L se empledé en granos de trigo para controlar infeccion por F.
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graminareum observando buenos resultados de inhibicion de germinacion de
esporas y reduccion de la produccién de metabolitos (ej. ergosterol) en semillas
(19) incubadas por 14 dias. Existen muchas diferencias entre ese estudio y este
trabajo ya que la SES usada en el mencionado estudio fue verificada que contenia
400 mg/L de OCI, una concentracion de cloro libre mayor que la empleada en la
presente investigacion. También, la concentracién de esporas usada para inocular
a los granos fue mas baja que este estudio, 100uL [10° esporas/mL] comparada
con 2 a 2.5 x 108 esporas/mL. En este trabajo, se usé una cepa de F. oxysporum

y F. verticillioides a diferencia de Audenaert y colaboradores.

El porcentaje de germinacion no se vio afectado por el uso de la SES y es
de interés el hecho de la germinacion se incrementd con la SES a sus distintas
concentraciones a partir de las 72 h en comparacién con el agua. De a acuerdo a
Wenny y Dumroese (1987), el tratamiento con cloro comercial al 5.25% puede ser
bien soportado por semillas de cubierta gruesa (coniferas) las cuales soportan de
manera favorable los efectos oxidantes del cloro. Especificamente para jitomate se
ha usado el lavado con cloro a 2.7% durante 30 min con buenos resultados (Rick

2015).

Concerniente a los parametros nutrimentales de las semillas tratadas con
SES, estos no fueron afectados por el tratamiento con SES a 60 mg/L de cloro

libre.

Con respecto a la degradaciéon de metabolitos téxicos como AFB1 y FB;1,

existe poca literatura que documente este efecto de la SES. Un estudio por Xiong
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et al. (2012) muestra resultados similares a este trabajo donde se observa la
conversion de AFB1 a otro compuesto similar que se sugiere tiene nula toxicidad,
en ese estudio, usando cromatografia liquida se documenté la conversién de AFB1
a un compuesto con un tiempo de retencion mayor y que se determino tiene carga
positiva. En el presente estudio, también con cromatografia de liquidos (UPLC) se
observé un cambio en el tiempo de retenciéon de AFB1 + SES 60 mg/L comparada
con el estandar de AFB1. Este cambio pudo estar relacionado a las diferentes
condiciones de inyeccién entre el estandar de AFB+1 (ACN) y la mezcla de la AFB;1
+ SES 60 mg/L (ACN:SES, proporcion 1:1). En el mismo estudio, Xiong y
colaboradores analizaron la conversién de AFB1 con espectrofotometria de masas,
registrando la AFB1 con un peso de 312 m/z, mientras que el compuesto de
conversion se presenté con un peso de 364 m/z y la férmula molecular propuesta
se obtuvo con un equipo de alta resolucion Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometer (HR-FT-ICR-MS) (Bruker Co. Ltd., United States).
En el presente trabajo de tesis, el peso molecular probable para la AFB1 fue de =
314 m/z. Mientras que para el probable compuesto de conversion fue de = 369-
370 m/z. Para FB1 no hay ningun reporte del uso de SES para degradar este
compuesto. Los resultados del presente estudio con fluorometria revelan evidencia
de una ligera conversion de esta molécula después de la incubacion de 4 mg/L de
FB1 con SES a 60 mg/L durante 20 min. Sin embargo, se requieren mas estudios
con diferentes condiciones experimentales para validar esta conversién y para
elucidar los posibles cambios estructurales que la SES ocasiona sobre FB1 y otras

fumonisinas.
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En este estudio no se contempl6 la verificacion de la viabilidad de las
esporas tratadas con la SES, lo cual queda como area de oportunidad para
mejorar en estudios posteriores. Otras areas a investigar pueden relacionarse a
las diferentes condiciones de fabricacién de la SES ya que se sabe que el voltaje
del equipo de electrolisis juega un papel importante en la concentraciéon de OH
que es el ingrediente activo principal. Por dltimo, los estudios de conversiéon de
AFB1y FB1 presentados en este trabajo son evidencia preliminar del potencial de

la SES para modificar estas toxinas y requieren ser investigados con mas detalle.
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6. CONCLUSIONES

El uso de la SES de pH neutro a 10, 40 y 60 mg/L de cloro libre es efectivo
para reducir la contaminacién por hongos A. flavus, A. parasiticus, F. oxysporum y
F. verticillioides de manera variable, ya que estos hongos poseen caracteristicas
diferentes para reaccionar ante las condiciones de estrés. Asi mismo se concluye
que el uso de la SES no afect6 el porcentaje de germinacion ni los parametros

nutrimentales de las semillas de jitomate.

En cuanto al efecto de la SES sobre la conversion de AFB1 se observd una
similitud con lo que otros autores han reportado, donde al incubar la SES y esta
toxina se produce un compuesto distinto que se sugiere es de nula toxicidad
segun la literatura. Para el caso de FB1, la SES mostrd cierta capacidad para
reducir la concentracién y esta disminucién fue dependiente de la concentracion

de la SES.
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