Sitio Argentino de Produccion Animal

Efecto de micotoxinas sobre la reproducciéon de cerdas

Fuente: Monica Madrigal Valverde. Escuela de Zootecnia, Facultad de Ciencias
Agroalimentarias, Universidad de Costa Rica, 2009

Hongos: caracteristicas generales

Los hongos son seres vivos pertenecientes al Reino Fungi, los cuales tienen una
membrana nuclear definida y requieren compuestos de carbono organico para su
subsistencia, solamente pocos hongos tienen una pared celular definida, a traves de la

cual se logra hacer un intercambio de nutrientes solubles (Smith J., Moss M. 1985).

Los hongos son fundamentalmente organismos terrestres, aunque algunos son de agua

dulce o marinos (Prescott; Harley y Klein, 1999).

Dentro de los eucariotas, los hongos constituyen un grupo de organismos sin Cloroplastos

y, por tanto, de vida heterdtrofa (Izco, 2004).

Los hongos pueden ser unicelulares o pluricelulares, cuentan con una unidad basica
estructural llamada hifa, un micelio el cual puede ser vegetativo o reproductor
(conjunto de hifas), extensones en la pared celular y septos (conpartimentos
interconectados) (Alfaro, 2009).

El cuerpo o estructura de un hongo se denomina talo. Su complejidad es variable, y va
desde las levadurasunicelulares hasta los mohos multicelulares. La célula del hongo

suele estar recubierta por una pared celular de quitina (Prescott; Harley y Klein, 1999).

Se pueden adaptar a rangos amplios de pH, ademas son aerobios, la mayoria vive entre
los 10-35° C, asi como que necesitan menor cantidad de humedad para vivir que otros
organismos como por ejemplo las bacterias; la reproduccion fungica se puede dar por
gemacion, esta se da cuando la yema aumenta de tamafno hasta que se separa de la
pared celular formando otro hongo(levadura), reproduccion por mitosis, cuando el
nlcleo se divide por que queda un nuevo nlcleo hijo en el nuevo brote, o bien por

reproduccion sexual por esporas (ascosporas) (Alfaro, 2009).

Los hongos han tenido, y siguen teniendo, una incidencia fundamental sobre los

intereses del hombre. Tanto su accion como patdgenos de las plantas de cultivo, como la

1de17


http://www.engormix.com/mbr-758834/monica-madrigal
http://www.engormix.com/alimentos_balanceados_materia_prima_levaduras_s_list_prod_BAL-233-291.htm

Sitio Argentino de Produccion Animal

biodegradacion que ejercen sobre alimentos, durante su almacenamiento y trasporte,
han privado y privan a la humanidad de una parte importante de su subsistencia (lzco,
2004).

Los hongos pueden ser patogenos e infectar plantas y animales, asi como establecer

relaciones beneficiosas con otros organismos (Prescott; Harley y Klein, 1999).

Existen muchos de los hongos filamentosos que no producen cuerpo fructifero, que
tienen gran importancia por su capacidad de crecimiento en alimentos, alimentos para

animales y materiales de manofactura (Smith J., Moss M. 1985).

Los hongos son importantes para los seres humanos, tanto como fuente de beneficio
como de perjuicio.Al igual que las bacterias y otros grupos de organismos heterotrofos,
el papel de los hongos en la descomposicion es de enorme importancia. Degradan
materia organica compleja del ambiente a compuestos organicos simples y moléculas
inorganicas. De esta forma, se liberan y se ponen a disposicion de los seres vivos:
carbono, nitrégeno, fosforo y otros componentes cruciales de los organismos muertos
(Prescott; Harley y Klein, 1999).

Micotoxinas: aspectos generales, principales hongos que producen micotoxinas,

formacién de micotoxinas e impacto de la incidencia de micotoxinas.

Muchos hongos tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios; algunos de
estos metabolitos son pigmentos, que tienen propiedades antibioticas y otros son toxicos

para plantas y animales (Smith J., Moss M. 1985).

Todos los hongos necesitan materiales organicos para la produccion de biomasa y para

producir la energia para estas reacciones (Smith J., Moss M. 1985).

El metabolismo primario se da para cumplir todas las funciones vitales del hongo, por el
contrario en el metabolismo secundario son reacciones no involucradas en el crecimiento
normal del hongo, que generan gran diversidad de productos: antibioticos, hormonas del

crecimiento de plantas, hormonas sexuales, melaninas y mocotoxinas (Alfaro, 2009).
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El metabolismo secundario difiere del primario en que ocurre después de una fase de
crecimiento balanceado, en el cual se da en un pequefio numero de especies o aln mas
especifico y los metabolitos secundarios activos se denominan dependiendo el
organismos al que ataquen por ejemplo: si ataca microorganismos se le llamaantibiotico,
fitotoxina cuando los efectos son en plantas y micotoxina cuando el organismo que se ve

perjudicado es una animal (Smith J., Moss M. 1985).

Las micotoxinas son aquellos metabolitos, de los hongos que causan enfermedad o
muerte en el hombre, en los animales domésticos, después del consumo de alimentos

contaminados, lo que provoca una micotoxicosis (Smith J., Moss M. 1985).

Las micotoxinas segregadas por mohos colonizan alimentos y forrajes almacenados en

condiciones deficientes. (Izco, 2004)

Los tres géneros flingicos dominantes que contaminan los productos alimenticios
son: Aspergillus, Penicillium yFusarium, de los cuales entre las principales especies
productoras de micotoxinas se encuentran, Aspergillus flavus y A. parasiticus hongos
productores de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, siendo la aflatoxina B1 la mas toxica y
considerada un compuesto natural hepatocarcinogénico (Juaréz, N; G, Sanchez y Loaeza,
L, (s/f)).

La similitud entre metabolitos secundarios de hongos, por los que son compuestos
organicos y peso molecular bajo, todas tienen un diferente nivel de toxicidad
(ONU,1983).

La formacion de micotoxinas depende de la cepa especifica del hongo que prolifere en
el sustrato y de factores ambientales como la humedad, la temperatura y el oxigeno. Por
lo tanto, la contaminacion con micotoxinas puede variar segin las condiciones
geograficas, climaticas, métodos de produccion, tipos de almacenamiento y también

segln el tipo de insumo (ONU,1983).

Los granos, semillas oleginosas y cereales constituyen un gran porcentaje de la dieta de
humanos y animales. Estos alimentos se suelen almacenar a lo largo del ano, con la

vision de reserva cuando se dé la escases y suplir semilla durante la siguiente cosecha,
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en éste almacenaje existen factores como hongos insectos y plagas que afectan de

manera directa o indirecta la calidad del grano (Miller, J y H, Trenholm, 1994).

Un decrecimiento en el contenido nutricional del material también puede estar ligado a
una perdida de carbohidratos, proteinas, aminoacidos y vitaminas; ademas de un
incremento de acidos grasos. Los hongos representan la mayor causa de pérdida de
granos y semillas almacenadas y se encuentran despues de los insectos como causa de

deterioro y perdida (Miller, J y H, Trenholm, 1994).

Las infecciones fungicas radican en decrimento de la calidad, y valor de el mercado de
los cereales y sus derivados, no obstante el crecimiento fungico no necesariamente
representa la presencia de micotoxinas, debido a que no todas las especies y familias de

hongos producen micotoxinas (Miller, J y H, Trenholm, 1994).

Las cosechas almacenadas pueden contener micotoxinas desarrollandose tras una
infeccion en el campo o toxinas formadas durante el almacenamiento (Miller, J y H,
Trenholm, 1994).

El aumento del periodo de almacenamiento aumenta el desarrollo de micotoxinas por los
siguientes factores: factores que afectan el crecimiento de micotoxinas, actividad y

cantidad de agua, temperatura, sustrato (Miller, J y H, Trenholm, 1994).

Las principales clases de micotoxinas son las aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos,

zearelonona y fumonisinas.

Aflotoxinas: son producidas por diferentes especies de Aspergillus flavusy A.
parasiticus, las aflotoxinas provocaron la enfermedad de los pavos en 1960; Aspergillus
flavus produce AFB;y AFB,, A. Parasiticus AFB;, AFB,, AFG,y AFG2 (Figura 1). Las
variaciones en la magnitud de la toxicidad son variables entre las AF, Por ejemplo: las

AFB1 es la mas toxica y esta ligada a la producion de la AFM1 (Hussein y Brasel, 2001).
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Aerodn Py Afiatoxin G,

Fuente: Hussein y Brasel, 2001
Figura 1. Estructuras quimicas de aflotoxinas B (AFB;y AFB,) y aflotoxinas G (AFG;y
AFG,).

La M1 es el metabolito toxico de AFB1 el cual se puede encontrar en maiz, nueces y
almendras (Figura 2); la aflotoxina B es carcinogénica en animales, interviene en la

inmunidad asi como su toxicidad es muy alta (Alfaro, 2009)._

Aflatoxin M,

Fuente: Hussein y Brasel, 2001
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Figura 2. Estructura quimica de aflotoxinas M (AFM; y AFM,).

Ochatoxinas: son el metabolito secundario de especies de Aspergillus flavus y Fusarium,
estos compuestos tienen efectos nefrotoxicos en pollos y puede ser promotor de
tumores en humanos, la ochatoxina A (Figura 3) es el mas toxico componente de este

grupo (Hussein y Brasel, 2001).
Cuando se produce pueden producir al mismo tiempo acido penicilico y citrinina.

La ochatoxina A se absorbe lentamente en el intestino superior, tiene una vida media
larga en el suero y mucho tejido de animales productores, es una potente nefrotoxina,

carcinogénica en roedores y posiblemente en humanos y otros animales (Alfaro, 2009).

0
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Ochratoxin A

Fuente: Hussein y Brasel, 2001

Figura 3. Estructura quimica de ochatoxina A.

Tricotecenos: los hongos mas importantes en su produccion son los del genero Fusarium
sp. Entre los tricotecenos incluye la toxina T-2, diacetoxiscirpenol (DAS), deoxinivalenol

(DON) y nivalenol (Figura 4) (Hussein y Brasel, 2001).

Tienen toxicidad dérmica formando manchas rojas en la piel, animales y personas

intoxicadas presentan vomito (Alfaro, 2009).
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T-2 Toxin

Fuente: Hussein y Brasel, 2001

Figura 4. Estructura quimica de los tricotecenos toxina T-2, diacetoxiscirpenol (DAS), y

deoxinivalenol (DON)

Zearalenona: es un tricoteceno tipo B, sintetizada por Fusarium sp., tiene potentes

propiedades estrogénicas, produce hiperestrogenismos (Figura 5) (Alfaro, 2009).

HO 0 CH,

o)

HO / 0
Zearalenone (ZEN)

Fuente: Hussein y Brasel, 2001
Figura 5. Estructura quimica de Zearalenona (ZEN)

Fumonisina: son un grupo de sustancias producidas por Fusarium moliniforme, y otros
(Alfaro, 2009).

La fumonisina B, (Figura 6) es la mas toxica y esta asociada con tumores en ratas
(Hussein y Brasel, 2001).
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o C—OH 8—00"
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Fumonisin B,

Fuente: Hussein y Brasel, 2001

Figura 6. Estrucutura quimica de fumunisina B1.

Micotoxinas: efecto en la produccion animal

Es importante destacar el enorme riesgo que representa para la salud humana, la
presencia de micotoxinas en los productos animales, como consecuencia del consumo

por parte del animal de piensos contaminados (Denli y Pérez, 2006).

8de 17



Sitio Argentino de Produccién Animal

Micotoxinas Animales Efectos observados
Aflatoxina B, Aves Descenso en el crecimiento y en la produccion,
peso y calidad de los huevos, incluida su
incubabilidad. Presencia de residuos de aflatoxina
B; y M, en huevos y carne. Reduccién de la
funcién inmune ¢ incremento en la mortalidad
Cerdos Descenso en el crecimiento, consumo y eficiencia
de utilizacion del alimento. Inmunosupresion,
incremento  en la  incidencia de oftras
enfermedades, diarrea, desajustes reproductivos y
mortalidad
Vacuno, ovino y |Reduccién en la produccién de leche y
caprino lechero |crecimiento. Presencia de residuos de aflatoxina
M; en leche
Otros rumiantes | Reduccion en el consumo, crecimiento y respuesta
inmune
Ocratoxina A Aves Descenso en el crecimiento produccion de huevos,
consumo y cficiencia de utilizacién del alimento.
Descenso en la utilizacién de la energia y la
proteina. Inmunosupresion, ¢ incremento ¢n la
mortalidad
Vacuno, ovino y | Residuos de OTA y sus derivados en leche
caprino lechero
Cerdos Significativo descenso en el crecimiento
Zearalenona Cerdos Infertilidad, hiperestrogenismo, anoestro, y
reduccion de la camadas
Rumiantes Hiperestrogenismo y reduccién de la produccion
lechera
Deoxinivalenol Todas las Descenso en ¢l consumo de alimento y ganancia
especies de peso
Fumonisinas Todas las Lesiones  hepdticas en cerdos y  vacas.
especies Leucoencefalomalacia equina (ELEM), Edema
porcino pulmonar (PPE)
Diacetoxycirpenol Aves y cerdos | Pérdida de peso, lesiones cutancas, hemorragias
y toxina T-2
Ergotina y otros Todas las Reduccion en el crecimiento. Descenso en la
alcaloides especies produccion lechera

Figura 7. Las micotoxinas y sus efectos en animales domésticos.

Fuente: Denli y Pérez, 2006.
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Micotoxinas Efectos

Aflatoxina B, Carcinogénica, hepatotoxica, teratogénica, mutagénica ¢
immunotoxica

Aflatoxina M, Carcinogénica y hepatotoxica

Ocratoxina A Nefrotoxica, carcinogénica, teratogénica ¢ immunotoxica

Zearalenona Estrogénica, immunotoxica ¢ hiperoestrogénica

Deoxinivalenol Factor emético y de rechazo del alimento

Fumonisinas Carcinogénica, hepatotdxica y neurotdxica

Diacetoxycirpenol y toxina T-2 | Dermatotéxica y neurotéxica

Ergotina y alcaloides Neurotoxica

Figura 8. Clasificacion respecto a sus efectos biologicos.
Fuente: Denli y Pérez, 2006.

La toxicidad puede comprender desde el desarrollo de actividades carcinogénicas,
teratogénicas o mutagénicas hasta la produccién de desordenes de tipo hormonal o
inmunosupresor. Los mohos productores de micotoxinas se encuentran en la mayoria de
habitats y pueden contaminar los alimentos, principalmente los productos agricolas, y
como resultado de su actividad metabdlica acumular en éstos las toxinas (Sachis; Marin y
Ramos, 2000).

La presencia y la magnitud de la contaminacién aflotoxinica varian en funcion de
factores geograficos y estacionales, y también de las condiciones en que se cultiva,
cosecha y almacena un producto agricola. Los cultivos en zonas tropicales vy
subtropicales son mas propensos a la contaminacion que los de regiones templadas, pues
las condiciones dptimas para la formacion de toxinas imperan en las zonas de humedad

y temperatura elevada (ONU,1983).

Produccién porcina: aspectos generales

Desde 1980 Costa Rica logra ser autosuficiente en abastecimiento de carne de cerdo, lo
anterior fue impulsado por la trasformacion tecnolofica de explotaciones familiares a

explotaciones comerciales y la creacion de la ley de fomento porcino (Bonilla, 1993).
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Las explotaciones porcinas se dividen en cuatro modalidades: cria, cria-desarrollo-
engorde, desarrollo-engorde y produccion de pie de cria puros; los sistemas de
produccion pueden ser: intensivo, extensivo, mixto y familiar; y el tamano de las

explotaciones se encuentran entre grandes, medianas y pequenas (Bonilla, 1993).

Produccioén porcina: alimentacion

Los animales monogastricos como el cerdo, tienen una digestion relativamente simple,

se realiza a partir del jugo gastrico (Roldan,2006).

Esta secrecion gastrica procede de las glandulas fundicas, cardiales y piloricas y se
produce con base a una estimulacion nerviosa y una mécanica. La nerviosa se produce
con el acto de deglucion y la misma presencia del alimento y la mecanica ocurre con el

contacto de los alimentos con la mucosa gastrica (Roldan,2006).

Alimentacion de los futuros reproductores y de los verracos: El nivel de alimentacion de

las hembras debe permitir el desarrollo éptimo del tejido magro y limitar los dépositos
grasos, este objetivo se puede lograr por medio de un racionamiento progresivo, que
alcance las 9.000-9.500 kcal ED/dia a los 100 kg de peso, alrededor de los 180 dias de
edad. Al aproximarse a la madurez sexual las hembras deben someterse a un
racionamiento mas riguroso por lo que el valor de 100 kg se rebaja de 7.500-8.000 kcal
ED/dia (Fraga, 1984).

A los verracos jovenes destinados a la reproduccion se les aplican las mismas
recomendaciones para los aportes de energia, proteina y aminoacidos que a los animales

de crecimiento (Fraga, 1984).

El verraco adulto el aporte energético optimo debe cubrir los gastos de conservacion
mas los ligados al ejercicio fisico, a las condiciones climaticas y a la frecuencia elevada
de saltos. El nivel de este aporte puede cifrarse en 7.500-8.000 kcal ED/dia (Fraga,
1984).

Durante la gestacién: Las necesidades energéticas de la cerda gestante son el resultado

de la suma de los gastos de conservacion, mas los gastos ligados a la formacion de

depositos titulares maternales y depositos uterinos (Fraga, 1984). Cuyo desarrollo
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desarrollo es importante durante el ultimo tercio de la gestacion: de 450 a 500 kcal de
energia fijada por dia a partir de los 100 dias de gestacion frente a 120 kcal a los 70 dias
y 60 kcal a los 40 dias (Fraga, 1984).

Durante la lactacion: Aparte de la conservacion, los gastos energéticos de lactacion

estan determinados fundamentalmente por la sintesis de los componentes de la leche.
Para una produccion media diaria de 6-7 kg de leche, la cantidad de energia exportada
diariamente es del orden de 7.000 a 8.000kcal (1.050 a1.150 kcal/kg). La produccion de
leche aumenta con el tamafo de la camada, pero en menor porporcion, de manera que
la leche disponible para cada lechon disminuye cuando el tamano de la camada aumenta
(Fraga, 1984).

Produccion porcina: reproduccion

El fenotipo de un animal, esta gobernado por dos factores principales, los genes que
hereda de sus padres (genotipo) y el grado en que el genotipo se ve influenciado por el
medio ambiente en el que crece el animal y con el que tiene una accién reciproca
(Marks,1972)

Lo anterior es importante ya que los factores que afectan la produccion porcina son: la

alimentacion, la herencia, la sanidad, la reproduccion y el ambiente (Bonilla, 1993).

En los cerdos la pubertad se da alrededor de los 6 a 7 meses, la duracion del ciclo estral
es de 21 dias (intervalo de 19 a 23 dias), la cerda es poliestrual todo el afo, sélo la
prefiez o la disfunsion endocrina interrrumpen su ciclicidad, la gestacion tiene un
duracién de 114 dias y cada cerda pare un numero de lechones en relacion con su edad,

lalactacién dura de 3 a 5 semanas (Hafez, 1996).

Se conoce la proximidad del parto por el especial aspecto de la cerda, que presentan
signos externos inconfundibles; las mamas anuncian con turgencia la inminente salida
de leche; la vulva se enrojece y el ritmo respiratorio se acelera. Por lo general el parto

en la especie porcina no presenta tantas dificultades (Mainardi, 1980).
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Micotoxinas y reproduccion de cerdas

Zearalelonona: La zearalenona no es toxica de forma aguda a diferencia de otras

micotoxinas, pero tiene multiples efectos sobre la reproduccion de las cerdas. Se
producen efectos importantes como el hiperestrogenismo es aparente sélo en cerdas
prepuberes a partir del destete que se caracteriza por un enrojecimiento y una
edematizacion de la vulva, asi como por un agrandamiento de los pezones; a veces
también aparecen prolapso vaginal y rectal. Estos signos aparecen dentro de los 3-7 dias
de iniciada la ingestion y requieren unos 7-14 dias para desaparecer después de
suspender el consumo. No se observa hiperestrogenismo en cerdas adultas (Etiennese, M;
Doumand, J citado por Sala er al, 2008) estral o se retarda el retorno a celo posdestete
cuando el consumo se ha hecho durante la lactancia (Etiennese, M; Doumand, J citado
por Sala et al,2008).

La prolongacion del ciclo y la proporcion de hembras afectadas se relaciona con dosis
superiores a 3 ppm. Con esta concentracion se ha observado anestro de 50 dias o mas,
por ausencia en los ovarios de cuerpos albicans y permanencia de cuerpos lUteos. La
regresion de los cuerpos lUteos ocurre unos 30 dias después de suprimida la ingestion;
produce una menor fertilidad y mayor mortalidad embrionaria, durante la gestacion,
lazearalenona afecta el ambiente uterino causando una disminucion en la secrecion
tanto de LH como de progesterona y modifica la morfologia de los tejidos uterinos ,
disminuye el tamano de los fetos y/o al nacimiento dependiendo de la cantidad ingerida,
se puede presentar lechones débiles, muertos o con splay legs; durante el
amamantamiento tiende a aumentar la mortalidad de los lechones en las primeras dos

semanas de vida (Sala et al, 2008).

Aflatoxinas: Los efectos de las aflatoxinas en los porcinos son la depresion del sistema
inmune al inhibir la fagocitosis y la sintesis proteica, interrumpiendo la formacion de
ADN y ARN, asi como también las proteinas del ribosoma, disminuye el consumo de
alimento, tienen efecto cancerigeno, mutagénico, son hepatotdxicas, producen anemia,
nefrosis, hemorragias sistémicas y muerte. Las aflatoxinas pueden ocasionar abortos y
agalactia y pueden ser transferidas desde el Utero a los lechones neonatos afectando a

su respuesta inmunoldgica (Schatzmayr, 2004 citado por Sala et al, 2008).

Ocratoxina A: Tiene efectos como agente nefrotdxico y hepatotoxico, inmunosupresor y
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produce un peor indice de conversion reduciendo el crecimiento, en altas
concentraciones afecta a los verracos; disminuye el crecimiento fetal debido a

su transmision a la placenta (Sala et al, 2008).

Fumonisina y tricotecenos: Daninas dependiendo del nivel de ingestion.

Yomitoxina: En cerdas adultas ocasiona trastornos reproductivos con retorno a celo y

alta mortalidad en lechones lactantes (Sala et al, 2008).

Toxina T2: Produce infertilidad con lesiones en ovarios y Utero, a partir de consumos de
1-2 ppm (Jacobsen, B. J., et al. 1993 citado por Sala et al, 2008).

DON Dexonivalenol: Algunos estudios reportan el bajo peso de los lechones, siendo estos

los mas sensibles (Alfaro, 2009).

Se ha comprobado que el DON puede ser trasmitida de la madre al feto, y esta se
acumula en organos como el higado de ambos individuos, esto iniciado por el consumo
por parte de la madre de un pienso contaminado con especies del genero fusarium
(Goyarts et al, 2007).
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Niveles de micotoxinas en pienso y signos clinicos asodados.

Fuente: Lawlor, P. et al., 2001.

Toxinas Sin efectos ?oi:;':: Signos clinicos
0,2-04 ppm Inmunosupresion, anemia, pobre crecimiento.
Dano hepatico e icterkia.
0,4-0.8 ppm En cerdas reproductoras producen camadas
con bajo peso al nacimiento e hipogalactia
Aflatoxinas < 0,1 ppm - -
0,8-1,2 ppm Ancrexia, ictericia, hipoproteinemia.
1,2-2 ppm | ktericia, coaguiopatias, atactia, convulsiones, anorexia.
>2 ppm Hepatitis aguda, coagulopatias
y muerte del cerdo en 3-10 dias.
Vuhovaginitis, prolapsos rectal y vaginal y mamitis
1-3 ppm en cerdas. En verracos jovenes edema de
disminucion del tamano testicular, falta de Wbido,
Zearalenona < 0,05 ppm
3-10 ppm Retencidn de cuerpo liteo, infertilidad, ancestro,
aumento de IDCF, pseudogestacion.
> 30 ppm Mortalidad embrionana.
DON, DAS, 5 Reduce consumo aimento, vomitos, rechazo
Toxina T2 i 220 P del pienso, inmunosupresion y hemorragias.
Ocratoxing A Nefrotéxico, aredmiento reducido.
y Citrinina <0 P O2-4 PP Polidipsia, poliuria, edema perimenal.
S Reduce el consumo de pienso
Fumonisinas 10 20-175
Wi et y produce aborto y edema pulmonac
1.000-30.000 Reduce consumo alimento y produce gangrena
oA =300 PP ppm en extremidades y agalactia

Figura 9. Niveles de micotoxinas en piensos para la ingestion de micotoxinas en cerdos
Fuente: Sala et al, 2008.
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