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Resumen
Agricultural] Familiar, Aspergillus, Penicillium, Micotoxinas.

La agricultura familiar es un sistema agricola practicado en zonas rurales del pais,
asociado al auto consumo de los productos agricolas donde los miembros de la
familia fungen como la principal fuerza de trabajo. En Michoacan este sistema se
presenta en el 90% de los municipios, siendo el maiz el principal producto
cultivado. Especies fungicas pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillium
se presentan en los almacenes de maiz dafiando los granos y contaminandolos
con micotoxinas como la ocratoxina A (OTA), exponiendo la salud de los
consumidores y provocando pérdidas econdémicas. Los objetivos de este estudio
fueron: analizar la identidad de los hongos asociados a los almacenes de maiz de
productores familiares del estado de Michoacan; conocer cémo afectan la calidad
fisica y fisiologica de los granos almacenados, determinar la presencia de
Ocratoxina A y comparar los sistemas de almacenamiento locales contra un
sistema de almacenamiento validado internacionalmente. Los principales hongos
encontrados en los almacenes pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y
Penicillum; se encontrd presencia de Aspergillus Flavus y Fusarium verticilloides,
productores de micotoxinas. Las variedades de maiz utilizadas presentaron
resistencia al dafio y porcentajes de germinacién y vigor altos. OTA se determiné
en el 100% de las muestras analizadas y se logré confirmar la produccién de OTA
en condiciones de laboratorio por dos aislados de Aspergillus, uno de Penicillium
y un aislado del genero Talaromyces. El sistema de almacenamiento validado
obtuvo incidencias de hongos, dafios y presencia de OTA menores, asi como
valores altos de germinacion y vigor; sin embargo, las diferencias no fueron
significativas estadisticamente. Los granos provenientes de almacenes locales
tuvieron incidencias altas de hongos ocratoxigénicos, asi como otras especies de
importancia agrondmica causantes de problematicas en el almacenamiento y
produccion de micotoxinas. La presencia de ocratoxina A solo rebaso las normas

europeas en los almacenes locales de la localidad de Umécuaro.
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Abstract

Family agriculture is an agricultural system that is practiced in rural areas of the
country. This is commonly practiced for self-consumption in family settings where all
members participate as the work force. Family agriculture is a common practice in
more than 90% of the farmland in Michoacan, where corn is the main agricultural
crop. Fungal genres such as Aspergillus and Penicillium are frequently found in corn
warehouses causing damage to the seeds integrity and probably, producing
mycotoxins, such as ochratoxin A (OTA). As a consequence, the producers’ health
can be affected and they can face serious economic losses. The aims of this study
were to analyze the identity of the fungal species found in corn warehouses of
producers practicing family agriculture, if the fungi affect the physical and
physiological quality of the corn seeds, to determine contamination of the seeds by
OTA and finally, to compare the common storage device of producers against a
validated system by FAO. Fungi found in the location storage devices were from the
genres Aspergillus, Fusarium and Penicillium, especially Aspergillus flavus and
Fusarium verticilloides, which are fungal species known for being mycotoxigenic.
The corn varieties here studied were resistant to fungal damage and had a high
percentage of germination and vigor. OTA was present in all samples analyzed and
the production of OTA by the fungal strains isolated from the corn samples was
confirmed under laboratory conditions. The isolates that produced OTA in the culture
media were: two from Aspergillus, one from Penicillium and one from Talaromyces.
The validated storage device produced better results in terms of protecting the seeds
from fungal damage and that they had higher percentage of germination and vigor;
however, when the results were compared with the local storage devices, not
significant statistical differences were found. Corn seeds from the local storage
device contained a greater number of fungal species then the validated device.
Fungal species that were isolated from all sorts of storage devices were either
ochratoxigenic or species that are agriculturally important. The concentration of OTA
in the corn seeds were above the limits imposed by the EU only in the locality of

Umecuaro.



Introduccién UMSNH

1.- Introduccion

En México el cultivo de maiz ocupa el 85% del volumen nacional de cereales y se
encuentra presente en todos los estados, climas y altitudes; las variedades de este
cultivo son tan diversas como las formas en las que se consume. En el pais se
identifican claramente dos sistemas de produccion, el comercial y el de
autoconsumo (Ledn- Torres., 2017). Este ultimo esta estrechamente relacionado
con propiedades donde la extension del terreno de cultivo resulta poco rentable o
insuficiente para pagar el trabajo que exige su explotacion, por lo que la mano de
obra comunmente es familiar. Las zonas con produccion para autoconsumo son
comunes en regiones con alto indice de marginacion y pobreza. Los agricultores
minifundistas, con menos de 3 ha en promedio, fraccionadas en varias parcelas,
llegan a un rendimiento promedio de 0.86 ton/ha (SAGARPA, 2012).

Para los agricultores de subsistencia, los hongos productores de micotoxinas
representan un problema de particular importancia, durante el periodo de
almacenamiento. Las malas practicas o deficiencias en el sistema de
almacenamiento pueden comprometer la viabilidad y salud de su semilla, ya que los
granos que cultivan y almacenan dichos productores forman parte de los alimentos
basicos que consume la familia de manera diaria, durante todo el afio. Diversas
especies fangicas pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillum estan
asociadas a esta problematica, causando enfermedades que se traducen en
pérdidas, baja productividad y contaminacion del producto con micotoxinas (Manuel,
2007). Por las razones anteriores es importante estudiar la incidencia de hongos
asociados a los granos de maiz durante el periodo de almacenamiento y las
condiciones que permiten tanto su aparicion como la produccion de micotoxinas,
permitira disefiar estrategias predictivas para garantizar la calidad del grano y la

seguridad de los consumidores.
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2. Marco tedrico

2.1. El maiz

El término maiz se deriva de “mahiz”, antigua palabra taina (lenguaje arahuacano,
ahora extinto) de los pueblos indigenas de la América precolombina. Pruebas
arqueologicas indican que el maiz era el alimento béasico de las antiguas
civilizaciones maya, azteca y olmeca de Meéxico, y su cultivo mas venerado
(O’Leary, 2016). El maiz (Zea mays L.) es una graminea originaria del continente
americano, La mayor diversidad de especies de maiz se encuentra en México, por
lo cual se propone a éste como centro de domesticacion y diversificacién (Matsuoka
et al., 2002). De entre las 220 y 300 variedades de maiz reportadas en el continente
americano, 61 se encuentran en territorio mexicano (Vigouroux et al., 2008). La gran
diversidad de maiz en México se debe a la variacion geografica y cultural del pais;
los antiguos agricultores seleccionaban el mejor maiz para sus ambientes y usos
especificos y, como resultado, se generaron distintas variedades (O’Leary, 2016).
En la actualidad, se acepta que el maiz se domestico en México hace cerca de
10,000 afios, a partir de una especie de teocintle (Zea mays ssp. parviglumis) y
posteriormente se difundi6 a través de las Américas siguiendo diversas rutas
(Vigoroux et al., 2008).

2.2. Descripcion botéanica del maiz

2.2.1. Sistema radicular

El sistema radicular de las plantas de maiz es fasciculado y a diferencia de otros
cereales presenta un tercer sistema de raices aéreas o adventicias, las cuales son
visiblemente notorias por encima del nivel del suelo. Estas raices no se presentan
hasta que la planta ha alcanzado los 60-70 cm de alto y sirven para mejorar la
fijacion de la planta al suelo, ya que los otros sistemas no ejercen una buena fijacion
(Carrera et al., 2005).

2.2.2. Tallo
El tallo del maiz es una cafia maciza, cuyo diametro disminuye de la base hacia el

apice y se constituye por una sucesion de nudos y entrenudos de forma cilindrica
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en la parte posterior y ligeramente aplastados en la parte inferior. La altura de los
tallos se encuentra en intervalos de 1.5 m a 3 m, dependiendo de la variedad. Las
hojas se disponen en posicion alternada, mientras que las nerviaciones se
encuentran de manera recta y paralela al nervio central, con un aproximado de 15
a 20 nerviaciones a lo largo del ciclo, presentan un limbo grande de 35 a 80 cm de

largo y 4 a 19 cm de ancho con una vaina envolvente (Carrera et al., 2005).

2.2.3. Grano

La calidad del grano de maiz esta asociada tanto con su constitucion fisica, que
determina la textura y dureza, como con su composicion quimica, que define el valor
nutrimental y las propiedades tecnoldgicas; la importancia relativa de estas
caracteristicas dependera del destino final de la produccion, para la industria que
emplea el grano de maiz la calidad fisica y fisioldgica de los granos es una
preocupacion fundamental debido a que se requieren granos sanos, limpios, de

tamanfo, textura y color uniforme (Zepeda-Bautista et al., 2009) .

El maiz es uno de los cereales de mayor tamafio, los granos se encuentran
colocados en ejes paralelos de forma aplanada en la mazorca. Son caridpsides
desnudas compuestas por el pericarpio, el endospermo, el germen o la region

germinativa
Pericarpio

Constituye la parte externa del grano, del 5 al 6% del peso total del grano constituido
por la epidermis, el mesocarpio, células transversales, tubulares y la cubierta
seminal mejor conocida como testa, proporciona resistencia al agua y el vapor asi

como una primera linea de defensa para los insectos y los microrganismos.
Endospermo

El Endospermo es un tejido que rodea el embrién y sirve como su almacén de
nutrientes durante la germinacion y primeras etapas de la vida. En la mayoria de las
variedades de maiz representa aproximadamente el 80-85% del peso seco del

grano. Los nutrientes estan almacenados en forma de almidén, aunque son
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frecuentes también los aceites y las proteinas; El endospermo esta conformado por

una capa de aleurona, endospermo corneo, vitreo y harinoso.

e Capa aleurona: Compuesta por una capa de células con alto contenido de
granulos proteicos.

e Endospermo corneo: Tejido conformado por células de forma irregular y
alargadas

e Endospermo vitreo: Compuesto por paredes celulares, granulos de almidén
y granulos de proteinas.

e Endospermo harinoso: se localiza en la parte central del grano constituido
por células grandes en relacion con las demés células del endospermo y con
bastos granulos de almidon.

Germen

Es el responsable de generar una nueva planta al germinar la semilla. Presenta un
alto contenido de nutrientes, principalmente grasas, proteinas, vitaminas, azucares
y minerales. Es la parte mas susceptible del grano, al ataque de microorganismos

e insectos, que afectan la calidad del producto.

2.2.4. Estructuras sexuales

El maiz es una planta monoica con dos tipos de inflorescencia, la inflorescencia
masculina se denomina panicula. Esta se puede encontrar de forma mas o menos
ramificada, situada al final del tallo, formada por varios ejes donde se insertan pares
de espiguillas. Las estructuras femeninas se denominan mazorcas, las cuales estan
constituidas por flores agrupadas sobre una o varias espigas insertas en la parte
axilar de las hojas inferiores del tallo, unidas mediante un pedunculo de longitud
variable segun la variedad y envueltas por hojas modificadas de nombre espatas
(Carrera et al., 2005).

2.2.5. Etapas fenologicas del maiz

Existen diversas maneras de determinar las etapas del desarrollo del maiz. En las
regiones tropicales y subtropicales, los productores se refieren a estas etapas como
“dias de madurez”, una medicion de tiempo desde la siembra hasta el momento de
la cosecha. En regiones frias como Canada se utiliza un sistema de unidades

térmicas que reconoce el tiempo y la temperatura, y dichas unidades térmicas son
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acumulativas; sin embargo, el sistema para determinar las etapas del desarrollo mas
utilizado es el del collar de la hoja, el cual divide el desarrollo del cultivo en dos
etapas la vegetativa (V) y la reproductiva (R). Esto facilita la diferenciacion y utiliza
las etapas fisiologicas definidas en el desarrollo de la planta (Ritchie et al., 1996).

2.2.6. Etapas vegetativas

Las etapas vegetativas (V) se caracterizan por la presencia del collar de una hoja
en hojas emergidas. La hoja de maiz tiene tres partes principales: el limbo o lamina,
la vaina y el collar, siendo este ultimo una linea de demarcacion entre la lamina y la
vaina, normalmente con una curva definida. A medida que la planta de maiz crece,
cada hoja sucesiva sale a la luz debido a la elongacion del tallo. La punta de la hoja
es la primera parte visible; luego le sigue la lamina de la hoja, y finalmente el collar
y la vaina. Cuando un collar es visible, la hoja se considera completamente
emergida y se cuenta en el esquema de etapas. Las etapas vegetativas del
desarrollo comienzan con la emergencia (VE) y contindan de forma numérica con

cada hoja sucesiva hasta que emerge el penacho (VT).

2.2.7. Etapas reproductivas

Las etapas reproductivas (R) se caracterizan por la emergencia de granos en
desarrollo en la mazorca, excepto por la primera etapa reproductiva (R1), que se
identifica Unicamente por la emergencia de estigmas de las espatas. Hay seis
etapas reproductivas, que comprenden la etapa de ampolla (R2), la etapa de grano
lechoso (R3), la etapa de grano pastoso (R4), la etapa de grano dentado (R5) y la

madurez fisiologica (R6).

2.3. Panorama Agroalimentario

2.3.1. Produccién mundial de maiz

Hoy en dia el maiz es el cereal mas producido a nivel mundial, esto debido a que
sus caracteristicas nutricionales se han explotado en la produccion de proteina
animal, consumo humano y usos industriales. Su relevancia econémica y social
supera la de cualquier otro cultivo, siendo una fuente alimenticia y de empleo de un
vasto numero de personas en el mundo. La produccion mundial de maiz en el ciclo

comercial 2016/2017 se prospectd como la mas alta de la historia, con 1067.2
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millones de toneladas, constituyendo un incremento del 10.2% con respecto del
ciclo productivo anterior. Esta prospeccion representa producciones récord por
parte de los principales productores de maiz a nivel mundial. Estados Unidos se
presenta como el primer lugar en produccion de maiz, seguido de China, Brasil,
Union Europea y Argentina (FIRA, 2017).

2.3.2. Produccion nacional de maiz

México se encuentra en el sexto lugar mundial de produccion de maiz, con una
produccion estimada en el ciclo agricola 2016/2017 de 28.5 millones de toneladas
(FIRA, 2017). A través del tiempo, la tecnificacién y el apoyo a la agricultura han
logrado posicionar al pais como uno de los 10 paises con mayor produccion de este
cereal. En México existen alrededor de 3.2 millones de productores registrados y se
estima un consumo per capita de 278 kg de maiz al afio (Ledn- Torres, 2017; SIAP,
2015). Durante el afio agricola 2015, el 85.9% de la produccidon nacional
correspondioé a maiz blanco, 13.6% a maiz amarillo y el restante 0.5% a otros tipos

de maiz.

Diez estados de la republica concentraron el 80% de la produccion de maiz en el
ciclo agricola 2016/2017, siendo Sinaloa el principal productor con 5.2 millones de
toneladas y el 22% del total de la produccién nacional. El estado de Michoacan se
encuentra dentro de los 10 primeros estados con una alta produccién de maiz;
durante el afio agricola 2015 se encontraba en el 4° lugar en produccién por
modalidad hidrica de temporal, con cultivos principalmente en el ciclo agricola
primavera-verano, destacando entre los 9 estados con mejor rendimiento en el ciclo
de cultivo temporal (FIRA, 2016).

En los paises industrializados el maiz se utiliza principalmente como forraje, materia
prima para la produccion de alimentos procesados y recientemente para procesos
industrializados como la produccion de etanol. En algunos paises de América
Latina, incluyendo a Meéxico, el maiz que se produce o importa se destina

principalmente a la alimentacion del ganado y el consumo humano (Serratos, 2009).

La estimacion nacional de pérdidas por merma de maiz fluctia entre un 4% a 25%.

Estas pérdidas presentan porcentajes mas altos durante el periodo de post cosecha,
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principalmente el periodo de almacenamiento seguido por el periodo de transporte
(10%-15%). En 2009, la Agencia de Servicios de Comercializacion y Desarrollo de
Mercados Agropecuarios (ASERCA), estim6 que las pérdidas anuales de maiz
oscilaban entre el 5% y el 25%; sin embargo, en el 2010, la SAGARPA, a través de
la balanza mensualizada de disponibilidad- consumo de maiz blanco anunciaba que
la merma de maiz era del 4% de la produccion disponible de maiz de importacion
(SIAP, 2010).

Los granos almacenados invariablemente estan expuestos a riesgo de sufrir
pérdidas en cantidad, aspecto y propiedades nutricionales, debido a la interaccion
con diferentes factores bioticos y abitticos durante su estancia en el almacén (Ortiz-
Rosales et al., 2015).

2.3.3. Consumo Nacional de Maiz

La importancia del consumo de maiz para la alimentacion de la poblacion en México
se ve reflejado en lo reportado por la FAOSTAT, la cual document6 que durante el
afo 2013 México se posiciono en el primer lugar mundial en el consumo de maiz y
productos derivados. Estos productos representaron alrededor del 30% del
consumo caldrico diario de la poblacibn mexicana y se refleja en el consumo per
capita anual de 120 kg. Las familias mexicanas destinan en promedio el 8% del
gasto en alimentos Unicamente en la compra de tortillas (INEGI, 2012), aunque este
no es el tnico producto a base de maiz que figura en las listas de frecuencia de

consumo de los mexicanos (Romero-Martinez et al., 2013).

2.3.4. Seguridad alimentaria en México

Segun la encuesta nacional de salud y nutricion en el 2012, solo el 30 % de los
hogares mexicanos cuentan con seguridad alimentaria, esto se traduce en el hecho
de que poco menos de un tercio de las familias mexicanas tiene acceso a alimentos
suficientes de forma permanente. La situacion se vuelve mas grave cuando se
observan los datos recolectados en las zonas rurales, donde mas del 80% de las
familias vive en algun grado de inseguridad alimentaria. Aunado a lo anterior, en
México existen niveles importantes de desnutricion cronica en la poblacién

prescolar. Al menos el 14% de los nifilos menores a 5 aflos presentan tallas bajas
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para su edad, y se sabe que dicha situacion puede generar efectos adversos en la
vida adulta relacionados con morbilidad, mortalidad, desarrollo psicomotor, asi
como en su desempefio intelectual y fisico (Romero-Martinez et al., 2013).

En general, los problemas de produccion, almacenamiento y distribucion de los
alimentos, el acceso a los mercados y el nivel de dependencia en cuanto a la
importacion de productos basicos, son factores que se suman a las problematicas
del panorama agroalimentario en el pais. A pesar de que México figura entre los
principales productores, el 26% de la oferta de maiz en el mercado corresponde a
importacion (FAOSTAT, 2013). Por lo anterior, es necesario contar con politicas
publicas que alcancen a atender el problema del hambre en nuestro pais, que
atiendan las problematicas preventivas, que permitan que los alimentos estén
disponibles, sean seguros y de calidad, y que permitan la distribucion a aquellos
sectores de la poblacion que no puedan acceder por falta de ingresos o0 acceso

fisico.

2.4. Sistemas de produccion

Los sistemas de produccién agricola se definen como conjuntos de
aprovechamientos agricolas individuales con recursos basicos, pautas
empresariales, medios familiares de sustento y limitaciones en general similares, a
los cuales corresponden estrategias de desarrollo e intervenciones parecidas
(Nicholls et al., 2015). Segun el alcance del analisis, un sistema agricola puede
abarcar desde unas cuantas docenas a millones de factores.

La clasificacion de sistemas de produccion agricola de las regiones en desarrollo se

fundamenta en los siguientes criterios

e Recursos naturales basicos disponibles:

Comprendidos el agua, extensiones de tierra, zonas de pastoreo y bosques
Clima: Predominantemente la altitud

Paisaje; pendiente, dimension de la finca, régimen, organizacion y tenencia de
la tierra

e Actividad agricola y el medio de sustento:

Cultivo, ganado, acuicultura, recoleccién o caceria

Tecnologias empleadas (intensidad de produccion) e integracion de los cultivos.
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Debido a la magnitud geografica, la tipografia y la abundante biodiversidad, tanto
en América Latina, en particular, como en el mundo, en general, los sistemas

agricolas son muy bastos y extensos.

Debido a la gran demanda de productos basicos primarios y alimentos, la agricultura
puede dividirse en agricultura corporativa y agricultura familiar, estos sistemas
agricolas son contrastantes entre si en temas de tecnificacion, cantidad de

produccién, mano de obra y extension de tierra cultivada (Bélieres et al., 2015).

2.5. Agricultura corporativa

La agricultura corporativa nace como una medida para hacer frente a la crisis
alimentaria y climética, donde un nimero considerable de empresas (principalmente
“semilleras”) han llevado a cabo la concentracién corporativa de los cultivos
aportando tecnificacion, ventajas adaptativas y resistencia por parte de los cultivos,

con la finalidad de elevar la produccion y el rendimiento de estos (Ribeiro, 2009).

En este sistema, el enfoque de la operacion de la granja es diferente del sistema
familiar, ya que el enfoque corporativo exige no sélo el cultivo de productos
alimenticios, sino también la amplia gama de servicios adicionales que son
importantes para la comercializacion de los alimentos producidos. Desde esta
perspectiva, el marketing corporativo no es solo de agricultura en si mismo, sino
también del resto de componentes que se encuentran bajo el amplio paraguas de

la produccién agricola, la comercializacion y la distribucion (FAO, 2013).

2.6. Agricultura Familiar

La agricultura familiar se define como un sistema de produccién agricola que es
gestionado por una familia, y que en su mayor parte depende de la mano de obra
familiar. La familia y la explotacion estan vinculadas, co-evolucionan y combinan
funciones econdmicas ambientales reproductivas, sociales y culturales (FAO,
2013).
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2.6.1. Cultivo de maiz bajo el esquema de Agricultura Familiar en México

El cultivo de maiz se encuentra en el primer lugar de productos agricolas ciclicos
producidos por el sistema de agricultura familiar en México, con una presencia en
el 65% del territorio nacional. Este sistema productivo genera una produccion del
63% del volumen total obtenido por agricultura familiar con potencial productivo,
representando un ingreso para estas familias del 58% del total de sus ingresos
(SAGARPA, 2012). Para las familias campesinas, el maiz es el cultivo méas
importante debido a que es la base de su dieta. Ademas, la venta de excedentes de
este grano es un eslabén comercial que ha facilitado a las familias hacerse de
algunos recursos financieros destinados, en parte, a la adquisicion de otros
alimentos. Por esta razon, se asume que el maiz puede ser la base de la seguridad
alimentaria familiar, sobre todo en cultivos de temporal donde se ha manejado
asociado con frijol, calabaza, chile y multiples arvenses, un policultivo conocido

como milpa (Huato et al., 2014).

En el estado de Michoacan, el 90% de los municipios llevan a cabo el cultivo de
maiz bajo los esquemas de la agricultura familiar, esto debido a que la distribucion
porcentual de la superficie agricola de acuerdo al potencial productivo se mantiene
entre las categorias medio alto (SAGARPA, 2012).

2.6.2. Periodo post cosecha

La post cosecha es una parte importante del ciclo agricola, en el que las buenas
practicas permiten conservar la calidad de los productos para el consumo o
comercializacién. Frecuentemente, los costos de produccién, las plagas,
enfermedades vy fertilizacion del cultivo acaparan la atenciéon de los productores,
mientras que los sistemas de almacenamiento post cosecha empleados no son
eficientes para prevenir el dafio mecanico en los granos, las plagas o la aparicién
de microorganismos como bacterias y hongos y las consecuencias derivadas de

estos.

A nivel mundial se reportan pérdidas en el periodo pos cosecha que van del 5 a 15%
en los paises desarrollados y del 20 al 50% en los paises en vias de desarrollo. En

México, la mayoria de los pequefios agricultores tienen problemas durante la
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poscosecha y son justo los agricultores de bajos recursos quienes reportan casi la
mitad de las pérdidas, de entre el 10 y el 40%, a causa de un manejo deficiente y la
nula asistencia técnica, aun cuando se destina solo al autoconsumo (Garcia-Lara y
Bergvinson, 2007). Se reporta también que, en regiones secas del territorio
mexicano, las pérdidas son menores al 5%, mientras que los porcentajes aumentan
en las zonas subtropicales y tropicales, con hasta 20% y 40%, respectivamente
(Ramirez- Martinez, 2014). Para los agricultores, las plagas de almacén son un
problema relevante, ya que dafian el rendimiento, la calidad fisiolégica del grano y
su valor nutritivo, disminuyendo el valor comercial, lo que afecta de manera directa
a los ingresos, poniendo en riesgo la seguridad alimentaria de los productores y de

sus familias.

2.6.3. Sistemas de almacenamiento

Existe una gran gama de sistemas de almacenamiento. ComuUnmente, los
agricultores de escasos recursos recurren a sistemas de almacenamiento
improvisados, mientras que algunos otros con mayor capacidad adquisitiva recurren
a tecnologias de almacenaje mas especializadas; sin embargo, la eleccién del

sistema depende de los siguientes factores.

El tipo de producto (maiz, sorgo, trigo, etc.)

Los métodos de manejo (granos ensacados o a granel)
Las instalaciones que ya existen

El costo y la disponibilidad financiera

La mano de obra disponible

La cantidad de grano que se quiera almacenar

Bajo el esquema de la agricultura familiar los sistemas mas utilizados por
productores rurales de escasos recursos son las trojes, almacenamiento en costales

de rafia, tambores metalicos o silos metalicos de baja capacidad (FAO, 1993).

Almacenes para maiz en mazorca

Trojes

La troje es una suerte de cabafia construida de tablones gruesos de madera,
generalmente de oyamel en el estado de Michoacan. Los tablones son colocados

horizontalmente sobre un marco levantado del piso, el cual a su vez esta colocado
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sobre una cimentaciéon de piedra. Espacialmente, consiste en una habitacion
cuadrada o rectangular y un tapanco utilizado para el guardado de maiz. El tamafio
es variable dependiendo de la cantidad de mazorcas por almacenar; sin embargo,
se estima que se pueden almacenar hasta 450 kg de maiz (Ettinger, 2015; FAO,
1993).

Contenedores metélicos para granos de maiz

Tambor metélico

Los tambores metalicos comunmente utilizados para el almacenamiento de aceite
con capacidades de 200 L son muy faciles de adquirir y representan alternativas
econOmicas para el almacenamiento de cantidades pequefias de granos. Estos
recipientes conservan de buena manera los granos durante periodos de tiempo
relativamente largos, siempre y cuando se lleve un manejo correcto. Generalmente,
estos contenedores son modificados por los agricultores para impedir la entrada de
O:2 al sistema; es posible conseguir contenedores metalicos con cerrado hermético

(mediante una tapa con cinta hermética de cerrado) (FAO, 1993).

Silo metélico

Los silos metélicos son estructuras cilindricas con tapa cénica, construidas con
laminas de metal galvanizado. Estas laminas son ensambladas a partir del
amalgamiento de los bordes, los cuales se sellan con soldadura por la parte externa
del silo, permitiendo que el cerrado del silo sea hermético y no exista intercambio
de oxigeno. Estos contenedores presentan diferentes disefios dependiendo de la
cantidad de granos que se almacenen; la FAO ha aprobado y validado el uso de
esta estructura para el almacenaje de granos en diversos paises en vias de
desarrollo (FAO, 2014).

Los silos herméticos han sido probados bajo diversas condiciones de produccion y
clima. En 1999 el Centro Internacional para el Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT) evalu¢ el silo hermético para control de plagas de granos almacenados

en ocho comunidades de los Valles Centrales de Oaxaca. Los resultados fueron
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satisfactorios y constituyeron la base para difundir esta tecnologia al resto del
estado (Aguirre et al., 2000).

2.6.4. Problematicas durante el periodo pos cosecha

Los granos de maiz presentan diversas enfermedades y dafios en el periodo post
cosecha, las cuales provocan baja productividad y representan un factor en contra
de la utilizacion de variedades criollas y nativas, puesto que, al bajar la viabilidad y
vigor de la semilla, el productor ha optado por adquirir semillas comerciales que
garantizan una mejor produccion. Los organismos causantes de enfermedades en
el cultivo del maiz son muy variados e incluyen diversas especies de hongos,
bacterias, virus e insectos, iniciando el proceso de invasién por la presencia de
dafios fisicos que derivan en infecciones desde el endospermo del grano hacia el

embrién (Ledn- Torres, 2017).

Plagas

Se define como una plaga a cualquier especie, raza o biotipo vegetal o animal, o
agente dafiino para las plantas o productos vegetales (NIMF, 2016). Las plagas son
capaces de infectar el maiz en cualquiera de las etapas de desarrollo y durante el
almacenamiento, atacando cualquier parte de la planta. En esta etapa, las plagas
se asocian a la presencia y aparicion de enfermedades que conllevan riesgos
sanitarios como los hongos y/o toxinas (Garcia- Lara et al., 2007). Las plagas mas
comunes en el maiz de almacenamiento pertenecen al Phylum Artré6poda, entre los
cuales se pueden encontrar tanto ardcnidos como insectos. Las plagas como el
gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) y la polilla de los cereales (Sitotroga
cerealella), se asocian a la presencia de hongos como Aspergillus niger o A. flavus
(Rodriguez y Herrera, 2003). En México, existen mas de veinticinco especies de
insectos de importancia econdmica, que atacan semillas y granos almacenados; de
los cuales quince especies pertenecen a los o6rdenes Coledptera y Lepidoptera
(Moreno, 1996).

Contaminacién por hongos

Otro aspecto de relevancia a considerar en el almacenamiento de maiz es la

contaminacion por hongos. Las especies de hongos de mayor relevancia en los
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almacenes de maiz son las pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium y
Penicilium (Garcia-Lara et al.,, 2007). La incidencia por hongos es provocada
principalmente por la humedad, tanto del grano mismo como del ambiente del
almaceén. Los hongos disminuyen la cantidad y calidad alimenticia y comercial de
grano; en el caso de la semilla, el poder de germinacion y el vigor. En ocasiones,
las substancias producidas por el metabolismo de los patdgenos, resultan téxicas
para el humano y los animales que lo consumen (D"mello, 2003).

Los dafios en los granos de maiz por estas especies fungicas pueden ser de
naturaleza bioquimica y estructural (pigmentacion, decoloracion, pudricion, hedor o
mal sabor); sin embargo, las pérdidas en la produccién de maiz relacionadas con la
contaminacion por hongos involucran dafios como la reduccion del poder
germinativo, ennegrecimiento parcial y total; y por lo tanto la perdida de viabilidad

de la semilla (Bhattacharya y Raha, 2002).

En México, existe la reglamentacion NMX-FF-034-1995 para productos alimenticios
no industrializados, cereales y maiz (Zea mays L.), que clasifica los niveles maximos
de dafio en los granos de maiz. Los dafios por hongos son incluidos en el parametro
de suma de dafios. Esta norma clasifica la calidad del grano en cuatro categorias,

las cuales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Especificaciones de los porcentajes de dafio en maiz en la NMX-FF-034-1995.

Densidad

) 72 71 70 66
(Kg/hl) (%Minimo)
Impurezas
) 1 2 3 4
(% Maximo)
Dafos por calor
) 2 3 4
(% Maximo)
Granos quebrados
) 3 5 7
(% Maximo)
Suma de dafios
3 5 7 10

(% Maximo)
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2.7. Aspergillus spp.

Los hongos pertenecientes al género Aspergillus son organismos filamentosos
pertenecientes al orden de los Eurotiales y la familia Trichocoomaceae, son
mitosporicos y se caracterizan por la produccion de hifas especializadas
denominadas conidiéforos, sobre los cuales se encuentran las estructuras que
daran origen a las esporas asexuales (conidios); el conidioforo de Aspergillus es
una de las caracteristicas taxondmicas mas importantes del grupo, es una
estructura unicelular; sin embargo, posee tres partes bien diferenciadas: vesicula,
conidiéforo y la célula pie. Sobre la vesicula se encuentran las células generadoras
de conidios llamadas fialides, dependiendo de la especie se pueden encontrar otras
células intermedias a la vesicula y la fidlide llamadas métulas (Figura 1) (Rodriguez
et al., 2007; Abarca, 2000).

Los hongos pertenecientes al género Aspergillus contaminan principalmente
semillas y otros productos agricolas como los ensilados; se presentan en los
almacenes transportados por insectos o por esporas que se quedaron adheridas a

los granos en la cosecha.
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Figura 1. Morfologia de las estructuras sexuales del género Aspergillus

2.8. Penicillium spp.

Las especies incluidas en este grupo se distribuyen por todo el mundo y son
consideradas saprdfitas; se les encuentra generalmente asociadas a alimentos, en
el suelo o en materia en descomposicién (Pitt, 1985). La estructura que caracteriza
morfologicamente a este grupo de hongos es su conidioforo en forma de pincel, los

conidios se presentan en hileras lineales (fialides), el conidioforo es hialino y se une
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al micelio por medio del estipe, entre éste y las fidlides pueden aparecer diferentes
células las cuales estan agrupadas y parten desde el mismo punto de origen. La
célula que da soporte a la fialide se denomina métula y la que sostiene a esta se
denomina rama, estas ramas parten de la estipe, aunque pueden partir también de

otras ramas (Figura 2) (Martinez, 2004).

Conidio
" Fidide
Métula
Rama
ns Estipe

Figura 2. Morfologia de las estructuras sexuales del género Penicillum

2.9 Micotoxinas

Las micotoxinas son compuestos quimicos producidos por hongos filamentosos que
se asocian con efectos deletéreos en los alimentos, la salud animal y la humana
(D"'mello, 2003). Estas toxinas de origen fungico son producto del metabolismo
secundario de los hongos y se estima que existen mas de 300 micotoxinas
diferentes. Algunas de las mas estudiadas se encuentran detalladas en la Tabla 2;
aungue no se sabe con precision la finalidad de la producciéon de estos compuestos,
se tiene conocimiento de su utilidad como herramientas para la competencia por
espacio y recursos, ya sea contra otros hongos, bacterias e incluso insectos. Las
micotoxinas producidas por los hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y
Fusarium son las mas estudiadas por los riesgos a la salud publica (Neme y
Mohammed, 2017). La contaminacion de los alimentos con micotoxinas puede
ocurrir en campo durante el cultivo; posteriormente, cuando estos productos
agricolas son almacenados, los hongos encuentran las condiciones 6ptimas para la
produccion de las micotoxinas (temperatura, humedad y pH) (Lee y Ryu, 2017).

Diversos puntos de control como la seleccién y desarrollo de cultivos resistentes a
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la infeccion de hongos micotoxigénicos por seleccién humana o biotecnologia han
sido implementados para el control de micotoxinas en la agricultura; sin embargo,
la vigilancia durante el proceso agricola y el almacenamiento sigue siendo la
solucion mas conveniente para el control de hongos micotoxigénicos y micotoxinas

en granos de cereales (Frisvad, 2006).

Tabla 2. Principales micotoxinas, hongos que las producen y alimentos que contaminan
(Neme y Mohammed, 2017)

) i Cereales, )
Aflatoxinas Aflatoxina B1,B2 Aspergillus spp.
cacahuates, frutos
sSecos
Fumonisinas FB1ly FB2 Maiz, trigo, Fusarium spp.

cebada, cerveza

Cereales, uvas,

i ) Aspergillus spp.
Ocratoxinas OTA, OTB, Ota frutos, café,

i Penicillium spp.
chocolate vinos y

cervezas

Toxina T2 o
o Principalmente
Deoxinivalenol

Tricotecenos maiz, también en Fusarium spp.
(DON) )
i o trigo y sorgo
Diaceloxisciprenol
(DAS)

2.10. Ocratoxina A

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina de importancia médica y agrondémica, es
una molécula formada por un anillo de 3,4-dihidrometil-isocumarina unido por medio
de su grupo carboxilo y través de un enlace tipo amida a una molécula de
fenilalanina (Figura 3).
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Figura 3. Estructura quimica de la ocratoxina A

Esta micotoxina fue encontrada por primera vez en muestras de harina de maiz
africanas (Ravelo et al., 2011). Es un compuesto cristalino, incoloro con un peso
molecular de 404 y su excitacion con luz UV produce fluorescencia. La OTA es
también una molécula termoestable, por lo que no se desnaturaliza aun a
temperaturas superiores a los 160°C, lo que vuelve dificil su degradacion en los

alimentos que contamina (Malir et al., 2016)

2.11. Alimentos con presencia de OTA

Los cereales como maiz, trigo, sorgo y cebada, se encuentran entre las principales
fuentes de alimento para el humano, por esta razén se cree son la principal fuente
de ingesta de OTA para el hombre, tanto directamente como en productos
elaborados con cereales contaminados (Ravelo et al., 2011). No obstante, la
presencia de OTA se ha reportado en granos de café verde, carne (principalmente
de cerdo), uvas, vino, pasas, higos secos, chocolate, legumbres, cerveza y
especias. Sin embargo, en el caso de estos alimentos, a diferencia de los cereales,
no constituyen fuentes dietéticas importantes, sélo en caso de altas ingestas (Duarte
et al., 2009). Otras fuentes no convencionales de OTA son el té, las infusiones, el
regaliz, el aceite de oliva y los alimentos infantiles a base de cereales, asi como los
frijoles, la soya, las nueces, los frutos secos y los jugos (Studer-Rohr et al., 2000;
Shephard, 2008).

2.12. Aspectos Toxicos de OTA

La OTA es una micotoxina con accion neurotoxica, inmunosupresora, genotoxica,
carcindgena y teratogénica. Esta toxina se encuentra en la categoria 2B de la

Agencia Internacional de Investigacion Contra el Cancer (IARC), es decir, como
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posible carcin6geno humano (Ravelo et al., 2011). Dicha molécula impide procesos
fisioldgicos en los seres vivos, produciendo perturbaciones en el metabolismo de la
fenilalanina, proceso que estd mediado por la inhibicion de las enzimas implicadas
en la sintesis de fenilalanina (Marquardt y Frohlich, 1992). La ingesta de alimentos
contaminados con OTA ha sido relacionada con evidencias epidemiolégicas de
cancer testicular por la formacion de aductos de ADN (Keller et al., 2012). En los
hombres, constituye un factor determinante para el desarrollo de tumores en el
tracto urinario y de la “Nefropatia endémica de los Balcanes” (Blanco et al., 2007);
padecimiento que presenta una gran incidencia en las regiones del sudeste de
Europa: Bosnia, Serbia, Croacia, Bulgaria y Rumania (Duarte et al., 2009).

Se ha reportado la presencia de OTA en carne de aves de corral, carne de cerdo,
ovinos y productos embutidos; una explicacion para esto puede ser el consumo de
piensos con alto contenido de OTA por parte de dichos animales. En ellos se
presentan efectos nefrotoxicos, inmunotdxicos y cancerigenos, siendo los
principales érganos diana para su toxicidad los riflones y el higado (Petzinger y
Weidenbach, 2002). La ocratoxina A representa una grave riesgo histopatolégico en
humanos, que se ha relacionado con la neuropatia tubulo-intersticial progresiva, la
cual deriva en atrofia tubular y fibrosis peri glomerular, dafios similares a los
observados experimentalmente en animales (Coronel et al., 2009). Finalmente,
algunos autores apuntan que individuos en estado de malnutricion son
especialmente sensibles a los efectos adversos de las micotoxinas (Blanco et al.,
2007; Duarte et al., 2009; Stoycho, 2010).

2.13. Biosintesis de OTA

La ruta biosintética de la ocratoxina A fue propuesta por Huff y Hamilton (1979), la
cual se describe graficamente en la figura 4. Se propone que esta ruta conlleva tres
etapas: En primera instancia, la Acetil-CoA y el malonato son transformados a
melleina con ayuda de una policétido sintasa a través de la ruta del acetato-
malonato. La melleina es metilada y oxidada dando lugar a ocratoxina f,
incorporandose también una molécula de cloro al final de este paso y dando como

resultado una molécula de ocratoxina . El segundo paso que se propone para la
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ruta es la formacion de una molécula de fenilalanina que se sintetiza a partir de
Acido Shikimico.
La molécula de fenilalanina se une a la molécula de ocratoxina B para formar la

ocratoxina a y dar fin al tercer paso de la sintesis, en la cual se obtiene también una

Acetil CoA + Malonato
Policétido sintasa |

coon !

A L Mellein

|

i .
ho/\l/ o [T [ Ocratoxinap

A. Shikimico ? b Socies ' i
NH; "
A L
l | L Ocratoxina a
L-fenilalanina 2 SN S e
r/suxx,,/«n\ L |
L ™ e LT 1
Péptido sintasa I \\»/J\o
' " ES
[ L
L J l PP
Esterasa A
..:.\{‘3
~ e
S~

Ocratoxina A

molécula de ocratoxina C por accion de una sintetasa y OTA por la accién de una

esterasa (Gonzales, 2010).

Figura 4. Ruta biosintética de OTA propuesta por Huff y Hamilton (1973). Tomado
de Khoury y Atoui, (2006).
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2.14. Genes involucrados en la sintesis de OTA

Se conocen bien los genes involucrados en la sintesis de OTA y otros metabolitos
secundarios fungicos. Estos genes estan frecuentemente organizados en
agrupaciones o “clusters”, organizacion que fue propuesta a partir de la clonacién
de una secuencia que contenia genes adyacentes implicados en la sintesis de OTA
en Penicillium nordicum (Karolewiez- Geisen, 2005). De manera general, se puede
describir la estructura de estos “clusters” con la presencia de tres genes, los cuales
corresponden a genes codificantes para una (-ceto sintasa (KS), una Acil-
transferasa (AT) y una proteina transportadora de grupos Acil (ACP), genéricamente
denominados OTApks. En diferentes especies se pueden encontrar genes para la
sintesis de péptidos no ribosomales (NRPS) flanqueando a los policétido sintasa, o
en ocasiones una alcalin-serin proteasa (ASP) (Gallo et al., 2014; Schmidt y Geisen,
2007).

La region promotora de los genes OTApks han mostrado mucha similitud en sitios
de unién presuntivos a factores de transcripcion como CreA, factores de
transcripcion tipo “dedos de zinc” (zinc fingers) y otros asociados a sefializacion de
fuentes de carbono, asi como para fuentes de nitrdgeno (Cys2His2 y AreA). Estas
regiones se han encontrado “rio arriba” del codon de inicio de la transcripcion de
dichas sefalizaciones, asi como en la region promotora del gen, lo cual ha sugerido
gue existe una fuerte relacion entre las fuentes de carbono para el crecimiento del

hongo y la produccién de OTA (Gallo et al., 2014).

En diversos estudios se muestra una gran homologia entre los genes OTApks para
los genes de P. nordicum y P. verrucosum. La homologia entre genes de las
especies de A. carbonarius y A. nigri, asi como de A. carbonarius y A. westerdijikiae
también es alta, con similitudes de hasta el 70% en la secuencia de pares de bases.
Sin embargo, las similitudes entre especies de los géneros Aspergillus y Penicillum

son muy bajas (Gallo et al., 2014; Bogs y col, 2006).

El empleo de genes OTApks como genes diana para la deteccion de especies
productoras de OTA puede ser un recurso no del todo adecuado, debido a que en

diferentes cepas ocratoxigénicas de una especie, el gen se encuentra inactivado.
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Tawakany et al., (2003) reportaron que solo entre el 3 -10% de las cepas de
Aspergillus niger producen OTA, mientras que en datos experimentales publicados
por Ferracin et al., (2012) se presenta un gen presuntivo pks en solo el 26% de las
cepas silvestres productoras de Ocratoxina A, lo cual sugiere una falta de relacion

entre el perfil molecular y la produccién de OTA.

Con relacion al hecho de que existen diversas cepas dentro de los géneros
Aspergillus y Penicillum que no presentan produccion de OTA pero que contienen
genes pks similares a las cepas ocratoxigénicas, se especula que la capacidad para
producir OTA se pudo haber perdido y ganado varias veces por parte de los hongos

pertenecientes a estos géneros (Gallo et al., 2009).

2.15. Factores que afectan la produccion de OTA

Sin duda alguna las fuentes de nutrientes, principalmente carbono y nitrégeno, son
factores que influyen en el 6ptimo crecimiento de los hongos y por consiguiente se
puede deducir que el tipo de fuente y concentracién de estos nutrientes influye de
manera directa en la produccién de OTA (Gallo et al., 2014; Ramos et al., 1998).
La temperatura, el pH y la actividad de agua (Aw) son factores ambientales que han
sido relacionados a la produccién de OTA. Se ha reportado que la produccién
maxima de OTA depende de las capacidades fisiol6gicas de cada especie para
crecer en distintas condiciones ambientales. El valor de temperatura para la
produccion éptima se encuentra entre el intervalo de 20 a 30°C (Esteban et al.,
2014; Geisen, 2004; O’Callaghan 2006). En el caso del pH, se ha reportado la
produccion de OTA entre los valores de 4.5 a 6 y los valores de 0.93-0.99 Aw para
la actividad de agua (Arroyo et al., 2005; Lahouar et al., 2017). La interaccién con
otros hongos es un factor que ha sido menos estudiado por la complejidad que esto
implica; sin embargo, se cuentan con datos experimentales de la reduccion
significativa en la produccion de OTA por parte de A. ochraceus en muestras de
maiz, debido a la interaccién con A. flavus y A. niger (Lee y Magan, 2000). La
produccion de OTA por P. verrucosum también se ha visto influenciada por la

competencia con otros hongos de deterioro de granos (Magan et al., 2003).
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2.16. Reglamentacion sobre niveles de OTA en alimentos

A final del afio 2003, un 85 % de la poblacibn mundial perteneciente
aproximadamente a 100 paises que signaron el acuerdo, incluyeron dentro de su
legislacion normas que regulan la concentracion de micotoxinas en diferentes
alimentos (Van Egmond et al., 2004). La Comision Europea publicé el Reglamento
(CE) n® 472/2002 que fija los limites maximos de OTA en 5 ug/kg para cereales 'y 3
pg/kg para productos elaborados a base de cereales. EIl reglamento (CE) n°
1881/200639 de la Comisiéon Europea, modifica al anterior, ampliando la gama de
productos alimenticios reglamentados por la norma anterior (Ravelo et al., 2011).
En México existen tres normas en donde se establece el limite méaximo de
Aflatoxinas en maiz para consumo humano (20 pug Kg?) y animal (de 21 a 300 ug
Kgt) (NOM-188-SSA1-2002). Asi mismo, se establecié el nivel maximo para masa,
tortillas, harinas y tostadas de maiz nixtamalizado, siendo de 12 ug/Kg de AFs.
Mientras que para tortillas de trigo, tortillas integrales y harinas de trigo es de 20
Hg/Kg (NOM-187-SSA1/ SCFI-2002). En cuanto a productos lacteos y formulas
lacteas, el maximo permitido de AFM1 es de 0.5 pug Lt (NOM-184- SSA1-2002). Sin
embargo, no existe una reglamentacion especifica para el contenido de ocratoxina
A (Robledo et al., 2001)
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3. Justificacion
En el estado de Michoacan el 90% de los municipios cultivan diferentes
variedades de maiz bajo el esquema de la agricultura familiar. Los sistemas de
almacenamiento asociados a este esquema, son improvisados y en ocasiones,
insuficientes para mantener la integridad de los granos almacenados. lo anterior
permite la incidencia de roedores e insectos, asi como la proliferacion de
microorganismos como hongos y bacterias.
Los hongos filamentosos causan deterioro en los granos de maiz almacenados
gue incluye el ennegrecimiento, la pérdida de la viabilidad y el vigor, su pudricién
y la contaminacion con micotoxinas, todo lo cual se traduce en pérdidas
econOmicas y riesgos para la salud de los consumidores de este producto.
La ocratoxina A es una micotoxina con efectos carcinogénico, nefrotéxicos,
hepatotoxicos entre otros. En México no existe suficiente informacién acerca de
la presencia de esta toxina y los hongos que la producen en ningun tipo de
alimento, incluyendo al maiz. Siendo éste la base de la alimentacion en el pais,
es importante asegurar su calidad.
Este proyecto de investigacion pretende generar conocimiento de las especies
productoras de ocratoxina A presentes en los granos de maiz almacenados en
sistemas de produccién familiar poco analizados al respecto. Se analizaran los
efectos deletéreos sobre los granos causados por los hongos encontrados, asi
como la presencia y concentraciéon de OTA en granos de maiz almacenado por

agricultores familiares.
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4. Hipotesis
Los granos de las unidades de almacenamiento de maiz de sistemas de
produccion familiar en Michoacan estan contaminados con especies
micotoxigénicas de los géneros Aspergillus y Penicilium, y tienen altas
concentraciones de Ocratoxina A, superiores a las normas europeas en la

materia.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

e Determinar la incidencia de hongos ocratoxigénicos y la presencia de OTA
en muestras de maiz de almacenes de dos localidades contrastantes de
Michoacan en donde se préctica la agricultura familiar y de auto consumo.

5.2. Objetivos especificos

e Determinar la calidad fisica y fisiolégica de los granos de maiz almacenados.

e Establecer la incidencia de hongos ocratoxigénicos en el maiz almacenado.

e Cuantificar la presencia de ocratoxina A en muestras de grano de maiz
almacenado.

e Comparar el desempefio de los almacenes familiares con un método de
almacenaje validado.
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6. Metodologia

6.1 Descripcion del area de estudio

6.1.1 Umécuaro

La localidad de Umécuaro se localiza en el estado de Michoacan, dentro del
municipio de Morelia en la tenencia de Santiago Undameo. Esta comunidad se
encuentra a una altitud de 2200 MSNM vy presenta un clima templado sub humedo
con temperaturas de 5°C a los 25°C. Las principales actividades econdmicas en la
localidad son la agricultura y la ganaderia, destacando el cultivo de maiz, aunque
también se presenta el cultivo de aguacate, jitomate y ardndano. En el caso de la
ganaderia destaca la produccion bovina (INEGI, 2009; INEGI, 2017).
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Figura 5. Ubicacion de los sitios de colecta en la localidad de Umécuaro,
municipio de Morelia Michoacan. (A) Municipio de Morelia, Michoacén, (B)
ubicacion del &rea de cultivo, (C) ubicacién del almacén.

Los sitios de colecta en esta localidad comprenden un area de cultivo de 33.5 m x 24.5 m, situada en las
coordenadas 19° 53" 37" N y -101°25'53". El cultivo de maiz se lleva a cabo en temporal durante el periodo
primavera- verano, aprovechando las lluvias. Se cultivan dos variedades de maiz, una raza de maiz amarillo
comercial la cual se utiliza para la engorda del ganado y una variedad de maiz nativo conocido como tuxpefio
nortefo el cual se utiliza para el autoconsumo familiar del productor. Esta raza nativa se caracteriza por mazorcas
grandes, cilindricas, de grano dentado, predominando los colores blancos, con un alto nimero de hileras y
granos por hilera (CONABIO, 2010; Wellhausen et al., 1951). El sistema de almacenamiento se encuentra en las
coordenadas 19°52"34”N y 101°25°'550. El almacén para los granos de maiz es rudimentario, consiste en una
pequefa habitacion de madera de 3 x 2 m donde se almacena el maiz desgranado en costales de rafia y no se
reporta el uso de producto quimico para el control de plagas dentro del almacén.
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6.1.2 El Zapotillo

La comunidad de El Zapotillo se encuentra entre la localidad de “El Devanador” y
Tafetan, dentro del municipio de Tzitzio, Michoacén, a 41 km al sureste del municipio
de Morelia. Presenta una altitud de 1001 MSNM y un clima tropical con intervalos
de temperatura entre los 12°C a 37°C. Las principales actividades economicas de
la localidad son la agricultura, principalmente el cultivo de maiz (INEGI, 2009b;
INEGI, 2017).

Los sitios de colecta comprenden un area de cultivo de 31 m x 61 m, situado en las
coordenadas 19°27°12.5” N y 100°54°46.7” W, el cual esta sitiado en ladera de
cerro. El maiz cultivado es una raza nativa conocida como tuxpefio, la cual se
caracteriza por mazorcas grandes y cilindricas con granos dentados y coloracién
principalmente blanca, aunque pueden presentarse en diferentes colores, con un
alto numero de granos por hileras (CONABIO, 2010). El cultivo de esta raza se lleva
a cabo predominantemente de forma temporal y la familia productora almacena los
granos en contenedores de aluminio para autoconsumo, y como semilla para el
siguiente ciclo de produccién. El almacenaje de los granos de maiz se lleva a cabo
en una habitacién dentro de la casa del productor, un cuarto de material para
construccion con aplanado de cemento y techo de lamina de aproximadamente 2m
x 3m. Los contenedores son de aluminio con cinta de cerrado en la tapa, se utiliza
un tratamiento con fosfuro de aluminio para la conservaciéon de la semilla el cual se

coloca en forma de pastilla, dentro de la unidad de almacenamiento.
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Figura 6. Ubicacion de los sitios de colecta en la localidad de “El Zapotillo”
municipio de Tzitzio Michoacan. (A) Municipio de Tzitzio Michoacan, (B) ubicacion
del area de cultivo, (C) ubicacion del almacén.

6.2. Fabricacion del silo metalico

Se construyé un silo metalico galvanizado siguiendo las indicaciones del manual
para la fabricacion de silos metalicos galvanizados de la FAO (2014). Las
dimensiones del silo fueron de 1.25 m de alto por 0.79 m de diametro y el volumen

de almacenamiento fue de 500 L (Figura 7).
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Figura 7. Dimensiones del silo metalico galvanizado.

Se proporcioné un silo a cada productor en cada una de las comunidades para
referenciar como control y conocer si existen ventajas en la conservacion de la
calidad de las semillas, asi como disminucion en la aparicién de hongos y el dafio

causado por estos.
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6.3. Toma de muestras.

La toma de muestras de granos de maiz se llevd a cabo a partir del mes de
noviembre del 2017 hasta el mes de julio del 2018, en ambas localidades de estudio.
Durante los meses de noviembre y diciembre se tomaron muestras de mazorcas de
maiz directamente de campo, previo a la temporada de cosecha. Las parcelas de
cultivos se dividieron en 4 cuadrantes estableciéndose 4 transectos en cada uno de
ellos. Se tom6 una mazorca al centro de las lineas imaginarias de cada cuadrante,
dando un total de 16 mazorcas colectadas por parcela, para cada mes, en cada uno

de las localidades de estudio (Figura 8).

HHEH

Figura 8. Toma de muestras por transecto durante el periodo Nov-Dic del afio
2018.

Durante el mes de enero (periodo de secado) las muestras se colectaron de los
grupos de semilla en secado al aire libre; esto se llevé a cabo dividiendo el lugar de
secado de los granos en 15 cuadrantes desde una vista superior del area, como se
muestra en la Figura 9. Se tomd una muestra de cada uno de los lugares marcados
con “X”, la cual se homogeniz6 en una muestra compuesta representativa del

periodo de secado, esto se realizé de la misma manera para cada localidad.

A partir del mes de febrero, los granos de maiz entraron a los almacenes, tanto el
del propio del productor como el del silo metalico galvanizado. Las muestras
tomadas en los almacenes se sujetaron a los lineamientos de toma de muestras
sugeridas en la norma oficial mexicana NOM-251-SSA1-2009 que regula el
contenido de aflatoxinas en granos de maiz. Dentro de los almacenes se ajustaron
las metodologias atendiendo a la distribucion de las unidades de almacenamiento

(Figura 10) y el tipo de unidad de almacenamiento.
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Figura 9. Disefio para la toma de muestras de cereales almacenados a granel en
bodegas o almacenamientos en intemperie. Vista superior. (NOM-251-SSA1-
2009).

En el caso del almacén de maiz ubicado en la localidad de Umécuaro, se utilizo la
metodologia para la toma de muestra de costales apilados (Figura 10B), tomando
una muestra compuesta de 1.5 Kg, con ayuda de un calador de granos manual de
50 cm que se insertd al centro de los costales. En el caso de la localidad de El
Zapotillo, las muestras se adecuaron al disefio de toma de muestra de contenedores
(Figura 10A), con una muestra compuesta del mismo volumen descrito
anteriormente. Las muestras compuestas de granos de maiz se transfirieron al
Laboratorio de Desarrollo Analitico en bolsas ziploc® nuevas, previamente

desinfectadas con alcohol y expuestas a luz UV por 20 min.

(A)

Figura 10. Metodologia de toma de muestra segun la NOM-251-SSA1-2009. A)
Cereales almacenados a granel en silos. Vista superior. B) Cereales
almacenados en costales.
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6.4. Pruebas fisiologicas

6.4.1 Prueba de germinacion

Las pruebas de germinacion de las semillas de maiz colectadas se llevaron a cabo
mediante el método de germinacién en toallas de papel himedo. Se tomaron cuatro
grupos de cien semillas por muestra, las semillas se colocaron sobre charolas de
unicel que contenia una cama de papel secante humedo, posteriormente fueron
acomodadas y cubiertas por otra capa de papel secante y finalmente se sellaron
con plastico auto adherible para mantener la humedad. Las charolas se mantuvieron
en incubacién por siete dias a 25°C, una vez concluido el tiempo de incubacion se
contd el numero de semillas germinadas y se calculd el porcentaje de estas por
muestra (Ledn- Torres, 2017).

6.4.2. Prueba de vigor

Las pruebas de vigor se realizaron utilizando la temperatura como condicién de
estrés. Se tomaron cuatro grupos de cien semillas por muestra y se colocaron dentro
de frascos de vidrio con tapa rosca; posteriormente, se colocaron durante 96 h a
una temperatura constante de 40°C. Al término de dicho periodo se realiz6 una
prueba de germinacion por el método de papel hUmedo descrito anteriormente y se
calcul6é el porcentaje de germinacion de cada grupo de semillas (Ledn- Torres,
2017).

6.4.3. Determinacion de dafio por hongos

Para determinar el porcentaje de dafio por hongos se tomaron cuatro grupos de cien
semillas por muestra, los cuales se revisaron visualmente para evaluar el dafio y
compararlo con los patrones de la guia visual de dafio fungico de la USDA.
Posteriormente se calculd el porcentaje de semillas dafiadas por cada grupo (USDA,
2016).

6.5. Aislamiento de especies fungicas
El aislamiento de especies fungicas se llevo a cabo inoculando 10 granos de maiz
por muestra en cajas de Petri con medio de cultivo Sabouraud suplementado con

5% de cloranfenicol. Los medios asi inoculados se cultivaron a 25°C por 8 dias,
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tomando micelio de colonias bien delimitadas para su resiembra en medio de cultivo

PDA con la finalidad de obtener para obtener cultivos axénicos de distintos aislados.

6.6. Identificacion de aislados fungicos a nivel de género

La identificacion inicial de los aislados fungicos se llevo a cabo mediante criterios
morfologicos, tomando en cuenta las caracteristicas macro y microscopicas del
crecimiento micelial en caja de Petri, y con ayuda de la clave de identificacion a nivel
de género de Pitt y Hocking (2009).

6.7. Identificacion de aislados fungicos por métodos moleculares

6.7.1. Extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN, el micelio de los hongos aislados se macerd con
nitrégeno liquido. El polvo obtenido se transfirié a un tubo de micro centrifuga de 1.5
mL y se agregaron 500 pL de regulador de extraccion (SDS 5%, EDTA 25mmol,
NaCl 250mmoly Tris-HCI pH 8.5, 200mmol) calentado a 60 °C, agitandose en vortex
por 1 min. Los tubos se incubaron a 60°C durante 6 min, agitando 30 s en vortex
cada 2 min. Posteriormente se centrifugé a 10,000xg por 10 min y se recupero el
sobrenadante en un tubo nuevo. Se agreg6 un volumen igual al recuperado de fenol-
cloroformo (1:1 v/v) y se agité en vortex de 1-3 min para volver a centrifugar a
10,000xg por 10 min. Se recupero el sobrenadante y se agrego un volumen igual de
cloroformo, agitando en vortex por 30 s y se centrifugando como se explico
anteriormente. Al sobrenadante recuperado se le agregaron 3 pL de RNAasa
incubando a 37°C por 30 min. EI ADN se precipitd con el mismo volumen de
isopropanol frio y se incubo a -20°C por 1h. Al término de la incubacion, se centrifugo
a 12 000xg por 10 min, la pastilla recuperada se lavé con etanol al 70% y se sec6 a
temperatura ambiente, para re-suspender en 25 pL de agua destilada estéril. La
integridad del ADN se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
tefiido con un 1 pL de Syber Safe (Invitrogen, USA) obteniendo la imagen del gel en
un fotodocumentador Mini Bis Pro® bajo exposicion a luz UV.
6.7.2. Ensayos de PCR
Amplificacién de region ITS
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El ensayo de la amplificacion de la region ITS (ITS1-5.8-1ITS2) de la Unidad
Ribosomal Nuclear de los hongos aislados se llevd a cabo utilizando el par de
oligonucledtidos ITS-1  (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS-4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990). La composicion de la mezcla
de reaccion fue la siguiente: regulador Tris-HCI (10mM, pH 8.0), MgClz (1.5mM),
dNTP’s (0.2mM de cada uno), 0.5 U de Taq DNA polimerasa recombinante
(Invitrogen, USA) y 25 ng totales de ADN. El volumen final se ajust6 a 15 pL con
agua des ionizada estéril. El protocolo de amplificacion fue el siguiente: un ciclo
inicial de desnaturalizacion a 95°C por 5 min seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, alineamiento a 55 °C por 1 min y extension
a 72 °C por 2 min, con una extension final a 72°C por 10 min. Los productos
obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiido con Syber Safe
(Invitrogen, USA). Todos los productos fueron secuenciados por Elim
Biopharmacuticals, Inc. (USA).

6.7.3. Andlisis de las secuencias amplificadas

Las secuencias se editaron de manera manual con la finalidad de remover los
extremos en los cuales no se pueda reconocer los nucleotidos correspondientes de
la secuencia. Las secuencias fueron comparadas con secuencias registradas en las
bases de datos de GenBank por medio del software BLAST de comparacion de

secuencias (Altschul et al., 1997).

6.8. Determinaciéon de OTA en granos de maiz

6.8.1. Extraccion de OTA

Las muestras compuestas de granos de maiz tomadas de periodo precosecha,
secado y almacén de cada sitio de colecta, se homogenizaron con ayuda de un
molino mecéanico. El producto de molienda obtenido se tamiz6 con ayuda de un
tamiz de maya #20. Se tomaron 20 g del tamizado y se le agregaron 100 mL de
metanol al 70% agitando durante por 5 min. Se recuperaron 10 mL de sobrenadante
y se centrifugd por 10 min a 4500xg. Finalmente, se tomd una alicuota de 1.5 mL
en un micro tubo de centrifuga, la cual se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta la

cuantificacion.
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6.8.2. Cuantificacion de OTA

La determinacion de las concentraciones de OTA en las muestras se llevd a cabo
mediante una prueba inmunoenzimatica ELISA atendiendo a las instrucciones
incluidas en el kit comercial marca Helica ® Cat. No. 9410CH01M-96, especifico

para la deteccion y cuantificacion de OTA en maiz.

6.9. Determinacion de la produccién de OTA por parte de los hongos aislados
6.9.1. Cultivo en medio PDB

Se colocaron 50 mL de medio PDB en matraces de 250 mL y se inocularon con 6
cilindros de 0.6 mm de didametro obtenidos con un sacabocados a partir de micelio
del limite de colonias de los hongos de interés en crecimiento activo en medio PDA.
Los matraces con medio asi inoculados se incubaron a 28°C durante y 100 rpm de

agitacion durante 15 dias.

6.9.2. Extraccion de OTA a partir de medio PDB

El medio PDB inoculado previamente con hongos se filtr6 a través de papel
Whatman N° 1 recuperando el medio extracelular libre de células para la extraccion
de Ocratoxina A, para lo cual el medio PDB recuperado se mezclé en relacion 1:1
con 50 mL de cloroformo, agitAndose vigorosamente durante un minuto y
recuperando la fase organica (cloroformo) con ayuda de un embudo de separacion,
la fase organica recuperada se concentré a bafio Maria y se almacené en tubos

falcon en refrigeracién a 4°C hasta su andlisis.

6.9.3. Determinacion por TLC (Cromatografia en Capa Fina)

Los extractos se resuspendieron en 500 yL de metanol grado RA. Se colocaron 10
uL de cada extracto en placas cromatograficas de 10 X 20cm cubiertas con silica
gel con indicador de fluorescencia Uvzsa (Machery-Magel, Alemania). La fase movil
usada fue una combinacion de tolueno, acetato de etilo, acido férmico (5:4:1). Las
placas cromatografica fueron reveladas con luz ultravioleta a tres longitudes de onda
254nm, 302nm y 365nm. La presencia de la ocratoxina en las muestras se
determiné con la comparacién de un estandar de OTA. Como informacién adicional

se utilizaron estandares de Aflatoxinas B1, G1 y Zearalenona.
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7. Resultados
7.1. Calidad fisica y fisiologica de los granos de maiz

7.1.1 Dafo asociado a hongos en los granos de maiz

En la Figura 11 se muestran los porcentajes de dafio por hongos encontrados en
las muestras de granos de maiz de las dos comunidades de estudio durante el
periodo de cultivo (noviembre y diciembre), secado (febrero) y el periodo de
almacenamiento (marzo a junio) tanto en almacenes locales como en los silos
metélicos proporcionados. El promedio de dafio para la localidad de Zapotillo fue de
6.57% durante el periodo de Cultivo mientras que en la localidad de Umécuaro el

porcentaje promedio de dafio para este mismo periodo fue de 25.6%.
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Figura 11. Porcentaje promedio de dafio en los granos de maiz durante los
diferentes periodos de muestreo en las dos comunidades de estudio.

En la localidad de Umécuaro se encontré un promedio de dafio de 2% durante el
periodo de secado de los granos, y el valor correspondiente para la localidad de

Zapotillo se encontré un promedio de 1.33%.

Durante el periodo de almacenamiento, en la localidad de Umécuaro se encontro
un promedio de dafio de 5.14% en los almacenes locales de los productores

familiares y 4.9% en el silo metalico proporcionado. En la localidad de Zapotillo el
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promedio de dafio en los almacenes locales fue de 5.15% mientras que en el silo
fue de 4.97%. Los meses de diciembre (cultivo) y junio (Ultimo mes de toma de
muestra) presentaron los mayores porcentajes de dafio en ambas localidades, esto
demuestra que el aumento del porcentaje de dafio en los granos tanto en campo

como en almacén aumenta en relacion al tiempo.

7.1.2 Germinacion de los granos de maiz

En la figura 12 se muestran los porcentajes de germinaciéon de las semillas
analizadas provenientes de ambas localidades durante los diferentes periodos de
estudio. Durante el periodo de cultivo el porcentaje promedio de germinacion de las
semillas de maiz mayor al 90% siendo el mas bajo el presentado en Zapotillo con
91.75%, en Umécuaro el porcentaje de germinacion en este periodo fue de 95%.
Durante el periodo de secado de los granos de maiz el porcentaje aumento,

obteniendo 97.75% de germinacion en Umécuaro y 97% en Zapoatillo.
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Figura 12. Porcentaje promedio de germinacién de los granos de maiz.

En Umécuaro el porcentaje de germinacién durante el periodo de almacenamiento
fue de 89.15% en los almacenes familiares, mientras que en el silo proporcionado
presento un promedio de 91.95%, en la localidad de Zapotillo el promedio de
germinacion fue de 90.75% en los almacenes locales y de 94.45% en los silos
proporcionados.
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7.1.3 Vigor de las semillas de maiz

Los valores del porcentaje promedio de vigor en la semilla se presentan en la figura
13. En la localidad de Zapotillo se encontrd una germinacion relacionada al vigor de
91.75%, en comparacion, en la localidad de Umécuaro se presentd un porcentaje
mas bajo del 73%.
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Figura 13. Porcentaje de germinacion promedio relacionado al vigor de las
semillas de maiz de la localidad de Umécuaro y Zapotillo.

Durante el periodo de secado se presentd un aumento en el vigor, encontrando
porcentajes de germinacion altos para ambas localidades: 95% en la comunidad de
Umécuaro y 97% para la comunidad de Zapotillo. Durante los meses del periodo de
almacenamiento, el vigor de la semilla se mantuvo por arriba del 90% de
germinacion en ambas localidades. En Umécuaro, el promedio de fue de 91.3% en
los almacenes locales, mientras en el silo metalico proporcionado, el porcentaje fue
de 93%; en la localidad de Zapotillo, el promedio para los almacenes locales fue de

93%, mientras que en los silos metalicos el promedio fue de 95%.

7.2 Incidencia de hongos en los granos de maiz
El nimero total de aislados fungicos obtenidos fue de 101 organismos. El analisis
de las secuencias amplificadas de la region inter espaciadora de la sub unidad

pequefia del ribosoma mostré las identidades de los hongos aislados como
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pertenecientes a los géneros Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp.,

Pichia sp., Penicillium sp., Stenocarpella sp. y Talaromyces sp. (Tabla 3).

Umécuaro

Aislado

13

16

Tabla 3. Especies aisladas de los granos de maiz

Especie

Penicillium coffeae isolate NIHHS317

Penicillium phoeniceum strain
NIHHS501

Penicillium sp. strain TC209

Talaromyces amestolkiae isolate
AC5806

Talaromyces amestolkiae strain M26

Talaromyces purpureogenus isolate
SR82
Talaromyces amestolkiae strain Tala-
0014

Talaromyces sp. strain SK-S009

Talaromyces purpurogenus isolate
C47-528
Talaromyces amestolkiae isolate
AC6202
Talaromyces amestolkiae isolate
AC5806

Talaromyces amestolkiae strain M26

Penicillium sp. isolate E20464

Penicillium sp. isolate E20463

Penicillium sp. isolate E20374

Penicillium sp. SAF6-EGY

Talaromyces amestolkiae isolate
AC6202 |
Talaromyces amestolkiae isolate
AC6202

Valor de
E

38

% de
identidad

99%

99%

97%

100%

100%

100%

99.63%

99.63%

99.63%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

97%

100%

100%

Longitud de
identidad

527/529

527/529

515/517

522/522

522/522

521/521

538/540

537/539

535/539

506/506

506/506

505/505

506/506

506/506

506/506

565/583

506/506

506/506

Gene bank
ID
KY554987.
1
KY929272.
1
MK465191.
1

KJ413385.1

MNO086355.
1
MK911693.
1
KT445914.
1
MK368459.
1

KJ439095.1

KJ413386.1

KJ413385.1

MNO086355.
1
MK267484.
1
MK267483.
1
MK267436.
1
KM222497.
1

KJ650668.1

KJ413386.1
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Talaromyces amestolkiae isolate
AC6202

0 Talaromyces amestolkiae isolate
AC5806
Talaromyces amestolkiae strain M26
Penicillium  citrinum  strain  SNB-
VECD16A

20 Penicillium citrinum

Penicillium citrinum

Aspergillus sp. strain MS11

21 Aspergillus tubingensis strain MS7

Aspergillus tubingensis strain MS4

Fusarium verticillioides isolate FM15

23 Fusarium verticillioides isolate FM14

Fusarium verticillioides isolate FM4

Penicillium  citrinum  strain
VECD16A

24 Penicillium citrinum isolate S1

SNB-

Penicillium citrinum strain C2639

Penicillium sp. KH00312

Penicillium  citrinum  strain
VECD16A

26

Penicillium citrinum isolate S1

Penicillium sp. SAF6-EGY

SNB-

Talaromyces amestolkiae strain Tala-

27
0014

Talaromyces sp. strain SK-S009

Aspergillus flavus isolate Asp-6765

28

Aspergillus flavus isolate Asp-7055

39

99.81%

99.81%

99.81%

99.61%

99.80%

99.80%

98.77%

98.77%

98.77%

100%

100%

100%

99.40%

100.00%

100.00%

98.66%

99.60%

100.00%

96.19%

99.81%

99.81%

99.64%

99.64%

521/522

521/522

520/521

508/510

501/502

500/501

560/567

560/567

560/567

484/484

484/484

484/484

495/498

480/480

480/480

514/521

496/498

480/480

580/603

526/527

525/526

555/557

555/557

UMSNH

KJ413386.1

KJ413385.1

MNO086355.
1
KX858872.
1
LC106111.
1
LC106119.
1
MG551283.
1
MG551279.
1
MG551277.
1
MK790051.
1
MK790050.
1
MK790043.
1
KX858872.
1
MH892829.
1
MG575519.
1
GUO017519.
1
KX858872.
1
MH892829.
1
KM222497.
1
KT445914.
1
MK368459.
1
MF152944.
1
MF152941.
1



Zapotillo

Resultados

29

36

37

38

42

10

11

Aspergillus flavus isolate Sichuan-
Rfsb10

Pichia guilliermondii isolate JHSd

Meyerozyma  guilliermondii  strain
CRYb6
Meyerozyma  guilliermondii  strain
CRYb4
Talaromyces amestolkiae strain Tala-
0014

Talaromyces sp. strain SK-S009

Talaromyces amestolkiae strain Tala-
0014

Aspergillus versicolor strain MF22122

Aspergillus versicolor strain WZ-2008-
0062

Aspergillus flavus strain A0628

Talaromyces verruculosus isolate
AX2101 |

Talaromyces funiculosus strain CBS
272.73

Penicillium  sp. isolate  strain
BRMO046336

Penicillium citrinum isolate MLYN-B6

Penicillium sp. strain JIN-GJ-3-2

Penicillium citrinum strain JB-GC-3-4

Talaromyces amestolkiae strain Tala-
0014

Talaromyces sp. strain SK-S009

Talaromyces ruber strain
NFML_CH53_372

Fusarium verticillioides isolate FM13

Gibberella moniliformis strain CB1

Gibberella moniliformis isolate FM2
Cladosporium sp. isolate 18MWF13.1

Cladosporium sp. strain GBC-

Fungus39

40

99.64%

98.07%

98.07%

98.07%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

99.81%

99.81%

99.81%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

99.81%

100.00%

100.00%
100.00%

99.39%

99.39%

555/557

509/519

508/518

508/518

508/508

507/507

507/507

497/496

497/496

497/496

531/532

530/531

530/531

506/506

506/506

506/506

524/524

523/523

521/522

485/485

484/484
484/484

490/493

490/493

UMSNH

KX067886.
1
DQ663478.
1
MK990465.
1
MK990463.
1
KT445914.
1
MK368459.
1

KJ650669.1

MH911364.
1
KT630277.
1
KF577897.
1

KJ413368.1

MH860684.
1
MK461563.
1
MG309879.
1
MG554249.
1
MG554246.
1
KT445914.
1
MK368459.
1
KM458830.
1
MK790049.
1
JX511973.1
JF499676.1
MN128233.
1
MNO77441.
1



Resultados

22

14

15

17

18

22

31

34

Cladosporium  tenuissimum  strain
PWF-6

Stenocarpella maydis strain Sm.A1-1

Stenocarpella maydis

Stenocarpella maydis

Penicillium  citrinum strain  SNB-
VECD16A

Penicillium citrinum isolate S1

Penicillium citrinum strain C2639

Penicillium sp. SAF6-EGY

Penicillium purpurogenum strain M-16

Talaromyces purpureogenus isolate
Au-XII-1.1

Talaromyces purpureogenus strain
ZB076

Talaromyces purpurogenus isolate
C47-528

Penicillium sp. 4382

Fusarium verticillioides isolate FM13

Fusarium verticillioides strain ITC21
Gibberella moniliformis strain CB1

Penicillium citrinum strain PW1-1

Penicillium citrinum strain AHF6

Penicillium citrinum strain KANK3

Aspergillus sp. strain MS11

Aspergillus tubingensis strain MS7

Aspergillus tubingensis strain MS4

Penicillium  citrinum strain  SNB-
VECD16A

41

99.39%

99.61%

99.61%

99.61%

99.60%

99.80%

99.80%

95.53%

99.81%

99.81%

100.00%

100.00%

100.00%

99.58%

99.58%

99.58%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

99.60%

490/493

514/516

514/516

514/516

498/500

492/493

492/493

598/626

523/524

523/524

513/513

513/513

513/513

4771479

4771479

4771479

496/496

496/496

496/496

531/531

531/531

531/531

503/505

UMSNH

MK905460.
1
KP164561.
1
FR748065.
1
FR748064.
1
KX858872.
1
MH892829.
1
MG575519.
1
KM222497.
1
JQ422620.
1
MF475966.
1

KJ528885.1

KJ439095.1

EU330619.
1
MK790049.
1
KY100125.
1
JX511973.1
MH984814.
1
MK530518.
1
MG925209.
1
MG551283.
1
MG551279.
1
MG551277.
1
KX858872.
1
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S LC106111.
Penicillium citrinum 0 99.60% 498/500 i
o ] MH892829.
Penicillium citrinum isolate S1 0 99.60% 497/499 1
. L . MK790049.
Fusarium verticillioides isolate FM13 0 99.79% 482/483 )
Fusarium verticillioides strain CBS MH856066.
35 0 99.79% 481/482
139.40 1
MH855037.
Fusarium sacchari strain CBS 184.29 0 99.79% 481/482 a
Penicillium  citrinum strain  SNB- KX858872.
0 98.86% 522/528
VECD16A 1
MG925209.
39 Penicillium citrinum strain KANK3 0 100.00% 506/506 1
Penicillium griseofulvum strain KF811439.
0 99.80% 508/509
46/193/195wat 1
. o ) MK790049.
Fusarium verticillioides isolate 0 100.00% 494/496 1
) - ) GU257904.
40 Gibberella moniliformis clone 11 0 100.00% 494/496 1
) S MK790051.
Fusarium verticillioides isolate 0 100.00% 495/495 1
o ] MK267484.
Penicillium sp. isolate E20464 0 100.00% 512/512 1
o ) MK267483.
41 Penicillium sp. isolate E20463 0 100.00% 512/512 1
o ) MK267436.
Penicillium sp. isolate E20374 0 100.00% 512/512 1

La incidencia de especies fungicas se resume en la Figura 14. Durante el periodo
de cultivo se pudieron observar los porcentajes promedios mas altos de incidencia
de especies fungicas, 50% en Umécuaro y 75% en la localidad de Zapotillo. El
porcentaje de incidencia durante el secado se encontr6 mas bajo a comparacion
con el encontrado en campo con 20% de incidencia de hongos en Umécuaro y 50%

en la comunidad de Zapotillo.

En los almacenes los porcentajes de incidencia se mantuvieron ain mas bajos con
38% en la localidad de Umécuaro y 32% en la localidad de Zapotillo para los
almacenes locales, en el caso de los silos metalicos proporcionados la incidencia

de hongos fue de 32% en Umécuaro y 30% en Zapotillo.
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Figura 14. Promedio del porcentaje de incidencia de hongos en las
localidades de estudio.

7.2.1 Incidencia de especies ocratoxigénicas en los granos de maiz

Las especies asociadas a la produccion de ocratoxina A pertenecen principalmente
a los géneros Aspergillus y Penicillium; sin embargo, el analisis Blastn de las
secuencias ITS de los hongos aislados no resuelve algunas especies de Aspergillus
y Penicillium que se quedan limitadas a nivel de género como Aspergillus sp. y
Penicillium sp. La incidencia de estas especies se puede observar en la Figura 15y
Figura 16. Los hongos pertenecientes al género Aspergillus incluyen organismos
como Aspergillus flavus, A. versicolor y Aspergillus sp.

Aspergillus sp. se encontré en ambas localidades con los porcentajes mas altos de
incidencia, los cuales aumentaron hasta el 60% en el periodo de almacenamiento
en ambas localidades, A. versicolor se encontrdé Unicamente en la localidad de
Zapotillo durante el periodo de campo y secado, pero no se volvié a aislar durante
el periodo de almacenaje. Durante el periodo de almacenamiento en silos solo se

encontro la presencia de Aspergillus sp. No se encontré presencia de A. flavus ni
A. versicolor.
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Figura 15. Incidencia de especies fungicas pertenecientes al género Aspergillus
asociadas a los granos de maiz en las localidades de estudio.

La incidencia de especies pertenecientes al género Penicillium se muestra en la
Figura 16. Las especies de este género reportadas en este estudio fueron
Penicillium coffeae, P. citrinum y Penicillium sp., en la localidad de Umécuaro y

Penicillium citrinum, P. purpurogenum y Penicillium sp., en la localidad de Zapotillo.
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Figura 16. Incidencia de especies fungicas pertenecientes al género Penicillum
asociadas a los granos de maiz en las localidades de estudio.

Penicillium sp., presenta la mayor incidencia en ambas localidades alcanzando el

60% de incidencia en los almacenes de Umécuaro y 50% en el periodo de
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almacenamiento en Zapotillo, la incidencia de P. citrinum se mantiene baja durante
la temporada de cultivo y secado y aumenta en el periodo de almacenamiento los
almacenes locales de la comunidad de Umécuaro, en comparacion con Zapotillo
donde se mantiene alto durante la temporada de campo y disminuye su incidencia

en el periodo de almacenamiento.

7.2.2 Incidencia de otras especies asociadas a los granos de maiz

El género Fusarium es uno de los principales contaminantes en los cultivos de maiz,
asi como de los almacenes de este grano. En la Figura 17, se muestra el porcentaje
de incidencia de este hongo a lo largo de este estudio. Fusarium verticilloides fue la
Unica especie encontrada del género. La incidencia durante el periodo de cultivo se
mantuvo con valores de 30% en Umeécuaro y 40% en Zapotillo, estos valores
disminuyeron durante el periodo de secado hasta el 10% de incidencia en ambas
comunidades, pero los valores aumentaron durante el periodo de almacenamiento;

sin embargo, estos no alcanzaron los valores mostrados en cultivo.
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Figura 17. Incidencia de Fusarium verticilloides en los granos de maiz en ambas
localidades de estudio.

En la Figura 18 se muestran las especies encontradas en los granos de maiz
pertenecientes a los géneros Pichia, Talaromyces y Stenocarpella. En la localidad
de Umécuaro solamente se reportd la presencia de aislados de Talaromyces

amestolkiae y el género Pichia sp.
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Figura 18. Incidencia de Talaromyces spp., Sternocrpella maydis y Pichia sp.
asociados a los granos de maiz en las localidades de estudio.

El aislado Pichia sp. fue encontrado solamente durante el periodo de almacén con
una incidencia en los granos de maiz del 10%, mientras que Talaromyces
amestolkiae se presenté durante todos los periodos de estudio y los valores de

incidencia mas altos los presentd en el periodo de almacenamiento.

En la localidad de Zapotillo, T. amestolkiae se presentd en todos los periodos de
estudio con un porcentaje de incidencia igual al de Umécuaro en el periodo de
almacenamiento. T. purpurogenus también se encontrd en todos los periodos de
estudio; sin embargo, se mantuvo estable con incidencias del 10% en todos los
periodos de estudio excepto en el silo metalico donde la incidencia fue del 20%. T.
verruculosus se presentd solamente en el periodo de almacén con la incidencia de
50% en los almacenes locales y una incidencia de 20% en los silos metalicos.
Sternocarpella maydis se presenté desde el periodo de campo con una incidencia
de 20%, durante el periodo de secado se presentd con 10% de incidencia en los
granos al igual que en los almacenes de los productores locales, durante el

almacenamiento en silo metalico no presento incidencia.
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7.3 Produccion de ocratoxina A y otras micotoxinas por especies aisladas de los
granos de maiz

La produccion de ocratoxina A por las especies aisladas de las comunidades de
Umécuaro y Zapotillo se muestra en la tabla 4. De los aislados provenientes de la
localidad de Zapotillo, solamente hubo un aislado con produccion positiva de OTA,
proveniente de los almacenes locales, correspondiente a Talaromyces amestolkiae.

La producciéon de OTA por este aislado se detecto a una longitud de onda de 365

nm.
Tabla 4. Produccién de OTA por especies flngicas aisladas de los granos de maiz.
254 nm 302 nm 365 nm
Muestras Ze AFB AFG OT | Ze AFB AFG OT . AFB  AFG  OT
a [ 1 A a I 1 A e 1 A
A. flavus X X X X
T. amestolkiae X X
i)
B | A flavus X
Q.
N
Penicillium sp. X
P. citrinum X
F.
. a1y . X
verticillioides
P. citrinum X
Aspergillus sp. X X
o
S | A versicolor X
(&)
‘O
% Aspergillus sp. X X
Penicillium sp. X
T. amestolkiae X X X X
Aspergillus sp. X X X X

Los aislados provenientes de la localidad de Umécuaro en los que se detecto la

produccion de OTA corresponde a Aspergillus sp. aislado de silo metalico; P.
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citrinum y T. amestolkiae aislados de almacenes familiares a una longitud de onda
de 302 nm, corroborando la deteccion de la produccion de OTA por T. amestolkiae
y Aspergillus sp. a una longitud de onda de 365 nm.

En la localidad de Zapotillo también se pudo encontrar la produccion de Aflatoxina
B1 y Aflatoxina G1 por parte de un aislado correspondiente a la especie Aspergillus
flavus aislada de los almacenes familiares, la cual se encontré a 302 nm de longitud
de onda. En la comunidad de Umécuaro se encontré la produccién de zearalenona
por parte de un aislado correspondiente a F. verticilloides por un aislado de los

almacenes familiares, a una longitud de onda de 254 nm.

7.4 Determinacion de OTA en semillas de maiz
El andlisis de los granos de maiz mostro la presencia de Ocratoxina A en el 100%

de las muestras analizadas en ambas localidades.
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Figura 19. Incidencia de OTA en las muestras de granos de maiz
La concentraciéon promedio de OTA en la localidad de Umécuaro durante el periodo

de campo fue de 1.14 + 0.41ug/kg, durante el periodo de secado la concentracion

promedio fue de 1.74ug/kg y finalmente la concentracion en el periodo de
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almacenamiento fue de 5.92 + 4.88 ug/kg en los almacenes locales y 3.67 + 2.36

Ha/kg en el silo proporcionado.

El contenido promedio de OTA en la localidad de Zapotillo fue de 1.62 + 1.2 pg/kg
en el periodo de campo, en el periodo de secado la concentracion promedio fue de
0.68 pg/kg, en el periodo de almacenamiento la concentraciébn promedio en los
almacenes locales fue de 4.79 = 3.44 ug/kg, mientras que en los silos

proporcionados se encontrd una concentracion de 3.31 + 2.41ug/kg.

Durante el periodo de almacenamiento en los almacenes locales de la comunidad
de Umécuaro, el promedio de concentracién de OTA fue de 5.92 ug/kg, este valor
supera los limites de contenido de OTA en granos de maiz propuestos por la Unién

Europea.

7.5 Comparacion de los sistemas de almacenamiento locales y un sistema de

almacenamiento estandarizado (Silo metalico galvanizado)

7.5.1 Comparacion de la conservacion de las caracteristicas fisicas y fisioldgicas de
los granos de maiz

Dafo asociado a hongos

Durante el periodo de almacenamiento de los granos se observé menor porcentaje
de dafio en los silos herméticos metalicos de ambas localidades. De acuerdo con la
prueba de comparacion de medias (Anexo, Tabla 5), no existen diferencias
significativas entre los niveles de dafio en los sistemas de almacenamiento
contrastados en ninguna de las dos localidades con valores de significancia, Sig.
0.832 para la localidad de Umécuaro y sig. 0.393 para la localidad de Zapotillo. Las
diferencias del porcentaje de dafio entre los sistemas de almacenamiento fueron

menores al 1% en ambas localidades de estudio.

Germinacién
Las diferencias entre los sistemas de almacenamiento locales y los silos metalicos
proporcionados en la localidad de Umécuaro fue de 2.9%, mientras que en la

comunidad de Zapotillo fue de 3.7%. La prueba de t de student para la comparacién
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de las medias del porcentaje de germinacion en los sistemas de almacenamiento
(Anexo, Tabla 6), muestra que no existe diferencia significativa en los porcentajes
de germinacion de las muestras de Umécuaro y Zapotillo (sig. 0.353 y 0.074

respectivamente).

Vigor

En el caso del vigor los silos metalicos permitieron conservar un mayor porcentaje
de germinacion relacionada al vigor, en la localidad de Umécuaro se puede apreciar
una diferencia de 1.7% con respecto a los sistemas locales de almacenaje, en el
caso de la localidad de Zapotillo se puede apreciar una diferencia de 2%, aunque
estadisticamente estas diferencias no son significativas como se muestra en la
Tabla 7 (Anexo).

7.5.2 Comparacién de la incidencia de especies fungicas en los sistemas de
almacenamiento

La incidencia de especies fungicas durante el periodo de almacenamiento fue mas
baja en los silos metélicos de ambas comunidades, en la localidad de Umécuaro
hubo una diferencia de 4% en comparacion con los almacenes locales, mientras
que en la comunidad de Zapotillo la diferencia fue del 2%. En la Tabla 8 se
enumeran las especies que se encontraron en los almacenes de las dos localidades

de estudio.

Tabla 8. Prueba de t para comparacién de medias del contenido promedio de OTA en ambas
localidades de estudio.

Umeécuaro Zapotillo

Almacén Silo Almacén Silo
1 Aspergillus sp. Aspergillus sp. Aspergillus sp. Aspergillus sp.
2 A. flavus Penicillium sp. A. flavus Penicillium sp.
3 Penicillium sp. P. citrinum Penicillium sp. P. citrinum
4 P. citrinum F. verticillium P. citrinum F. verticillium
5 P. coffeae T. amestolkiae F. verticillium T. amestolkiae
6 F. verticillium T. amestolkiae T. verruculosus
7 Pichia sp. T. verruculosus T purpurogenus
8 T. amestolkiae S. maydis
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En los almacenes familiares de la localidad de Umécuaro y Zapotillo se encontraron
la presencia de 8 diferentes especies mientras que en el silo metalico de Umécuaro

solo se encontraron 5y en el de Zapotillo 7.

Las incidencias durante el periodo de almacenamiento de las diferentes especies
aisladas en este estudio se muestran en las Figuras 15, 16,17 y 18. Las diferencias
mas notables fueron las de Aspergillus sp., en ambas localidades, se encontré una
diferencia de 10% en la incidencia entre los almacenes locales y los silos
proporcionados. Aspergillus flavus no se presenté en los silos en ninguna de las dos
comunidades. Penicillum sp. presentd una diferencia de 60% en almacenes
familiares a 10% de incidencia en el silo en la localidad de Umécuaro muestras que,
en Zapotillo, la diferencia fue de 50% a 40%, respectivamente, mientras que P.
citrinum se presentd de 30% en los almacenes familiares a 20% en silos
proporcionados para la localidad de Umécuaro. En Zapotillo, la incidencia de este

hongo en los almacenes fue de 10% en ambos sistemas de almacenamiento.

7.5.3 Comparacion de la incidencia de ocratoxina A en los sistemas de
almacenamiento

Durante el periodo de almacenamiento, se pudo observar una diferencia en las
concentraciones promedio de OTA entre los almacenes locales y los silos
proporcionados en ambas localidades. En Umécuaro se observo una diferencia de
1.35 ng/kg de OTA, mientras que en Zapotillo fue de 1.48 ug/kg; estas diferencias
se analizaron estadisticamente mediante una prueba de t de student, los resultados
se muestran en la tabla 9 (anexo). Se encontr6 un valor de significancia de 0.431
en la localidad de Umécuaro y 0.499 en Zapotillo, indicando que no existe diferencia
estadistica entre los sistemas de almacenamiento locales y los silos metalicos

proporcionados
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8. Discusion
El dafio por hongos en las semillas de maiz durante el periodo de cultivo,
especificamente en las fechas cercanas a la cosecha de los granos, es comunmente
causado por diferentes especies fungicas de los géneros Fusarium y Aspergillus
asociadas a infecciones de la pudricion de la mazorca (Govender et al., 2008). Los
porcentajes de dafio encontrados en las comunidades evaluadas en el presente
trabajo permanecen dentro de los intervalos recomendados de 5% al 10%
reportados por Pingali y Pandey (2001) como limites de dafio en semillas de maiz
latinoamericano; sin embargo, no se reporta nada sobre el tipo de maiz y el sistema
de cultivo. Segun la clasificacion de la calidad de maiz en la norma oficial mexicana
NMX-FF-034-1995 en la que se establecen las especificaciones con las que debe
contar el maiz (Zea mays L.) para la comercializacion dentro del territorio nacional,
en ambas localidades se tienen granos de maiz en categoria “México 1”. Esta es la
categoria en la que el dafio promedio se encuentra por debajo del 3%. Los
porcentajes de dafio presentados en este estudio durante el periodo de
almacenamiento son mas bajos que los reportados por Garcia-Leafios et al. (2007)
quienes encuentran un promedio de dafio de hasta 25% en granos de maiz
almacenados en sistemas locales improvisados en el estado de Guanajuato. En el
estudio de Rosas et al. (2007) se reportan porcentajes de dafio de hasta 45% en
almacenes de maiz criollo. Aunque afuera de México, es interesante contrastar los
resultados aqui encontrados con los de De Groot et al. (2013) para maiz africano
proveniente de granjas con almacenes tradicionales, en donde los dafios de la

semilla alcanzan el 80%.

La influencia del empresas transnacionales y sus semillas mejoradas asi como otros
factores socioecondmicos ponen en riesgo el uso de variedades nativas de maiz en
México ( Bellon y Hellin, 2011; Hellin et al., 2012; McLean-Rodriguez et al., 2019),
lo que hace relevante continuar el estudio de los sistemas de produccion familiares
y las variedades de maiz que emplean. La necesidad de los productores familiares
gue comunmente se encuentran en una situacion econémica de pobreza ha
permitido que el germoplasma de las variedades nativas se preserve mediante la

agricultura de autoconsumo, el comercio local y otras estrategias desarrolladas en
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las comunidades rurales e indigenas (Becerril y Abdulai, 2010; Fenzi et al., 2015;
Boué et al., 2018). La seleccién de semillas y produccion de variedades de maiz por
parte de estos productores ha permitido generar las caracteristicas de resistencia al
dafio por hongos y la acumulacion de micotoxinas en las variedades nativas
utilizadas (Ortega-Beltran et al., 2014). Adicionalmente, algunas de estas
variedades albergan microorganismos enddfitos que les permiten resistir la
infeccion por hongos patégenos, evitando pérdidas por dafio (Shehata y Raizada,
2017; Shehata et al., 2017).

En relacion a los valores de germinacion en ambas localidades de estudio, estos
fueron bajos durante el periodo de cultivo en comparacién con los demas estadios.
Las especies fungicas de los géneros Aspergillus y Fusarium y las plagas asociadas
a los cultivos dafian los granos de maiz, disminuyendo su capacidad germinativa.
El proceso de seleccion durante el periodo de secado permite encontrar un aumento
en el potencial germinativo de los granos almacenados. En el almacén, los
porcentajes de germinacion fueron mayores a los obtenidos por Gonzales—Cortés
et al. (2016), quienes reportan porcentajes de germinacioén de 81+12% en semillas
de maiz criollo del estado de Guanajuato. De la misma manera, fueron mas altos a
los reportados por Guillen-de la Cruz et al. (2018), quienes encuentran hasta 80%
de germinacion de semillas de maiz criollo en el estado de Tabasco, y de Espinoza-
Paz et al. (2017) con 60% en maiz criollo proveniente del estado de Chiapas. Los
valores de vigor se mantuvieron altos durante el periodo de almacenamiento. En
ese sentido, Guillen-de la Cruz et al. (2018) y Pérez et al. (2007) correlacionaron
maices criollos con mayor contenido de endospermo vitreo con altos porcentajes de
vigor y germinacién. Ademas, los maices con endospermo vitreo tienen plantulas
con mayor vigor, germinacion y plantulas normales, lo que relaciona el endospermo
vitreo con mayor vigor en comparacion con el endospermo harinoso. Navarro et al.
(2015) definen el vigor como la sumatoria de aquellas propiedades de las semillas
gue determinan el nivel de actividad y la respuesta durante la germinacion y
emergencia de la plantula, por lo que con base en la categoria de Aristizabal y
Alvarez (2006), los niveles de germinacion altos son aquellos en los que se supera

el 80% de germinacion de las semillas. Asi, los maices nativos de este estudio
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presentaron valores de vigor altos. Adicionalmente, la descripcion proporcionada
por Sanchez-Gonzéles (2011) indica que las variedades analizadas en este estudio
presentan un alto contenido de endospermo vitreo, algo que a futuro debe de ser
cuantificado. Uno de los factores comunmente asociados al dafio, la baja
germinacion y vigor de los granos de maiz, son los hongos, debido a que producen
la pudricién del grano comunmente atacando la parte mas blanda de las semillas

donde se encuentra la region germinativa (Garcia—Leafios et al., 2007).

En términos del andlisis de la comunidad fungica asociada al maiz durante el
proceso de almacenamiento en las comunidades de estudio, las especies de
hongos aisladas coinciden con lo reportado en la literatura (Ekwomadu et al., 2017,
Tsedaley y Adunga, 2016; Montes et al., 2009; Garcia—Leafios et al., 2007), siendo
los géneros micotoxigénicos Aspergillus, Penicilium y Fusarium los que se
presentan en mayor incidencia. Estos tres géneros son también los mas
comunmente asociados al cultivo de maiz, presentandose desde el periodo de
cultivo hasta la postcosecha, almacenamiento y comercializacion de los granos
(Acufia et al., 2015).

Fusarium verticilloides fue la Unica especie aislada del género Fusarium. En el maiz,
esta especie se encuentra cominmente asociada a otras como F. oxisporum, lo
cual no fue el caso en este trabajo. Al igual que en este estudio, diversos autores
sefalan los porcentajes de incidencia al rededor del 30% en campo y por arriba de
este valor en los almacenes que no cuentan con medidas de preventivas (Montes
et al., 2009; Hernandez-Delgado et al., 2007). Las especies del género Fusarium se
asocian principalmente al cultivo de maiz como organismos fitopatbgenos que
consiguen llegar a las mazorcas mediante la infeccion sistémica de la planta. La
transferencia de esta especie del campo a los almacenes se realiza por varios
vectores, como los insectos, los cuales transportan esporas en las vellosidades de
Su cuerpo, mecanismo que también utilizan otros géneros como Aspergillus (Padron
et al., 2013). También las malas practicas de manejo previo al almacenamiento
como la falta de seleccion de las semillas con sefales de presencia de hongos

(mohos vistosos y ennegrecimiento), o el almacenamiento de granos rotos o
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dafiados mecanicamente, permiten que las esporas de F. verticilloides puedan
permanecer en los granos que seran llevados al almacén (Wilke et al., 2007). Se ha
documentado que las muestras de maiz con una alta incidencia de F. verticilloides
tienen menos probabilidades de estar infestadas con A. flavus y viceversa, lo que
muestra la alta actividad competitiva que tienen estos géneros en los sistemas de
almacenamiento (Chatterjee et al., 2016) Ademas, se ha demostrado que ambas
especies estan asociadas negativamente con especies de otros géneros de hongos
como Penicillium (Egbuta et al., 2015). Las observaciones realizadas en el presente
trabajo muestran consistencia con dichos reportes previos, ya que en los periodos
de almacén de los granos se present6 una mayor incidencia de Aspergillus sp. que

de F. verticilloides.

En cuanto a la incidencia de especies del género Aspergillus, se encontré en el
53.7% del total de semillas de maiz analizadas, lo cual concuerda con el reporte de
Garcia-Leafios et al. (2007) para muestras de maiz analizadas en el estado de
Tamaulipas. La amplificacion de las secuencias ITS no logré resolver la identidad a
nivel de especie de algunos asilados obtenidos de los granos de maiz, por lo que
se sugiere el uso de otros genes como son el B-Tubulina o calmodulina para una
identificacion robusta. Las cepas de dicho género que no fueron resultas a nivel de
especie mantienen una relacidn cercana con los agregados de la seccion Nigriy un
porcentaje de identidad del 98.7% con Aspergillus tubingensis, tanto en la localidad
de Umécuaro como en Zapotillo. Estos agregados presentan la incidencia mas alta
en los granos de maiz en ambas comunidades de estudio, seguidos de A. flavus.
La incidencia de A. tubingensis en granos de maiz no es muy conocida, ya que esta
especie contamina principalmente uvas destinadas a la industria vinicola, café,
pistaches y hierbas de infusion (Perrone et al., 2007; Noonim et al., 2009; Sedaghati
et al., 2011; Storari et al., 2012). A. flavus es asociado comunmente al cultivo de
maiz y los granos en el almacenamiento, siendo reportado en ocasiones con
incidencias mayores a las del género Fusarium (Tsedaley y Aduna, 201; Montes et
al., 2009; Hernandez-Delgado et al., 2007; Jedidi et al., 2016). Aspergillus versicolor
es otra especie del grupo aislada en este estudio, su presencia en muestras de la

comunidad de Zapotillo se dio durante el periodo de campo y secado, en los granos
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de maiz. Es un hongo saprotréfico, que esta muy extendido en la naturaleza y a
menudo esta presente en distintos compartimentos del suelo que incluyen plantas
en descomposicion, hojarasca, paja y en la rizosfera de distintas especies
vegetales, asi como en distintos productos alimenticios en descomposicion el
gueso, mani, productos de carne seca, harina y en cereales (Piontek et al., 2016),
por lo que rara vez es mencionada en granos de maiz almacenado. En México, el
maiz forma parte importante de la dieta de la poblacién por lo que es imprescindible
conocer las incidencias, los efectos deletéreos y los metabolitos secundarios que
pudieran presentarse en el almacenamiento de los granos de maiz. Los hongos
pertenecientes al género Aspergillus han sido ampliamente estudiados en este
contexto; sin embargo, hace falta estudiar sectores adyacentes al contexto de la

produccion industrial de maiz que reflejen la diversidad de especies del género.

En el caso del género Penicillum la incidencia se encuentra en porcentajes mas
bajos, comparado con los porcentajes de incidencia con Aspergillus spp. (Montes et
al., 2009; Hernandez- Delgado et al., 2007) y en porcentajes de incidencia mas altos
que los de Fusarium spp. Por otra parte, el género Talaromyces fue descrito por
Benjamin (1955) como un estado sexual asociado al género Penicillium subgénero
Biverticillium (Peterson y Jurjevi¢, 2017). Se han aislado principalmente de suelo,
raices o ambientes acuaticos (Nguyen y Lee, 2016). Talaromyces también cuenta
con especies de importancia médica como T. amestolkiae, responsable de
micetismos en pacientes inmunocomprometidos (Yilmaz et al., 2012). T.
purpurogenus es una especie reconocida como micotoxigénica en la industria
alimenticia y vinicola debido a su capacidad para producir rubratoxina y es utilizado
en la industria de los pigmentos por la alta produccién de mitorubinas.
Recientemente se ha reportado a Penicillium purpurogenum como un homdélogo de
este hongo, aceptando la correcta identificacion como T. purpurogenus. También se
ha reportado el aislamiento de T. purpurogenum de muestras de maiz en busca de
hongos con capacidades enzimaticas asociadas a la pudricion de los granos,
aungue la incidencia no se compara con la de los géneros Aspergillus y Penicillium
(Yilmaz et al., 2014).
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En cuanto a la produccion de ocratoxina A por parte de los aislados fungicos de las
localidades de estudio, dos aislados identificados como Aspergillus sp.
provenientes de la localidad de Umécuaro dieron positivo a la produccion de OTA.
Como se explic6 anteriormente, estos aislados presentan un porcentaje de
identidad alto con A. tubingensis, especie perteneciente a la seccion Nigri, que esta
fuertemente relacionado a la contaminacion con OTA en uvas Yy vinos. La seccion
Nigri contiene a la gran mayoria de productores de ocratoxina A en diferentes
productos alimenticios. Se sabe que Aspergillus flavus es un productor de
aflatoxinas y no se tiene reporte de la capacidad de este hongo para producir OTA;
sin embargo, en la seccion Flavi se ha descrito a las especies A. pseudocaelatus y
A pseudonomus como productoras de OTA, las cuales también tienen la capacidad
de producir Aflatoxina B1 como el aislado aqui descrito (Varga et al., 2011). En el
caso de la seccion Versicolores, a la que pertenece el aislado A. versicolor, no se
ha reportado un hongo de este grupo que produzca ocratoxina (Perrone, 2007). Al
igual que el género Aspergillus, la produccion de ocratoxina esta bien estudiada en
las especies del género Penicillium; no obstante el gran nimero de reportes de
produccion de OTA por especies de este género, solamente se ha verificado su
produccion por P. nordicum y P. verrucosum, por lo que es necesario complementar
la resolucién de la especie de P. citrinum en la cual se encontré la produccién de
OTA.

Hasta hace unos afios no se conocian reportes de la produccion de OTA por
especies del género Talaromyces, sin embargo, se han hecho algunas correcciones
taxondmicas en especies pertenecientes al género Penicillum asociadas a la
produccion de OTA. El principal ejemplo de esto es el caso de P. verrucosum,
especie productora de ocratoxina A, que ha sido cambiada al género Talaromyces
como T. verrucosus (Samson et al.,, 2011). El aislado de Penicillum sp. de la
comunidad de Zapotillo presenta un porcentaje de identidad alto para P.
purpurogenum, el cual también ha sido descrito como productor de OTA en uvas
(Torrelli et al., 2006) y reubicado en el género Talaromyces como T. purpurogenus
(Samson et al., 2011). Otras cepas que han sido reubicadas y asociadas a la
produccion de OTA han sido T. funiculosus, T. phinofilus, T. radicus, T. rugulosus y
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T. wortmanii; sin embargo, no se ha podido corroborar la capacidad de estas para
la produccion de OTA (Yilmaz et al., 2014). Como se coment6 anteriormente, es
necesario realizar una identificacion taxonémica a nivel de especie empleado otros
marcadores moleculares, con la finalidad de definir de manera robusta la diversidad
de especies productoras de micotoxinas en las variedades de maiz de las
comunidades de estudio. No obstante, el nivel de identificacién alcanzado en el
presente trabajo permite concluir que en las variedades de maiz analizadas se

presentan las especies micotoxigénicas comunmente reportadas en maiz.

La contaminacioén de hongos en las muestras de maiz de productores familiares se
ve influida por dos factores principales. En primer lugar, por el tiempo de
recoleccion. Cuando la recoleccion es temprana, los granos contienen niveles mas
altos de humedad; en la recoleccion tardia, los granos en las mazorcas contienen
humedad suficiente, entre los 13% a 15% de contenido de humedad. En segundo
lugar, los cultivos en las areas rurales pueden tener deficiencias en las instalaciones
de almacenamiento, como mala ventilacién, altas temperaturas y humedad (Magan
et al., 2003). La cosecha temprana que se utiliza para evitar la presencia de
animales (roedores o aves) y ladrones que puedan estropear y retirar los cultivos,
da como resultado cultivos con un alto contenido de humedad que tardaran mas en
secarse, haciéndolos mas propensos a la contaminacion por hongos como
Aspergillus spp. y Fusarium spp. En el caso de la cosecha tardia se benefician
especies que proliferan bajo condiciones de almacenaje, como son las

pertenecientes al género Penicillium (Ekwomadu et al., 2018).

Los valores de incidencia de OTA en los granos de maiz coinciden con lo reportado
por Palacios et al. (2018) y Castillo y Robinson (2017), quienes encontraron
incidencias de OTA en el 100% de las muestras de granos de maiz colectados en
el estado de Michoacan. Sin embargo, a nivel internacional se tienen reportes de la
incidencia de OTA en cereales, incluyendo el maiz, con porcentajes entre 29%-38%
(Lee y Ryu, 2017), Enla comunidad de Umécuaro el promedio de concentracion de

OTA en el periodo de almacenamiento super6 por casi 1ug/kg el limite propuesto
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por la Unidén Europea para granos de maiz, lo cual representa un riesgo para los

productores familiares de autoconsumo por los efectos nocivos de la toxina.

La concentracion de OTA fue aumentando a través de los diferentes periodos del
estudio, lo que concuerda con Duarte et al. (2010) quienes mencionan que la
produccion de OTA es continua a través de los diferentes periodos en la produccion
de cereales. En periodo de secado, en el que se lleva a cabo a cabo la seleccion de
la semillas y se previene la entrada de granos contaminados o dafiados a los
almacenes, no se puede tener la certeza de que no entren granos contaminados
con OTA u otras micotoxinas, ya que en ocasiones se pueden encontrar granos
visualmente sanos con contenidos altos de OTA. Incluso se tienen reportes de la
presencia de OTA en granos de maiz de los cuales no se ha podido aislar al
organismo responsable de la produccion (Ayalew et al., 2006). Segun la evidencia
de los hongos aislados en este estudio y la prueba de produccién de OTA, es
probable que los principales responsables de la contaminacién con OTA en los
almacenes sean Aspergillus sp. y Talaromyces amestolkiae, ya que dieron positivo
a la produccion de dicha micotoxina. De acuerdo con la bibliografia, se podria
sugerir la produccion de OTA por parte del aislado identificado como T. verrucosus,
homologo de P. verrucosum, especie descrita como productor de OTA en diferentes
productos alimenticios. Algo similar puede asumirse con T. purpurogenus,
homologo de P. purpurogenum (Samson et al., 2011), el cual también ha sido

relacionado con la produccion de OTA (Torelli et al., 2006).

Con relacion a las diferencias para mantener las calidad fisica y fisioldégica de las
semillas de maiz entre los almacenes locales y los silos metalicos, los dafios
asociados a la presencia de hongos se vieron reducidos dentro de los silos
metélicos en coincidencia con lo reportado por Garcia-Leafios et al. (2007), Rosas
et al. (2007) y De Groot et al. (2013). Dichos trabajos reportan la disminucion del
porcentaje de dafio en semillas de maiz por efecto del sistema de almacenamiento.
En cuanto a las diferencias en los porcentajes de germinacion, Garcia-Leafos et al.
(2007) reportan porcentajes de germinacion de 73.5% en almacenes de productores

locales y 86.5% en silos de Guanajuato, con un aumento en la germinacion del 13%.
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Ademas, Rosas et al. (2007) reportan un promedio de germinacion de 86.2% en
semillas de maiz almacenadas en silos y de apenas 40% en las colocadas en los
almacenes familiares de diferentes localidades en Oaxaca. En el caso del vigor, los
silos metalicos permitieron conservar la capacidad germinativa de las semillas de
maiz un 2% por arriba de lo obtenido en los almacenes familiares. El porcentaje de
germinacion y la germinacion asociada al vigor durante el periodo de
almacenamiento se correlacionan casi directamente con la incidencia de hongos en
el almacén (Garcia--Leafios et al., 2007); sin embargo, la capacidad de conservar
el potencial germinativo estéa relacionado a la composicion del endospermo. Guillen-
De la Cruz et al. (2018) encontraron una relacion estrecha entre los niveles de vigor
de las semillas de maiz y la composicién del endospermo, siendo las variedades de
maiz con mayor proporcion de endospermo vitreo las que presentan los mayores
niveles de germinacioén relacionada al vigor. La variedad cultivada en la localidad de
Umécuaro fue identificada como perteneciente a la raza purépecha y como
“Tuxpefo” en la localidad de Zapotillo, ambas variedades presentan un alto

porcentaje de endospermo vitreo (Mijangos, 2005).

Al igual que con la calidad fisica y fisiolégica de las semillas de maiz, los silos
metélicos permitieron encontrar promedios de concentracién de OTA mas bajos que
la presentada en los granos de maiz almacenados en los sistemas locales. Si bien
no se encuentran diferencias estadisticamente significativas, se pueden encontrar
reducciones importantes como es el caso de Umécuaro, donde en los almacenes
locales el promedio de concentracion (5.92 ug/kg) se encontré sobrepasando el
limite permitido por la Unién Europea (5 pg/kg), mientras que en el silo metélico la
concentracion promedio fue menor (3.67 ug/kg). De la misma manera, en la
comunidad de Zapotillo se vio una diferencia de concentracion entre los sistemas

donde el silo metalico presento valores menores.

En Umécuaro se presentd una diferencia mas amplia entre los sistemas de
almacenamiento debido a que en dicha localidad se realiza el almacenamiento en
costales de rafia en una bodega de material, estando expuestos y por lo tanto,

susceptibles a la presencia de insectos y microorganismos como los hongos.
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Ademas, no se reporta el uso de agentes quimicos que proporcionen proteccion a
los granos de maiz, por lo que se puede sugerir que los cuidados proporcionados
en la bodega de almacenamiento son los responsables de la baja incidencia de
especies fangicas. En contraste, en los almacenes familiares de la localidad de
Zapotillo si se report6 el uso de agentes quimicos. En este caso se tiene un sistema
con cerrado hermético al que se le adiciona fosfuro de aluminio. Este sistema
presentd valores de dafio ligeramente mas altos que el silo metalico, por lo que se
puede sugerir el uso de este Ultimo como una opcidn para eliminar el empleo de
fumigantes como el fosfuro de aluminio, reafirmando la utilidad de estos dispositivos

en la preservacion de los granos de maiz.

El contraste entre los sistemas de almacenamiento en relacion a la cantidad de
especies de hongos asociados a los granos de maiz mostré que el silo metalico fue
capaz de reducir la presencia de especies flngicas. Se presentaron de 8 a 4
aislados en Umécuaro y de 8 a 7 aislados en Zapotillo. No se presenté incidencia
de A. flavus en los silos de las dos comunidades de estudio, asi como otras especies
pertenecientes al género Penicillium. Esto es importante debido a que son especies
que producen diversas micotoxinas de importancia para la salud como las
aflatoxinas, citrinina y ocratoxina A. Aunque las aflatoxinas y citrinina no fueron
evaluadas en este trabajo, si es de interés para asegurar la calidad del maiz que se
consume en las poblaciones de estudio. Al desaparecer estas especies, se logra
observar un aumento en la incidencia de hongos de otras especies en las semillas,
con mayor potencial para permanecer y proliferar en el silo. Esto podria ser
perjudicial para el grano almacenado ya que estaria mas propenso a la
contaminacion con metabolitos de estos hongos que se encuentran con valores
elevados de incidencia. Garcia-Leafios et al. (2007) reportaron una diferencia de
incidencias entre los almacenes locales y el silo, de 48% a 36%, respectivamente.
Por lo que el silo permitio inhibir el crecimiento de los hongos, como también se

observoé en este estudio.

El silo metélico es capaz de mantener los granos con porcentajes de germinacion y

vigor altos, asi como impedir el aumento de los dafios por hongos y la produccién
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de micotoxinas. La condicidon hermética de este sistema impide el intercambio
gaseoso con el exterior, lo cual reduce la cantidad de oxigeno disponible en el
interior, creando una condicién bibtica auto-inhibitoria con el tiempo, al aumentar la
concentracion de CO2 por efecto de la respiracion (Tafera et al., 2011). Esta
condicion obliga a los insectos, que son los que necesitan mayores concentraciones
de oxigeno para vivir, a modificar su metabolismo y su humedad corporal hasta el
punto en el que se desecan. En este punto, el oxigeno también ha modificado las
condiciones humedad ambiental, lo cual se relaciona con el control de las
poblaciones fungicas dentro del silo, permitiendo inhibir el crecimiento y
reproduccion de los hongos. Aun cuando por si mismo esto no es capaz de
eliminarlos, a medida que pasa el tiempo de almacenamiento otros factores como
la competencia por espacio y alimento jugaran un papel importante en la

supervivencia de las especies.
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9. Resumen de Resultados
Las variedades de maiz “Purépecha” y “Tuxpero” correspondientes a las
localidades de Umécuaro y Zapotillo mantuvieron, a lo largo del estudio,
niveles altos de germinacion y vigor, asi como una alta resistencia a dafio
asociado a la presencia de hongos, por lo que se puede concluir que
presentan una calidad fisica y fisiologia alta.
Se encontré la presencia de especies descritas en la bibliografia como
productoras de ocratoxina A, pero solo se logré corroborar la produccion de
esta micotoxina por parte de los aislados Aspergillus sp. y Talaromyces
amestolkiae.
Se determind la incidencia de ocratoxina A en el 100% de las muestras de
maiz en ambas comunidades de estudio y la concentracién de OTA sélo
sobrepaso los limites propuestos por la Unién Europea en los almacenes de
la comunidad de Umécuaro, Michoacan.
Los silos metalicos representan una herramienta accesible y relativamente
econdémica para controlar las poblaciones de animales, plagas y hongos,
conservar genotipos de maiz y otros granos alimenticios, asi como su calidad
fisica y fisiologica al mantener tanto niveles altos de vigor y germinacion
como valores bajos de dafio en los granos. Esto permite el almacenamiento
de granos por periodos de que oscilan de 6 meses a 3 afios, preservando la
seguridad alimentaria y la salud de los productores de autoconsumo, ya que
no hay necesidad del uso de agentes quimicos como el fosfuro de aluminio.
Lo que lleva a restringir las condiciones para la produccion de micotoxinas

como la ocratoxina A
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10. Conclusién

Los granos de maiz almacenados en las unidades de almacenamiento de los
productores familiares mostraron contaminacion con hongos productores de
micotoxinas pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillium, ademas de la
presencia de otras especies de importancia agrondémica relacionadas con

probleméticas en los sistemas de almacenamiento y la produccion de micotoxinas.

La presencia de ocratoxina A solo rebaso las normas europeas en los almacenes

de los productores familiares de la localidad de Umécuaro.
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12.1 Anexo 1. Tablas de pruebas de t de student para la comparacion de medias entre los

sistemas de almacenamiento familiares y los sistemas de almacenamiento validados

Tabla 5. Prueba de T para la comparacion de medias de los porcentajes de dafio en los granos de

maiz
Prueba de Levene
de igualdad de
varianzas prueba t para la igualdad de medias
95% de intervalo de
confianza de la
Sig. Diferencia Diferencia de diferencia
F Sig. t Gl (bilateral) de medias error estandar Inferior Superior
Dafio Se asumen
Umécuaro varianzas .048 .832 2.045 8 .075 .78200 .38246 -.09995 1.66395
iguales
No se asumen
varianzas 2.045 7.806 .076 .78200 .38246 -.10378 1.66778
iguales
Dafio S@ asumen
Zapotillo varianzas .814 .393 1.725 8 .123 1.55000 .89875 -.52252 3.62252
iguales
No se asumen
varianzas 1.725 5.464 .140 1.55000 .89875 -.70250 3.80250
iguales

Tabla 6. Prueba det para comparacién de medias acerca del porcentaje de germinacién en los
sistemas de almacenamiento

Prueba de
Levene de
igualdad de

varianzas

prueba t para la igualdad de medias

Diferencia

95% de intervalo de

Sig. Diferencia confianza de la
F Sig T gl de error . .
(bilateral) de medias B diferencia
estandar . .
Inferior Superior
Se asumen
varianzas 0.332 0.580 0.086 8 0.353 -2.79000 2.83017 -9.31638 3.73638
iguales .
Germinacion
. No se
Umeécuaro
asumen -
. 7.51 0.355 -2.79000 2.83017 -9.39045 3.81045
varianzas 0.986
iguales
Se asumen
varianzas 0.949 0.358 2.051 8 0.074 3.79000 1.84759 -.47056 8.05056
iguales
Germinacion
) No se
Zapotillo
asumen
2.051 5.718 0.088 3.79000 1.84759 -.78547 8.36547

varianzas

iguales
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Tabla 7. Prueba de t para comparacion de medias acerca del porcentaje de germinacion
relacionado al vigor en los sistemas de almacenamiento.

Prueba de

Levene de

prueba t para la igualdad de medias

igualdad de
varianzas
i i 95% de intervalo
. . . Diferencia i
. Sig. Diferencia de confianza de la
F Sig. t gl i . de error . .
(bilateral) de medias | diferencia
estandar . .
Inferior Superior
Se asumen
varianzas 0.022 0.886 -0.597 8 0.567 -0.69000 1.15665 -3.357 1.97725
iguales
Umécuaro
. No se
Vigor
asumen
. -0.597 7.960 0.567 -0.69000 1.15665 -3.359 1.97958
varianzas
iguales
Se asumen
varianzas 0.000 0.991 -1.21 8 0.259 -2.29000 1.88629 -6.639 2.05980
. iguales
Zapotillo
X No se
Vigor
asumen
. -1.21 7.811 0.260 -2.29000 1.88629 -6.658 2.07816
varianzas
iguales

Tabla 9. Prueba de t para comparacién de medias del contenido promedio de OTA en ambas
localidades de estudio.

Prueba de

Levene de

igualdad de

varianzas

prueba t para la igualdad de medias

95% de intervalo de

Diferencia

confianza de la

Sig. Diferencia de error diferencia
= Sig. t gl (bilateral) de medias estandar Inferior Superior
Umécuaro Se asumen
OTA varianzas 0.679 0.434 0.829 8 0.431 2.24800 2.71121 -4.00405 8.50005
iguales
No se
asumen
. 0.829 5.783 0.440 2.24800 2.71121 -4.44686 8.94286
varianzas
iguales
Zapotillo Se asumen
OTA varianzas 1.273 0.292 0.707 8 0.499 1.48600 2.10076 -3.35837 6.33037
iguales
No se
asumen
0.707 7.167 0.502 1.48600 2.10076 -3.45820 6.43020

varianzas

iguales
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